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En México, un suelo agricola pobre en nitrégeno (N) contaminado por un derivado de hidrocarburos como el
aceite residual automotriz (ARA), con una relativa alta concentracién de 100000 ppm, es un problema ambiental,
pero también porque afecta drasticamente las propiedades del suelo asociadas con la mineralizacion de la materia
orgénica y la pérdida de fertilidad, ya que sobrepasa el limite maximo aceptado de 4400 ppm de la norma mexi-
cana llamada, NOM-138-SEMARNAT-2012 (NOM-138). Una alternativa de solucién es tratarlo con acciones
ecoldgicas para eliminar el ARA y recuperar esa fertilidad. Por lo que los objetivos de esta investigacion fueron:
i) biorremediacion de suelo contaminado por 100000 ppm de ARA ii) fitorremediacion mediante Sorghum
vulgare con Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum para decrecer el ARA a un valor inferior a 4400 ppm
de la NOM-138. Para ello la recuperacién de suelo se realiz6 mediante la variable-respuesta: desaparicion del
ARA por Soxhlet al inicio y después de la biorremediacion y al final de la fitorremediacion con S. vulgare con la
fenologia y biomasa a plantula. Todos los datos experimentales se validaron por ANOVA/Tukey HSD P<0.05%.
Los resultados indicaron que la biorremediacion y la fitorremediacién del suelo contaminado por 100000 ppm de
ARA, la decrecieron hasta 3400 ppm, valor inferior al maximo establecido por la NOM-138, suficiente para la
recuperacion del suelo en la produccion agricola, en 120 dias un periodo de tiempo relativamente corto.
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In Mexico, a soil poor in nitrogen (N) polluted by 100000 ppm of waste motor oil (WMO) is an environmental
problem also because is drastically affecting soil’s proprieties related with mineralization of organic matter and
lost its fertility since exceeding the maximum accepted limit of 4400 ppm of the Mexican environmental rule
called NOM-138-SEMARNAT-2012 (NOM-138). An ecological alternative to solve it is to treat for eliminating
WMO and to recover its fertility. Therefore, the aims of this research were: a) bioremediation of soil polluted by
100000 ppm of WMO b) phytoremediation by Sorghum vulgare with Aspergillus niger and Penicillium chryso-
genum to decrease WMO's concentration at lower value of 4400 ppm accepted by the NOM-138. In that sense
the variable response to measure soil’s recovering was: a) WMO’s concentration with Soxhlet, after bioremedia-
tion and phytoremediation b) while at phytoremediation the phenology and biomass at seedling stage of S.
vulgare with A. niger and P. chrysogenum. All experimental data were validated by ANOVA/Tukey HSD
P<0.05%. Results showed that bioremediation and phytoremediation decreased WMO until 3400 ppm, numerical
value lower than the maximum established by NOM-138, both processing were efficient to recover for cropping
aim. In 120 days regarding as a short period of time.
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Introduccion

En la actualidad, algunos derivados del petroleo
como los aceites usados en la lubricacién y refrige-
racion de automotores, generan productos que con-
taminan el ambiental como el aceite residual auto-
motriz (ARA), una combinacion de hidrocarburos
alifaticos, aromaticos, policiclicos’. En México el
ARA, segun la Ley General de Equilibrio Ecoldgico
y Proteccion al Ambiente’ un residuo téxico am-
biental. Mientras que para determinar el dafio por el
ARA en el suelo existe la norma mexicana® conoci-
da como NOM-138-SEMARNAT-2012 (NOM-
138), la que establece el limite méximo de concen-
tracion permisible, en especial para un suelo agrico-
la de 4400 ppm, cantidad que impide la mineraliza-
cién de la materia organica (MO), evita el intercam-
bio de gases, que en consecuencia decrecen 0 anu-
lan la produccion agricola®, dada la fitotoxicidad de
aromaticos del ARA. La literatura reporta que un
suelo impactado por ARA se reduce por métodos
quimicos, que son rapidos, de un alto valor econ6-
mico, pero que causan un dafio colateral al dejar
residuos toxicos para la vida animal y/o vegetal®®.
Una alternativa de solucién ecoldgica, es la biorre-
mediacion (BIO) la que al enriquecer el suelo con
minerales basicos de N (nitrégeno), P (fosforo), K
(potasio) reequilibran la relacién carbono: nitrégeno
(C:N) provocado por el exceso de carbono del
ARA, para eliminarlo en un tiempo relativamente
largo u corto’, esta velocidad es dependiente de la
complejidad y concentracion de los hidrocarburos
gue contiene, en especial cuando el suelo es pobre
en N, por lo que es necesario enriquecerlo con un
abono animal, como la lombricomposta (LC), que
ademas del alto contenido en minerales esenciales,
incorpora microorganismos que favorezcan la oxi-
dacion del ARA, por este tipo de BIO, es importante

