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La contaminacion del suelo por aceite residual automotriz (ARA) que es una mezcla de hidrocarburos (HC), que
impide la actividad microbiana del reciclaje de elementos necesarios para la vida y afecta negativamente su
fertilidad. La bioestimulacion (BIS) es una estrategia para eliminar el ARA a un nivel que permite la recupera-
cion de su fertilidad a un valor inferior al maximo de 4400 ppm de la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012
(NOM-138). El objetivo de este trabajo fue la BIS un suelo impactado por 17000 ppm de ARA por enriqueci-
miento independiente: con solucién mineral (SM), lombricomposta (LC) y P. vulgaris o abono verde (AV). La
recuperacion del suelo se determind mediante la: liberacién de CO, por oxidacién del ARA, por la poblacién
bacteriana oxidante de ARA (BOARA) y la concentracion de ARA por Soxhlet, los datos experimentales se
analizaron con Tukey-error estandar. Los resultados revelaron que la BIS de suelo impactado por 17000 ppm de
ARA con la SM lo decrecié hasta 4386 ppm, en tanto que con la LC lo disminuyo a 3766 ppm en 6 meses,
ambos valores numéricos inferiores al maximo aceptado por la NOM-13, estadisticamente diferentes con los
8596 ppm en suelo bioestimulado mediante P. vulgaris o0 AV y los 16000 ppm de ARA en el suelo sin bioesti-
mular o control negativo. Se concluye que la BIS, es especifica acorde a la complejidad de los HC como el ARA,
que se elimin6 con la SM y la LC segiin la NOM-138 para la recuperacion de la fertilidad del suelo.
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Soil impacted by waste motor oil (WMO) inhibits microbial activity for recycling the basic elements of life an
affecting negatively its fertility. Biostimulation is a way to recover soil by eliminating WMO at a value lower
than 4400 ppm permitted by an environmental rule called NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. The aim of this
research was the biostimulation of soil polluted by WMO in different in depending ways with the mineral solu-
tion (MS), or vermicompost (VC) with Phaseolus vulgaris o green manure (GM). Recovering soil was deter-
mined by the production of CO2 from WMO's oxidation, by measuring the WMO oxidizing bacterial population
(WMOOB) and WMO's concentration by Soxhlet; experimental data were analyzed with standard Tukey-error.
The results showed that biostimulation of soil impacted by 17000 ppm of WMO with MS decreased it until 4386
ppm, but better biostimulation with VC which reducing WMO until 3766 ppm in 6 months, both values lower
than the maximum accepted by the NOM 138, and statistically different compared to soil BIS by P. vulgaris or
GM with 8596 ppm of WMO and the 17000 ppm of WMO from soil non-BIS or negative control. This con-
cludes that biostimulation could be specific depending on hydrocarbon’s complex as WMO was eliminated by
MS and VC according to NOM-138 for recovering soil’s fertility
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Introduccion

El aceite residual automotriz (ARA), es el producto
del uso de aceites en la lubricacion y refrigeracion
en vehiculos automotores, el ARA es una mezcla

compleja de hidrocarburos (HC) aliféticos, aromati-
1,2
cos . En México el ARA segln la norma ambiental

conocida como Ley General de Equilibrio Ecolégi-

co y Proteccion Ambiental3, lo clasifica como resi-
duo peligroso por lo que obliga a la disposicion
final: el reciclaje, reusé y/o confinamiento, en vio-
lacion a esta ley algunos talleres de cambio de acei-
te lo vierten al suelo y al drenaje municipal, con el
evidente dafio ambiental, en la vida humana, animal

46 .
y vegetal . En suelo el ARA es insoluble, forma
una pelicula impermeable que impide el intercambio

gaseoso con la atmc’)sfera7, e inhibe la actividad
microbiana heterotrofica aerobia (AMHA) nativa
que participa en los ciclos biogeogquimicos de la
vida, en el reciclaje de la materia organica (MO),
en consecuencia causa la perdida de la fertilidad

