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Resumen

El suelo impactado con 75,000 ppm de aceite residual automotriz (ARA) es una
concentracion relativamente alta, el ARA es considerado un residuo téxico para
todo tipo de vida segun la Ley General de Equilibrio Ecologico y proteccion al
Ambiente (LEGEEPA), y la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, que establece
como limite maximo de 4,400 ppm, concentracion que impide la mineralizacion de
la materia organica, causa infertilidad con disminucion de la produccion vegetal.
El objetivo de este trabajo fue: La bioestimulacion (BIS) de un suelo impactado por
75,000 ppm de ARA con solucién mineral (SOMI) + detergente, lombricomposta
(LOCO), Phaseolus vulgaris/Vicia sativa o abono verde (AVE) y H202, para reducir
el ARA a un valor inferior al maximo permisible por la NOM-138. Los datos
experimentales fueron analizados estadisticamente con ANOVA/Tukey. Los
resultados mostraron que la BIS secuencial y acumulativa de suelo impactado con
75,000 ppm de ARA mediante SOMI + detergente, LOCO al 3%, P. vulgaris y V.
sativa como AVE y H20:2 lo disminuyeron a 1,532 ppm; lo indica que, en el suelo,
el aporte de compuestos inorganicos de N (NH4*) y (NO3°), minerales de P (PO43)
y K (K20) que en el suelo indujeron a la microbiota heterotrofica aerobia autdctona
a mineralizar el ARA. En el suelo control negativo sin bioestimular se registr6 una
reduccion a 50,102 ppm, del ARA. En conclusion, el uso de la BIS de forma
secuencial y acumulativa es una alternativa eficiente para la biorremediacion de un

suelo contaminado con 75,000 ppm de ARA.

Palabras clave: Suelo, ARA, bioestimulacién, solucién mineral, P. vulgaris,
lombricomposta.




Abstract

The soil impacted with 75,000 ppm of waste motor oil (WMO) is a relative hight
concentration, is considered a hazardous waste, the NOM-138-SEMARNAT-SSAI-
2012 (NOM-138) establishes as maximum limit of hydrocarbons in soil of 4,400
ppm, concentration that inhibits the mineralization of organic matter and causes
infertility. The aim of the work was the biostimulation (BIS) of impacted soil by
75,000 ppm of WMO with detergent (DEGE), H202, mineral solution (MISO),
vermicompost (VERMI), SOMI, Phaseolus vulgaris and Vicia sativa as Green
manure to decrease the WMO to a value less than the maximum allowed by the
NOM-138.The experimental data were analyzed by ANOVA/Tukey. The results
showed that the sequential and cumulative BIS of soil with 75,000 ppm with MISO,
VERMI 3%, P. vulgaris and V. sativa as Green manure reduced WMO to 1,532
ppm indicates that, in the soil, the contribution of inorganic compounds of N (NH4*)
y (NOs’), minerals of P (PO4-3) and K (K20) that in the soil induced the
autochthonous aerobic heterotrophic microbiota to mineralize the WMO. In the
negative control soil without BIS a reduction was recorded at 50,102 ppm of WMO.
In conclusion, the use of BIS in a sequential and cumulative way is an efficient

alternative for the bioremediation of soil contaminated with 75,000 ppm of WMO.

Keys words: Soil, WMO, biostimulation, mineral solution, P. vulgaris,

vermicompost




1. Introduccion

El aceite residual automotriz (ARA) es una mezcla compleja de hidrocarburos
(HICO) alifaticos, aromaticos y trazas de metales pesados (Abioye et al., 2011). El
ARA es un residuo peligroso segun la Ley General del Equilibrio Ecolégico y
Proteccion al Ambiente (LGEEPA), debido al efecto téxico para toda forma de vida
(Sanchez-Yéfiez, 2011). En el suelo cuando el ARA se derrama, forma una capa
impermeable que bloquea la difusion de Oz (oxigeno) y agua (Larenas & de Viana
2005; Ogbo et al., 2009), ello inhibe la actividad de la microbiota heterotrofica
aerobia autoctona que mineraliza la materia organica, lo que reduce su fertilidad y
la produccién agricola (Banks et al., 2003). Por lo que al respecto en suelo la
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (NOM-138), establece como una
concentracion maxima permisible 4,400 ppm de HICO, dividida en la fraccion
ligera de 200 ppm, la mediana de 1,200 ppm Yy la pesada de 3,000 ppm, por lo que
es necesario emplear un método de remediacion para disminuir la concentracion a

un nivel inferior al maximo permisible por la NOM-138.