una adecuada demanda de O, (oxigeno) que asegure
la constante eliminacion del ARA, sin causar cam-
bios drasticos de pH, pues la neutralidad acelera la
oxidacion del ARA®,

En un suelo contaminado por 100000 ppm de ARA,
la BIO es insuficiente para disminuirlo a un valor
menor de 4400 ppm, que permita la recuperacion
agricola de acuerdo con la NOM-1383%, en conse-
cuencia, es indispensable la fitorremediacion (FI-
TO), con plantas cuyo sistema radical tolere la fito-
toxicidad a los hidrocarburos y facilite la oxidacion
del ARA®*, Asi como se reporta para otros produc-
tos derivados del petréleo, fundamentalmente por-
gue estos vegetales pueden mejorar la capacidad de
eliminacion de esos hidrocarburos, principalmente
cuando se inoculan con microorganismos gque natu-
ralmente hidrolizan a los aromaticos. En suelo im-
pactado por una relativa elevada concentracion de
hidrocarburos' para que, al oxidarlos, sea posible la
recuperacion de la fertilidad para la produccion
agricola, de acuerdo con alguna regulacion ambien-
tal vigente®. En relacion a mejorar la capacidad de
una planta para mineralizar los hidrocarburos del
suelo, se reporta que géneros y especies de hongos
como Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum
gue no solo estimulan el crecimiento del sistema
radical vegetal**3, sino también metabolizan hidro-
carburos similares a los detectados en el ARA'y los
consumen hasta disminuirlos a un valor que facilite
la recuperacion del suelo atil en la produccién agri-
cola'"’. Con base en esta informacion los objetivos
de esta investigacion fueron: i) biorremediacion de
suelo contaminado por 100000 ppm de ARA, ii)
fitorremediacion con Sorghum vulgare inoculado
con A. niger y P. chrysogenum para disminuir el
ARA a un valor inferior al maximo de la NOM-138

como evidencia de su recuperacion.
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Materiales y métodos

Esta investigacion se realizo en el invernadero del
laboratorio de Microbiologia Ambiental del Institu-
to de Investigaciones Quimico Biologicas (11QB) de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hi-
dalgo (UMSNH). Bajo las siguientes condiciones
micro climaticas: temperatura de 23.2 °C, luminosi-
dad de 450 umol m™ s™, humedad relativa de 67%.

Se utilizo, un suelo agricola colectado en una zona a
los 19° 37° 10” de latitud norte y 101° 16” 41.00” de
longitud oeste, con una altitud de 2013 msnm, con
un clima templado de un lugar llamado “Uruapilla”
del municipio de Morelia, Michoacén, México, en la
carretera Morelia-Patzcuaro, Michoacan. Mientras
gue el ARA se colecto de un taller de cambio de
aceites de Morelia, Michoacan, México.

Tabla 1 Propiedades fisicoquimicas del suelo agricola sin contaminar artificialmente por aceite residual automotriz

Parametro

Valor interpretacion

pH (1:20)
Nitrogeno total (%)
Materia organica (%)

Capacidad de intercambio iénico (Cmol® Kg?)

Textura (%) *

Densidad real o DR (g/cm®)
Densidad aparente o DA (g/cm?)
Porosidad (%)

Capacidad de campo (%)

6.02 acido

0.11 pobre

0.58 pobre

26.64 salino

50 (Ac) baja aeracién, 7(L), 43 (Ar)
222

1.05

475

54 baja humedad

*Ar: arena, L: limo, AC: arcilla, *para suelos de origen volcanico, **calculada a partir de DA 'y DR
**estimada de la textura, +para suelo arcilloso segiin la norma mexicana: NOM-021-RECNAT-2000.