8 -7 7 - - -
del suelo . Una solucion ecoldgica es la bioestimu-

lacion (BIS)g'lo, independiente al enriquecer el suelo
con minerales esenciales de N (nitrégeno), P (fosfo-
ro) y K (potasio), que inducen la AMHA a eliminar
el ARA a un valor inferior al maximo de 4400,
dividida en: 200 ppm de la fraccion ligera, 1200
ppm de la mediana, y 3000 ppm de la norma mexi-
cana llamada NOM-138-SEMAR NAT/SSA1-2012

(NOM-138)11'14 que establece 4400 como el valor
méaximo aceptado para indicar que esta contaminado
por el ARA. En la literatura, la BIS de suelo impac-
tado como el ARA se reporta por la reduccion de la
concentracion, sin consideracion de alguna regula-

14
cién ambiental equivalente a la NOM-138 . Un
ejemplo de lo anterior es la investigacién de
85

Vallejo et aI.lS, que reportaron la BIS de un suelo
contaminado por 20000 ppm de petréleo con sales
inorganicas simples (SIS), con NH4NO3 vy
K2HPO4 y otro fertilizan te inorganico (FIC) de
sales en relacion equilibrada de N:P:K (15:15:15)
denominado Fergon® durante 125 dias. Los resul-
tados exhibieron que el suelo bioestimulado con
SIS, lo decreci6 hasta 12000 ppm, comparado con el
FIC que lo disminuyo hasta 13200 ppm, ambos
valores numéricos superiores al limite maximo per-

14
mitido por la NOM-138 , lo que apoya la necesidad
de una BIS que haga posible la mayor elimina-
cion del ARA a un valor menor al méximo de la

NOM-13814 para una recuperacion efectiva de la
fertilidad del suelo. Con base en lo anterior el obje-
tivo de esta investigacion fue la BIS de un suelo
impactado por 17000 ppm de ARA mediante 3 for-
mas separadas, con: solucion mineral (SM), lombri-
composta (LC) y Phaseolus vulgaris o abono verde
(AV).

Materiales y métodos

Esta investigacion se realiz6 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), Morelia, Mich., México. Las con-
diciones micro climaticas en ese invernadero fue-
ron: temperatura 23.2 °C, luminosidad 450
pmolem™?es™ y humedad relativa 67%. El suelo
gue se utilizé en este experimento se colectd de la
Tenencia Zapata del municipio de Morelia, Michoa-
can, México, ubicado detras de una gasolinera y
utilizado para la produccion de maiz. El suelo se
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clasifico como franco arenoso, con una capacidad
de intercambio cationico media, rico en MO
(4+0.08%), pH ligeramente alcalino (7.2+0.06)", el
suelo se solarizo a 70 °C/48 h, luego se pasé a tra-
vés de una criba de 2 mm de luz, para contaminarse
artificialmente con 17000 ppm de ARA disuelto en
detergente comercial “La Corona” cuyo principio
activo fue alquil bencen sulfonato o ABS (0.5 mL
de detergente liquido por 99.5 mL de ARA), el
ARA se obtuvo de un taller mecénico automotriz de
la ciudad de Morelia, Mich, México. Posteriormente
se pesd 2.5 kg del suelo con ARA que se colocaron
en la parte superior de la jarra de Leonard, mientras
que el agua o la SM se agreg6 en la parte inferior,

ambas partes se conectaron por una tira de algodén
15 c¢cm de largo para el movimiento del liquido al
suelo por capilaridad.

Esta investigacion se realiz6 bajo un disefio experi-
mental de 5 tratamientos y 4 repeticiones cada uno
de acuerdo con la tabla 1, para bioestimular el suelo
se sembro e incorpor6 al suelo P. vulgaris o AV,
mientras la LC se obtuvo de Eisenia foetida L pro-
porcionada por la Facultad de Biologia de la UMS
NH, Morelia Mich., cuya composicién quimica se
muestra en la tabla 2, y una SM con la siguiente
composicion (g/L): K,HPO, 10.0, KH,PO, 8.0,
MgSO, 6.0, NH4(NO3), 15.0, CaCO; 1.0, KCI 2.0,
ZnS0O, 0.5, CuS0O, 0.5, FeSO, 0.2.