En un suelo cuando la concentracién del ARA contaminante es superior a 35,000
ppm se remedia por métodos quimicos tales como: O3 (0zono), H202 (peréxido de
hidrégeno), CI (cloro), ClO2 (dioxido de cloro) y el reactivo de Fenton (H20:2 + Fe);
con la desventaja que son costosos entre 190 y 600 USD/m?3 (precios no
actualizados), y forma acidos fuertes que inhiben el crecimiento de plantas y de la
microbiota del suelo (Volke et al., 2002), una opcion ecoldgica de solucion es la
bioestimulacién (BIS) secuencial y acumulativa del suelo por 75,000 ppm de ARA
mediante solucion mineral (SOMI) cuya composicion quimica enriquece el suelo
con sales de N (nitrdgeno): NHa4; NOs; P (fosforo): POa4, K (potasio): K20, que
reequilibran el desbalance mineral e inducen a la microbiota autoctona aerobia
heterotréfica a mineralizar el ARA ( Sanchez-Yafiez, 2008), seguido de la
lombricomposta (LOCO) que aporta compuestos organicos de N como proteinas,
acidos nucleicos, aminoacidos, nucleoétidos, urea, asi como materia organica como

la celulosa, celobiosa, almiddn, lipidos sencillos, enriquecido con una alta carga

s
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microbiana heterotrofica para acelerar la oxidacion de los HICO,
posteriormente Phaseolus vulgaris (frijol) y Vicia sativa o abono verde (AVE),
enriguecen con proteina, aminoécidos, nucleétidos, urea, azlcares de bajo peso
molecular como; celobiosa, maltosa, lipidos sencillos y mantiene la actividad de
los microorganismos heterotréficos aerobios y los incorporados con la LOCO.
mientras la inoculacion de éstas leguminosas como Micromonospora echinospora
y/o Penicillium chrysogenum, que convierten exudados de semilla y raiz en
sustancias promotoras de crecimiento vegetal para aumentar la formacién de
raices que aceleran la adaptacion de la planta al ARA mediante acciones
fisiolégicas que permiten la tolerancia a la mezcla de HICO, inducen la
germinacion para posteriormente colonizar la raiz, donde transforma exudados
radicales en fitohormonas, ademdas de tener la capacidad de oxidar algunos
HICOS del ARA. P. vulgaris y V. sativa son leguminosas que se incorporan a
plantula cuando sus componentes, nitrogenados y carbonados son de facil
degradacion para que se mantenga la diversidad y densidad de microbiota nativa
del suelo, oxidante del ARA (Sanchez-Yafiez 2007).

1.1 Aceite residual automotriz

El ARA es cualquier aceite refinado del petréleo crudo o sintético resultante del
uso automotriz, los cuales pasan por condiciones térmicas y mecanicas rigorosas
donde se satura de residuos de combustién y otras sustancias toxicas; benceno y
el tolueno al igual que con solventes clorados (Sanchez-Yafez, 2008). En la tabla
1, se muestran los principales componentes toxicos del aceite residual automotriz

para todo tipo de vida (Sanchez-Yafiez, 2008).




Tabla 1. Composicion quimica del aceite residual automotriz.