En la tabla 1, se detallan las propiedades fisicoqui-
micas del suelo agricola sin contaminar por el
ARA® con un pH de 6.02 ligeramente acido, con
bajo contenido en MO 0.58 %, una pobre concen-
tracion de N total de 0.11%, una alta capacidad de
intercambio i6nico de 26.64 C-mol™® Kg™ o salino,
con una composicion de la textura: arcilla de 50 %,
limo 7 % y arena 43 %, por lo que el suelo se clasi-
fico como arcilloso, este suelo se tamiz6 con una
malla del No. 20, solarizé por 48 h y redujo el pro-
blema de plagas y enfermedades, posteriormente se
contamino con el ARA, y comenzé la BIO del suelo
al disolver los 100000 ppm de ARA en el detergente
comercial “La Corona” al 0.5 % (p/v). Entonces 1.0
kg de este suelo contaminado con el ARA, se coloco
en la parte superior de la jarra de Leonard, en la
inferior se deposité agua o solucion mineral (SM),
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ambas partes se conectaron por una tira algoddn,
para el movimiento del liquido por capilaridad (fi-
gura 1).

Figura 1 Diagrama de jarra de Leonard™
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Aceite residual automotriz
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El experimento se dividio en i) la BIO de suelo por
100000 ppm de ARA, acorde a tabla 2, ii) la FITO
del suelo mediante S. vulgare con A. niger y/o P.
chrysogenum, de acuerdo con la tabla 3. Con un
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disefio experimental de bloques al azar de seis tra-
tamientos y seis repeticiones: el suelo sin ARA irri-
gado solo con agua o control absoluto (CA), suelo
alimentado con una solucién mineral referido como

control relativo (CN), suelo con ARA sin bioestimu-
lacion ni FITO o control negativo (CN), y el suelo
con ARA, bioestimulado y fitorremediado.

Tabla 2 Disefio experimental de la biorremediacién del suelo agricola contaminado a por 100000 ppm de
aceite residual automotriz

Suelo agricola*

100000 ppm de

Detergente al SM al 100% y

ARA 0.5%yLCal3% H,0,al 0.05%
Control absoluto (CA) - B
Control relativo (CR) +
Control negativo (CN) +
Biorremediacion + + +

*n = 6; agregado (+); no agregado (-). LC lombricomposta, SM solucién mineral

En la primer fase, el suelo con 100000 ppm de ARA
se disolvid en el detergente comercial “La Corona”
al 0.5 % y una LC al 3 % por 30 dias, después se
bioestimuld con una SM con la siguiente composi-
cion (g-L™"): NH4,NO; 10.0, K;HPO, 2.5, KH,PO,
2.0, MgS0O, 0.5, NaCl 0.1, CaCl, 0.1, FeSO, 001y
1.0 mL/L de una solucién de microelementos (g-L’
): H;BO; 2.86, ZnSO, 7H,0 0.22, MgCl,.7H,0

1.8, ajustado a pH 6.8, se bioestimulé con la SM, y
simultdneamente con el H,O, al 0.05 % por 72 h por
un mes, en tanto que para facilitar el intercambio de
gases la humedad se ajust6 al 80 % de la capacidad
de campo del suelo agricola. La variable-respuesta
de la recuperacién del suelo fue el ARA detectado
por Soxhlet al inicio y final de la BIO y de la FI-
TOY.

Tabla 3 Disefio experimental para la fitorremediacion de un suelo impactado por aceite residual automotriz rema-
nente de la bioestimulacién

Sorghum vulgare* ARA A. niger P. chrysoge-
num
Irrigado con agua (control absoluto)
Alimentado con solucién mineral (control relativo) - +
+ +
Bioestimulacion + +
+ +

*n = 6; agregado (+); no agregado (-), ARA aceite residual automotriz,

En la segunda fase, el suelo contaminado por
100000 ppm de ARA después de la bioestimulacion
se fitorremedio de acuerdo con la tabla 3 mediante
la siembra de S. vulgare obtenido de la Secretaria de
Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural Pesca y
Alimentacion del gobierno de México. S. vulgare se
traté con A. niger y/o P. chrysogenum, ambos hon-
gos se aislaron de madera en descomposicién por su
capacidad de degradar lignina, e identificaron mole-