Tabla 1 Disefio experimental de la bioestimulacion independiente de un suelo impactado por 17000 ppm de aceite
residual automotriz con: solucién mineral, lombricomposta y P. vulgaris o abono verde

LC P. vulgaris/abono verde

Suelo ARA  Agua
Control relativo + +
Control absoluto - +

T, +
T, + +
Ts + +

+

(+) = se agregd; (-)= no se agregd. ARA aceite residual mineral, SM solucién mineral, LC lombricomposta.

Tabla 2 Composicion quimica de la lombricomposta
de E. foetida en la bioestimulacion de suelo impactado
por 17000 ppm de aceite residual automotriz

Variable quimica Lombricomposta (valor)

Nitrégeno total 117 %
Relacion Carbono: Nitrégeno 26:28
Materia organica 34.96 %
Carbono organico 20.86 %
Mg 0.49 %
K 0.63 %
P 0.24 %
Ca 0.65 %
pH 7.2

El periodo de BIS inicio en agosto de 2015 y con-
cluyo en enero de 2016, durante ese periodo de
tiempo el suelo se mantuvo a la capacidad de campo
de 80%". Al inicio y final del experimento se cuan-
tificd la concentracion del ARA por el método de

Soxhlet™. La cuantificacion de la densidad bacteria-
na oxidante del ARA (BOARA), se realiz6 cada 20
dias con la técnica de cuenta viable en placa™. Para
ello se pesd 1.0 g de suelo suspendido en 9.0 mL de
solucion salina (NaCl) al 0.85% para realizar dilu-
ciones desde 10 hasta 10, de esta se trasfirieron
0.2 mL para sembrar en agar aceite residual auto-
motriz (ABARA) con la siguiente composicion
(9/L): 10.0 mL de ARA disuelto en una solucién de
detergente comercial al 0.5% (La corona®), peptona
de caseina 5.0, extracto de levadura 1.0, KH,PO,
2.5, K;HPO, 2.5, MgSO, 2.5, NaCl 1.0, solucion de
oligoelementos 1.0 mL, azul de bromotimol al
0.01% 5.0 m, agar 18.0, ajustado a pH 7.0. Luego
de sembrar las cajas se incubaron a 30 °C/48 h por

triplicado/g de suelo®?!. En tanto que para medir la
86
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eliminacion (mineralizacion) del ARA por los AM-
HA fue por captacion de CO, por alcali. Para ello se
pesaron 100 g de suelo colocados en matraces Bart-
ha?, con los 17000 ppm de ARA, entonces se bioes-
timul6 con 20 g/kg de suelo de P. vulgaris 0 AV, y
el equivalente de la LC y de la SM, en el matraz
Bartha en el brazo lateral se agregaron 5.0 mL de
NaOH 0.1 N, con una gota de fenolftaleina al 0.1%
como indicador de pH, la entrada del matraz se sell6
con un tapén de hule igual en los reservorios, mien-
tras que para la boca del matraz se usé una trampa

de CaCO; para capturar el CO, atmosférico, ese
CO, se titulé con NaOH 0.1 N cada mes, por ello se
sustituyo6 el volumen de NaOH gastado en el reser-
vorio de cada matraz, y se calcul6 la cantidad de
CO, desprendido por el suelo con ARA, bioestimu-
lado independientemente con la SM, la LC o el
AVY. Los datos obtenidos experimentalmente se
analizaron mediante Tukey-error estandar con un
nivel de significancia de 0.05%%.