Hidrocarburos clorados Aromaticos Metales (trazas)

Benceno Al (Aluminio)

Diclorofluorometano Tolueno Sb (Antimonio)
Triclorotrifluoroetano Xilenos As (Arsénico)

1,1,1-Tricloroetano Benzo-a-antraceno Ba (Bario)

Tetracloroetileno Naftaleno Cd (Cadmio)
Cloruro Otros hidrocarburos Cr (Cromo)
Bifenilos policlorados Aromaticos policiclicos Co (Cobalto)
Pb (Plomo)

El ARA quimicamente es una mezcla compleja de HICOS arométicos, alifaticos,
policiclicos y trazas de métales pesados, los HICOS aromaticos son componentes
de origen organico generados por la descomposicion térmica del petrdleo, los
HICOS arométicos estan constituidos por dos o méas anillos bencénicos. En
general son toxicos para todo tipo de vida por sus propiedades mutagénicas,
cancerigenas y su persistencia en la naturaleza, por su afinidad en la materia
organica y arcillas del suelo. EI ARA cuando es derramado en el suelo forma una
pelicula impermeable que impide la difusibn de Oz y agua, e inhibe los ciclos
biogeoquimicos; ciclo del C (carbono), ciclo del N, ciclo del Sz, ciclo del H20
(agua) y ciclo del Oz, que sustentan la vida (Banks et al., 2003), para la oxidacién
de los HICOS del ARA, cuando se inicia con un método fisico de reduccion se

concluye con un bioldgico (Sanchez-Yéafiez, 2008).

1.2 Detergentes

Un aspecto indispensable de la BIS de suelo contaminado con una elevada
concentracion de ARA es la aplicacion de un detergente, que en la concentracion
adecuada emulsifiqgue una extensa diversidad de HICO del ARA (Wong et al.,
2004). Los detergentes estan formados por una fraccion polar hidrofilica y una no
polar, que los mantiene en la interfase aceite/agua, un efecto determinante entre el
suelo y el ARA, que es relacionado con los mecanismos de solubilizacion y

mineralizacion del ARA (Gonzélez et al., 2010).




1.3 Solucién mineral

Estas son mezclas de sales inorganicas de N como; NH4*, que estimulan a la
microbiota heterotréfica aerobia del suelo, que adicionados en su forma mas
simple son absorbidos rapidamente por los microorganismos para iniciar la
oxidacion del ARA, el P como fuente de POus’; es un elemento importante para la
sintesis de acidos nucléicos y transferencia de energia, mientras que el S; en su
forma inorganica como SOg4; participan en la sintesis de proteina, mientras que los
microelementos son necesarios en concentraciones bajas, como los iones:
manganeso (Mn), hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), molibdeno (Mo), son
fundamentales para el metabolismo primario de los microorganismos, en la
activacion de enzimas y vitaminas, que contribuye a restaurar el equilibrio mineral,
con ello estimula la microbiota autéctona del suelo para mineralizar el ARA
(Sanchez-Yarez 2011).

1.4 Leguminosas Phaseolus vulgaris y Vicia satina o abono verde

Las leguminosas son incorporadas como abono verde por su aporte de nitrégeno,
que influye en una mejor mineralizacién de los HICOS. La materia organica que
aporta el abono verde tiene como funcién la absorcion de HICOS, mediante un
mecanismo fisicoquimico de enlaces de hidrogeno y la interaccion ion-dipolo, que
favorece tanto la oxidacién y cometabolismo para reducir una fraccion de HICOS
del ARA (Prager et al., 2002 & Sanchez-Yafez, 2008).

1.5Lombricomposta

La lombricomposta es usada como parte de la estrategia de BIS para disminuir
rapidamente el exceso del ARA, donde enriquece el suelo con una mezcla de




minerales de NHa4", PO4*, materia organica de facil degradacién como celulosa y
almidén, ademas de aporta una carga adicional microbiana debido a que es
producto del metabolismo de la lombriz, que con la microbiota nativa del suelo
contribuye a la eficaz oxidaciéon de una fraccion del ARA, mediante acciones
directas de oxidacion de los HICO alifaticos y apoyar el cometabolismo para oxidar
una parte de la fraccibn aromatica, dado que los residuos de la materia organica
vegetal de la LOCO es usada como energia alterna para la hidrolisis de la parte
compleja del ARA (Ferrera-Cerrato et al., 2006)

1.6 Peréxido de hidrégeno

El Oz es un factor critico en la BIO de suelos impactados con HICOS, debido a
gue los microorganismos aerobios dependen de O2 para la generacion de energia,
un problema que se resuelve con la aplicacion de H202, debido a que es mas
soluble que el Oz, donde su hidrolisis libera Oz e induce a la microbiota autdctona
para la oxidacion de HICOS del ARA (Sanchez-Yafiez 2011).