cularmente como las especies sefialadas®, para ino-
cularse en las semillas de S. vulgare. Se reproduje-
ron en agar hueso de aguacate con la siguiente com-
posicion (g-L™): hueso de aguacate 10, peptona
caseina 5, extracto de levadura 1.3, K;HPO, 0.17,
KH,PO, 2.61, MgSO, 1.5, NaCl 0.9, CuSO, 0.05,
azul de bromotimol 10 ppm, 2.5 mL solucion deter-
gente al 10% 1.0 mL solucién de oligoelementos,
agar 18.0 g, el pH ajustado a 5.5. Las semillas de S.
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vulgare se desinfectaron con NaOCI al 0.2 %/5 min,
se lavaron 6 veces con agua destilada estéril, des-
pués por cada 10 semillas de S. vulgare se inocula-
ron con 1.0 mL de A. niger y/o P. chrysogenum
equivalente a 1 x 10° Unidades formadoras de pro-
pagulos (UFP)/1 mL™ para sembrarse en el suelo
agricola artificialmente contaminado por ARA, 60
dias después, se midié la fenologia: altura de planta
(AP) y longitud radical (LR), y la biomasa: peso
fresco aéreo y radical (PFA/PFR) y el peso seco
aéreo y radical (PSA/PSR)™. Los datos experimen-
tales se validaron con ANOVA/Tukey HSD P<0.05
% con el programa estadistico Statgraphics Centu-
rion?.

Resultados

Tabla 4 En suelo concentracién de aceite residual
automotriz remanente de la biorremediacion por 60
dias

*Suelo agricola contaminado artificial- .
Concentracion

mente final
por 100000 ppm de ARA
Irrigado con agua o CN 90000°"
**Biorremediacion miltiple 37620°

*n=6; **Biorremediacion: detergente al 0.5%, lombricomposta al 3%. Solucién
mineral al 100% y H,0, al 0.05%. ***Letras diferentes indican que son estadisti-
camente distintos segin ANOVA/Tukey al 0.05%.

En la tabla 4, la BIO redujo el ARA desde 100000
hasta 37620 ppm de ARA en 60 dias, valor numéri-
co estadisticamente distinto en relacion con los
90000 ppm del ARA en suelo sin biorremediar o
CN.

En la tabla 5, se presenta la fenologia de S. vulgare
potenciada con A. niger y P. chrysogenum a los 60
dias en suelo con 37620 ppm de ARA, se registra-
ron 29.2 cm de AP, 17.0 cm de LR, ambos valores
numéricos con diferencia estadistica comparados
con los 20.0 cm de AP y los 8.5 cm de LR de S.
vulgare sin inocular irrigado solo con agua en suelo
sin ARA referido como CA. Mientras que S. vulga-
re con A. niger y P. chrysogenum en suelo con
ARA, registro 10.0 g de PFA y 5.0 g de PFR, ambos
valores numéricos estadisticamente diferentes com-
parados con los 4.77 g de PFA y los 2.89 g de PFR
de S. vulgare alimentada con una SM, en suelo sin
ARA usado como CR. Respecto a la biomasa de S.
vulgare con A. niger y P. chrysogenum en el suelo
con ARA se registraron 2.2 g de PSA 'y 1.6 g de
PSR, estos valores numéricos fueron estadistica-
mente distintos comparados con los 1.14 g de PSA 'y
los 1.31 g de PSR de S. vulgare alimentado con la
SM o CR.

Tabla 5 Fenologia y biomasa de Sorghum vulgare con A. niger y P. chrysogenum después de la fitorremediacion de
suelo con 37620 ppm de aceite residual automotriz, después de 60 dias

. PF (9) PS (9)
Sorghum vulgare AP (cm) LR (cm) - - - -
Aéreo Radical Aéreo Radical
Irrigado con agua (control absoluto) 20.0°" 8.5 5.20° 2.90° 1.15° 1.20°
Alimentado con solucion minera al 2 b ¢ c c b
100% (control relativo) 250 16.0 4. 289 114 131
con Aspergillus niger 18.0° 14.0™ 7.27° 3.71° 1.84° 1.28°
con Penicillium chrysogenum 22.0° 15.0° 8.93® 5.73% 1.50° 0.99¢
con A. niger y P. chrysogenum 29.2¢ 17.0° 10.0° 5.0 2.2 1.60°

*n=6. **Letras distintas sefialan diferencia estadistica segin ANOVA/Tukey al 0.05%. AP altura de planta, LR longitud radical, PF peso fresco, PS peso seco