Resultados

Figura 1 Bioestimulacion independiente un suelo impactado por 17000 ppm de aceite residual automotriz con solu-
cién mineral, lombricomposta y P. vulgaris o abono verde sobre la densidad bacteriana oxidante de ARA

10.5

—t— Suelo BS con SM
== Suelo BS con LC
Suelo BS con AV

CR

log UFC x 10%/g suelo seco

—— CA

? T T T T
20 40 60 80 100
Tiempo (dias)

120 140 160 180

UFC = Unidades Formadoras de Colonias, suelo BS = suelo + ARA + bioestimulacién, SM = solucién mineral, LC = lombricomposta,
AV = abono verde, CN = control negativo (suelo + ARA), CA = control absoluto (suelo + solo agua)

En la figura 1, la densidad poblacion de bacteria
oxidante del ARA (BOARA) inducida por la BIS,
con la LC 78x10°® UFC/g de suelo seco (SS), en
tanto con P. vulgaris o AV se registrd6 74x10°
UFC/g de SS. En tanto que la BIS de SM 24x10°
UFC ¢/ de SS, estos valores numéricos, el suelo con
ARA sin bioestimular usado como CN, se registra-
ron 30x10° UFC/g de SS, comparado con el suelo
sin ARA, o CA, irrigado solo con agua con 16 x10°
UFC/g de SS.

87

En la figura 2, la BIS independiente del suelo con-
taminado por 17000 ppm de ARA con una SM que
registré 0.36 mg de CO, 100/g de SS, con P. vulga-
ris o AV 0.35 mg CO, 100/g y 0.33 mg CO, 100/g
SS, en comparacion con el minimo valor de 0.02 mg
CO, 100/g de SS sin ARA o CA, v el suelo conta-
minado por ARA sin bioestimular o CN, que regis-
tro 0.05 mg CO, 100/g de SS.

En la tabla 3, después de 6 meses, se observa una
disminucion hasta 4386 ppm, con LC, con el méxi-
mo decremento de 3766, ambos niveles del ARA
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fueron menores al limite maximo permisible por la
NOM-138. Mediante P. vulgaris o AV, hubo una
reduccion hasta 8596 ppm de ARA, en comparacion

con el suelo impactado por el ARA, sin bioestimular
0 CN, que registro la minima disminucién de 17000
a 16000 ppm de ARA.

Figura 2 Comparativo de la eliminacion del aceite residual automotriz en suelo por bioestimulacion independiente
con una solucién mineral, una lombricomposta y con P. vulgaris 0 AV medido por la produccién de CO,

0.4

mg C0, 100 g! suelo seco

Tiempo (dias)

— & = SueloBS con SM
woofpeee Spelo CN

seeeees SueloBS con LC
—-=@==Sueclo CA

—— SucloBS con AV

Suelo BS = (suelo + ARA + bioestimulacién), SM = solucién mineral, LC = lombricomposta, AV = abono verde,
CN = control negativo (suelo + ARA), CA = control absoluto (suelo + agua).

Tabla 3 Concentracion de aceite residual automotriz en suelo antes y después de la bioestimulacion independiente con una
solucion mineral, la lombricomposta y P. vulgaris o abono verde

Suelo Aceite residual automotriz (ppm)

Inicial Final
Solucién mineral

17000*" 4386
Lombricomposta

17000° 3766
P. vulgaris/abono verde

17000* 8596°
Control negativo

170007 16000*
Control absoluto 150° 150°

* Tukey: letras diferentes indica diferencia estadistica significativa, p = 0.05,
++=valores inferiores al maximo aceptad por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012.

Discusion esenciales favorecié un valor de la poblacién de

24x10% UFC g/de SS. En tanto que la BIS de la LC

En la figura 1, fue evidente de que el ARA fue eli-
minado en parte por las BOARA cuando el suelo se
bioestimulé con la SM que al enriquecerlo sales

en suelo con ARA, se registrd un decremento del
ARA hasta 3766 ppm, valor por debajo de lo que
establece la NOM-138, lo que apoya, la LC median-
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te la incorporacion de compuestos organicos e inor-
ganicos mejord la multiplicacion acelerada de la
microbiota heterotréfica aerobia oxidante del ARA.
En tanto que la BIS con P. vulgaris como AV care-
ci6 de los compuestos organicos suficientes para
facilitar la suficiente eliminacion del ARA®?,
mientras que en el suelo contaminado por ARA sin
bioestimular, irrigado solamente con agua, donde la
carencia de nutrientes esenciales, combinada con la
elevada concentracién de ARA, evitaron que la po
blacién nativa microbiana heterotréfica aerdbica
pudiese eliminar esta mezcla de HC de 17000 a
16000 ppm?’.