1.7 Cometabolismo

El cometabolismo es una accién bioquimica para producir energia alterna, que
consiste en la transformacion de un cosustrato en presencia de un sustrato, donde
el sustrato actia como un donador de electrones que aporta energia, Yy
mantenimiento celular, ademas de permitir la reduccién de los HICOS del ARA a
compuestos mas simples, por lo que son usados por la microbiota autdctona
heterotréfica del suelo como fuente Unica de carbdn y energia (Alexander 1978 &
Sanchez-Yafez 2008).
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2. Antecedentes

Existen investigaciones que sustentan que la BIS es una alternativa aplicada como
estrategia Unica, por accion integral de los factores fisicos, quimicos y bioldgicos,
gue generalmente solo reduce una fraccion de HICOS, como se muestra a
continuacion:

e Basumatary et al., 2012 un suelo contaminado con 81,500 ppm de petrdleo
ligero, empleo la fitorremediacion (FITO) con Cyperus rotundus, lo que
sefiala que la concentracion de petréleo crudo se disminuyé a 49,878 ppm,
una concentracion de 11 veces mayor, al limite maximo permisible por la
NOM-138.

e Osadolor et al., 2013 reportaron un suelo contaminado con 76,460 ppm de
ARA, por medio de FITO con Melampodium Paludosum lo elimind hasta
30,460 ppm, lo que sefiala que la concentracién 7 veces mayor al maximo
permitido por la NOM-138.

e Balderas et al., 2015 en un suelo impactado por 75,000 ppm de ARA, por
BIS doble y secuencial con SOMI/Phaseolus vulgaris o AVE, seguido de
FITO con S. vulgare inoculado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacea,
disminuyo a 800 ppm, este valor indica la capacidad metabdlica del S.
vulgare inoculado con las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
mencionadas anteriormente degradaron el ARA a un nivel no téxico segun
lo establecido por la NOM-138.

Con base en las investigaciones antes sefialadas sobre biorremediacién de suelo
contaminado con elevados niveles de ARA, es necesario utilizar una estrategia
integral de BIO y FITO, bajo la idea que el exceso de ARA requiere mas de una
accion. Es por ello que un aspecto innovador es la BIS integral de un suelo
contaminado con 75,000 ppm de ARA con un surfactante, SOMI, lombricomposta
al 3%, P. vulgaris y V. sativa o abono verde y H202; por tal motivo se plantea la
BIS controlando es eficaz controlando los factores fisicos, quimicos y bioldgicos,

es posible evitar el siguiente paso de FITO, un factor critico durante la BIO es la
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aplicacion de detergente y la aplicacion continua de H202 en dosis bajas del 0.5%,
como un generador de Oz para acelerar la mineralizacién permanente. Un aspecto
innovador que ninguna investigacion considera es el control del pH del suelo, por
tal motivo la mineralizacion, con el control del pH del suelo y el manejo de la
humedad al 80%, permite una mayor difusion de H20 y gases, lo que hace posible
que la concentracion del ARA se reduzca a una concentracion inferior a la
establecida por la NOM-138.

Con base a los antecedentes y a la escasa informacion se ha planteado la

siguiente hipétesis:

3. Hipotesis

La BIS de un suelo impactado con 75,000 ppm de ARA por BIS mediante SOMI +
detergente, LOCO al 3%, P. vulgaris/V. sativa o0 AVE y H202 para reducir el ARA a

una concentracion inferior a la maxima permisible por la NOM-138.

4. Objetivo

La BIS de un suelo impactado por 75,000 ppm de ARA con SOMI + detergente,
LOCO, Phaseolus vulgaris/Vicia sativa o AVE y H202, para reducir el ARA a un
valor inferior al maximo permisible por la NOM-138.