En la tabla 6, se muestra en el suelo el decremento
del ARA desde 37620 ppm hasta 3400 ppm por la

actividad de S. vulgare con A niger y P. chrysoge-
79

num, este ultimo valor fue estadisticamente diferen-
te comparado con los 80000 ppm de ARA del suelo
sin biorremediar y fitorremediar usado como CN.
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Tabla 6 En el suelo concentracion de aceite residual automotriz posterior a la fitorremediacion con Sorghum vulgare
potenciado con Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum a los 120 dias

*Suelo agricola contaminado por ARA ARA" (ppm)

Inicial Final
Suelo sin fitorremediacion o control negativo 100000°** 80000°
Suelo fitorremediado, S. vulgare+ A. niger +P. chrysogenum 37620° 3400°

*n=6; **Letras diferentes son estadisticamente distintas al 0.05% seg(n Tukey, * ARA aceite residual automotriz

Discusioén

En la tabla 4, el suelo agricola con 100000 ppm de
ARA, comenzd la BIO con el detergente, que lo
solubilizo, para facilitar que los microorganismos
aerobios heterotroficos nativos realicen una reduc-
cién parcial de la concentracion*>"®, mientras que
la BIO con la LC al enriquecer el suelo con urea
permitid el equilibro de la relaciéon C: N, para que
los microorganismos del nativos pudieran oxidar
parcialmente el ARA??, de la misma forma que la
SM con sales NH;*, NO3' y PO, aceleraron la mi-
neralizacion del ARA*?, simultaneamente la BIO
con el H,0O, suplié la demanda O, para optimizar la
oxidacion del ARA™? por ello se controld la capa-
cidad de campo del suelo al 80 %, que permitio el
intercambio de gases y el decremento de la concen-
tracion del ARAY? a un nivel suficiente para la
siembra de S. vulgare inoculado con A. niger y P.
chrysogenum, en la ruta para la recuperacion del
suelo de acuerdo con la NOM-138.

En comparacion con el suelo con 100000 ppm de
ARA, usado como CN, en el cual la atenuacion
natural fue insuficiente para eliminarlo, por el exce-
so de C del ARA que formo una pelicula hidrofdbi-
ca del ARA e impidio el intercambio de gases como
el O, mientras que la pobreza de minerales indis-
pensables en la oxidacion del ARA evito que esa
concentracion se redujera®®2%%,

En la tabla 5, se presenta la fenologia y biomasa del
S. vulgare con A. niger y P. chrysogenum, sembrado
en el suelo cuando la concentracion del ARA se

disminuy6 hasta 37620 ppm. En donde indirecta-
mente se registr0 un decremento del ARA por el
sano crecimiento de S. vulgare en parte porgque es
naturalmente tolerante al estrés fitotoxico del ARA,
y por el efecto positivo de A. niger y P. chrysoge-
num en la rizésfera de la planta, donde estos hongos
pueden generar sustancias promotoras de crecimien-
to vegetal®?®, para mejorar la capacidad de absor-
cién de mineral de la raiz y disminuir la concentra-
cion del ARA que lleve a la recuperacion de la salud
del suelo y permitir que se use en la produccion
agricola'®, en evidente contraste con S. vulgare sin
inocular con A. niger y P. chrysogenum sembrado
en suelo contaminado por 86000 ppm de ARA sin
biorremediar, donde la relativa alta concentracion
provocéd la inhibicién del sano crecimiento de S.
vulgare™.
En la tabla 6, se muestra la concentracion del ARA
suelo impactado por 37620 ppm de ARA remanente
de la BIO, luego mediante la FITO con S. vulgare
potenciado con A. niger y P. chrysogenum que es-
timularon el sano crecimiento de las raices, sugiere
la conversion de los exudados radicales en fitohor-
monas***"** que aumentaron la cantidad de los
pelos radiculares, para ampliar el area de explora-
cién y absorcion mineral, y con ello aumentaron la
tolerancia de S. vulgaris al ARA™. Ademas de que
existe la evidencia de que tanto A. niger como P.
chrysogenum tienen la capacidad de degradar aro-
méticos del ARAM2%3 v facilitaron la elimina-
cion del ARA hasta una concentracion de 3400
ppm, valor inferior al maximo establecido por la
80
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NOM-138, con lo que se logro la recuperacion del
suelo para su reutilizacion en la produccion agrico-
la.
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