En la figura 2, se muestra que la maxima produc-
cién de CO, en suelo impactado por ARA se regis-
tré6 cuando se bioestimuléd individualmente con la
SM, que las sales para equilibrar la relacion C:N
(carbono: nitrégeno) causada por el exceso de ARA,
lo que indica que la SM fue (til para la eliminacién
de esta mezcla de HC, para decrecer el ARA a un
nivel menor al méaximo aceptado por la NOM138, y
con ello recuperar la fertilidad del suelo. En tanto
que cuando la BIS con la LC al enriquecer el suelo
con N mineral y organico (como la urea) al igual
que la AMHA que elimina por mineralizacion el
ARA, para disminuirlo hasta una concentracién
inferior al mayor valor reconocido por la NOM-138,
con lo que también la productividad agricola del
suelo se restaurd. Mientras que la BIS del suelo por
la siembra e incorporacion de P. vulgaris como AV
gue agrego al suelo compuestos orgénicos de Ny C
sencillos para facilitar la oxidacion del ARA, aun-
gue a un valor insuficiente para reducirlo a una con-
centracion por debajo del méaximo valor establecido
por la NOM-138%%°, En evidente contraste con la
cantidad de ARA remanente en el suelo sin bioesti-
mular o CN en donde la menor generacion de CO,,
indica que el exceso de C del ARA y la ausencia de
89

N suficiente para facilitar la eliminacién del ARA,
causo la inhibicién de la AMHA que potencialmen-
te podria oxidar el ARA®*3,

En la tabla 3, la concentracion del ARA en el suelo
cuando se bioestimulé con la SM, que aporto el N
necesario como NH4NO; hizo factible que el de-
cremento del exceso del C de ARA**® asi como la
adecuada concentracion de P, con las sales de:
K;HPO, y el KH,PO, que indujeron la eliminacién
del ARA hasta 4386 ppm**®, concentracion que de
acuerdo con la NOM-138 hizo posible que ese suelo
sea nuevamente Util en la produccién agricola. La
velocidad de eliminacion del ARA por mineraliza-
cion fue mas evidente cuando el suelo se bioestimu-
16 con la LC que adiciono microorganismos hetero-
tréficos, urea 'y PO, solubles para decrecer el ARA
hasta 3766 ppm, concentracion que de acuerdo con
la NOM-138 no pone en riesgo el crecimiento sano
vegetal®®. En contraste con la concentracion del
ARA cuando el suelo se bioestimul6 con P. vulgaris
como AV, cuya concentracion de compuestos de C
y N indica que fueron insuficientes para disminuir el
ARA a un valor por debajo de la méaxima aceptada
por la NOM-138, lo que indica que no es apto para
recomendarse para uso agricola o recreativa. Mien-
tras cuando un suelo se contamina artificial o acci-
dentalmente con una concentracion igual o equi
valente a 17000 ppm de ARA, y no se realiza nin-
guna accion de biorremediacion, se causaré la infer-
tilidad del suelo, asi como la perdida de la vida mi-
crobiana que facilita el reciclaje de la MO, propie-
dad fundamental de un suelo sano®,

Se concluye, que es posible recuperar la fertilidad
un suelo contaminado por ARA si se bioestimula
adecuadamente con un complejo de compuestos
orgénicos e inorganicos de N, que induzcan a la
AMHA nativa, para decrecer el ARA hasta un valor
inferior al maximo permitido por la NOM-138, que,
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de acuerdo con esta regulacion mexicana, el suelo
es de nuevo apto para actividades agricolas y/o re-
creativas
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