12



5. Materiales y métodos

Esta investigacion fue realizada en el invernadero del laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la UMSNH,
cuyas condiciones microclimaticas promedio son una temperatura de 23.2° C,

luminosidad de 450 umol m? sy humedad relativa de 67%.

5.1 Preparacion de jarras de Leonard

El suelo del ensayo se solarizo por 48 h para minimizar el problema de plagas y
enfermedades, posteriormente se tamizé con una malla del No. 20 y se impacté
con 75,000 mg/kg de ARA de un taller mecanico automotriz diluido en agua con un
detergente comercial al 0.5% (p/v). Después un 1.0 Kg suelo se coloco en el
contenedor superior de la jarra de Leonard, mientras que la SOMI o agua en el
reservorio de la parte inferior, ambas partes se conectaron por una tira de algodon
de aproximadamente de 35 cm de largo que permitié el movimiento por capilaridad
al suelo como se muestra en la figura 1; segun el tratamiento especificado en la
Tabla 1 con un disefio experimental de bloques al azar, que consisti6 en 1
tratamiento con 6 repeticiones, los 2 controles que fueron; suelo sin contaminar
por ARA irrigado solo con agua o control absoluto (CA); el mismo suelo con ARA,

irrigado solo con agua sin BIS o control negativo (CN).
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Figura 1. Jarra de Leonard (Garcia-Gonzales et al., 2005)

Tabla 2. Disefio experimental para la bioestimulacion triple y secuencial de
suelo contaminado con 75,000 ppm de aceite residual automotriz.

» : Phaseolus
: _ Solucién Lombri- : -
Aceite residual : vulgaris / Vicia
Suelo tratado con _ mineral al composta al i
automotriz sativa (abono H20;
100% 3%
verde) + H,0,
Sin bioestimulacion ni
fitorremediacion + -
(control negativo)
Bioestimulacién + + + + N

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

5.2 Bioestimulacion de suelo

El suelo bioestimulado con SOMI + detergente, LOCO al 3%, P. vulgaris/ V. sativa
como AVE y H20:2. La BIS del suelo con ARA primero con la SOMI de la siguiente
composicion quimica g/L: NHaNOs 10; K2HPO4, 2.5; KH2PO4, 2.0; MgSO4 0.5 ;
NaCl, 0.1; CaClz, 0.1; FeSO4 y 1.0 ml/L de una solucion de microelementos g/L:
H3BOs3 2.86 ; ZnSO4+7H20 0.22 ; MgCl2+7H20 1.81 pH 6.8. La SOMI se aplicaron
18 mL cada 3 dias por 30 dias (Vallejo et al., 2005). En la segunda BIS por LOCO
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al 3% (p/p), por 30 dias (Leal, 2003). Posteriormente en la BIS se sembrd P.
vulgaris inoculado con P. chrysogenum y M. echinospora, que se incorporé6 como
AVE; para lo cual P. chrysogenum y M. echinospora se cultivaron en agar hueso
de aguacate (AHA) g/L: hueso de aguacate 10, peptona caseina 5, extracto de
levadura 1.3, K2HPO4 0.17, KH2PO4 2.61, MgSO4 1.5, NaCl 0.9, CuSO4 0.05, azul
de bromotimol 10ppm, detergente al 10% 2.5, oligoelementos 1, agar 18.0gr, pH
5.5. La semilla de P. vulgaris que inoculada con P. chrysogenum y/o M.
echinospora y se sembr6 en suelo, 25 dias después P. vulgaris, se incorporé al
suelo como AVE, y se dej6é mineralizar por 30 dias (Osaigbovo et al. 2013), al
finalizar este periodo se midi6 la concentracion de ARA por Soxhlet (Hernandez-
Valencia & Mager 2003; Dominguez-Rosado et al. 2004). Durante la BIS del suelo
se mantuvo su capacidad de campo al 80% con la SOMI para asegurar el

suministro de Oz, que mejora la oxigenacion durante la mineralizacion del ARA.

5.3 En suelo densidad de los microorganismos oxidantes del aceite
residual automotriz

Se cuantifico la densidad de los microorganismos heterotréficos aerdbicos
oxidantes de ARA por cuenta viable en placa (CVP); para ello se tom6é 1.0 g de
suelo disuelto en 9.0 ml de NaCl 0.85%, y se realizaron diluciones desde 10
hasta 10, 108, 10, se us6 0.2 mL de la dilucién seleccionada en agar ARA (
AARA) con la siguiente composicion g/L: peptona de caseina, 5.0; extracto de
levadura, 1.0; H2PO4, 2.5; HPOs4, MgSOs, 2.5; NaCl, 1.0; solucién de
oligoelementos, 1.0 mL, azul de bromotimol al 0.01%, 5.0 mL; agar, 18.0, ARA
emulsificado con detergente al 4%; el medio de cultivo se ajusté a pH 7.0; las
cajas se incubaron a 30°C por 48 h por triplicado. (Abioye et al., 2011).
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5.4 En suelo control de pH durante la bioestimulacion

El control de pH se llevo a cabo tomando una muestra de suelo, que fue secada y
tamizada, enseguida se pesaron 10g de suelo que se colocaron en un vaso de
precipitado de 50 mL y se agregaron 20 mL de agua destilada, después de dej6
reposar por 30 minutos, enseguida se agitd por 20 segundos y se determiné el pH
de la suspension del suelo. El pH del suelo fue regulado con Na2COs (carbonato
de sodio), 1g por cada 5009 de suelo, posteriormente se midi6 el pH nuevamente

del suelo (Sdnchez-Yéanez. 2007).

5.5En suelo determinacién de la concentracion del aceite residual
automotriz por Soxhlet

Finalmente en suelo se midi6 la concentracion de ARA como se indica a
continuacion; se transfirieron 5.0 g de suelo, previamente seco y tamizado en
malla No 20, enseguida se colocé el cartucho dentro del extractor Soxhlet, en la
parte inferior ajusto el matraz con cuerpos de ebullicion (llevados previamente a
peso constante por calentamiento a 100 — 110°C), después se afiadid éter por el
extremo superior del refrigerante en cantidad suficiente para tener 2 6 3 descargas
del extractor (alrededor de 80 ml), en seguida se coloco refrigerante y se hizo
circular el agua por el refrigerante y calentar hasta que se obtenga una frecuencia
de unas 2 gotas por segundo, posteriormente se efectla la extraccion durante 4 a
6 horas, al finalizar la extraccion se evapora suavemente el éter restante del
matraz y se seca hasta peso constante (NMX-F-089-S-1978). Los resultados se
validaron con ANOVA/Tukey HSD P<0.05% con el programa estadistico

Statgraphics Centurion.
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5.6 En suelo determinacién del perfil de hidrocarburos del aceite
residual automotriz remanentes en el suelo por cromatografia de
gases

El suelo contaminado con ARA se conservdé a 4 °C, se secO a temperatura
ambiente por 48 h y se homogeniz4. Se tomaron tres muestras de 3 g, para un
total de tres repeticiones. Posteriormente se colocaron en tubos de cultivo de 10
mL con tapon rosca, y se adicionaron 3 mL de hexano (pureza 98.5 %, ACS-
Sigma Aldrich grado HPLC); se agitaron por 60 s en Vortex Genie I, y se filtré tres
veces en embudo de separacion; posteriormente se pasO por otro filtro, de
algodén de 0.5 cm, y 1 g de MgSO4. Finalmente se evaporé el solvente por 24 h
en temperatura ambiente, y se aforé cada muestra a 1 mL para su posterior

analisis.

Las muestras de suelo con ARA se analizaron en cromatografo de gases, Agilent
Technologies serie 7890A, acoplado a masas serie 5975C; se inyectd 1 uL de
muestra modo Splitless y se usé helio (99.995 % pureza) como gas de acarreo en
una columna capilar Zebron- 5MS de 30 m de longitud, con diametro interno de
0.25 mm y espesor de pelicula de 0.25 mm. La temperatura del inyector fue de
250 °C vy la inicial del horno de 50 °C con rampa de 30-150 °C, rampa 2 de 10 °C
por min hasta 310 °C por 2 min. El detector de temperatura fue de 280 °C con
tiempo de equilibrio de 3 min y una temperatura maxima de 320 °C (Peng, Zhou,
Cai, & Zhang, 2009)

En la tabla 3 se muestran las propiedades fisicoquimicas del suelo sin aceite

residual automotriz.
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del suelo sin aceite residual automotriz.

Parametro Valor
pH (1:20) 6.64
Material organica (%) 4.57
Capacidad de intercambio catiénico 461
(Cmol(+) Kg™)
Textura (%) 40.56(Ac)-37.28(L)-22.16(Ar)
Densidad real (g/cm?) 2.01
Densidad aparente (g/cm3) 1.08
Porosidad** (%) 46.35
Saturacion de humedad (%) 46.95
Capacidad de campo™ (%) 30.08
Humedad aprovechable (%) 13.25

Ar: arena, L: limo, Ac: arcilla/*Para suelos de origen volcanico,
**Calculada a partir de Da y Dr; /*** Estimada a partir de textura,
*Reportada para suelos franco-arcilloso NOM-021-RECNAT-2000.

6. Resultados

En la figura 2 se muestra la BIS secuencial y acumulativa de un suelo impactado
por 75,000 ppm de ARA con detergente al 0.5%, SOMI, LOCO al 3% y P. vulgaris/
V. sativa como AVE y H202, por 120 dias mantenido a una capacidad de campo
del 80%, donde se registrd una disminucién desde 75,000 ppm hasta 39,925 ppm
en la primera BIO con detergente al 0.5% (solo una aplicacion) Y SOMI, seguido
LOCO al 3% decrecio la concentracién a 10,697 ppm, mientras que con P. vulgaris
y V. sativa incorporado como AVE y H202, se report6 que se degrado la
concentracion a 2,752 ppm, al finalizar se control6 el pH del suelo y se mantuvo la
capacidad de campo aplicando SOMI, dando como resultado la reduccion de
2,752 ppm a 1,532 ppm de ARA.
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Figura 2. En suelo concentracion de aceite residual automotriz
bioestimulado secuencial y acumulativa mediante solucion mineral +
detergente, lombricomposta al 3% Phaseolus vulgaris y Vicia sativa, H202,
incorporados como abono verde por 105 dias.
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Tabla 4. En suelo cuantificacién de la poblacién microbiana heterotréfica
oxidante del aceite residual automotriz, inducida por bioestimulacion con
solucion mineral, lombricomposta al 3% y Phaseolus vulgaris como abono

verde.

Poblacion microbiana
heterotrofica oxidante del
aceite residual automotriz

(UFC/g de suelo)

_ Bioestimulacion 8.68%*
Bacterias i
Control negativo 6.48°
Bioestimulacién 7.11P
Hongos i
Control negativo 4.04¢°
o Bioestimulacion 7.33P
Actinomicetos i
Control negativo 3.15¢

Las letras distintas con diferencia estadistica de 0.025% segun Tukey.
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En la tabla 4, muestra en suelo la cuantificacion de la poblacion microbiana
heterotréfica aerobia nativa oxidadante de ARA inducida por BIS secuencia y
acumulativa con detergente al 0.5%, SOMI, LOCO al 3% y Phaseolus vulgaris o
abono verde por 105 dias. donde se registré en las a bacterias alcanzaron un valor
de 8.68, actinomicetos 7.33 de hongos 7.11 UFC g de suelo seco; estos valores
comparados con ese mismo suelo contaminado con ARA o CN en la que reporto
en bacterias 7.48, de los actinomicetos 5.15, de hongos 5.04.

Tabla 5. En suelo impactado con 2,750 ppm dinamica del pH durante la
bioestimulacién mediante Vicia sativa o abono verde y H20..

pH de suelo sin _ pH de suelo
_ o pH de suelo a partir de 2,752 _ o
contaminar irrigado _ _ contaminado irrigado
ppm de aceite residual
con agua _ con agua
automotriz .
(control absoluto) (control negativo)
6.64 4.70 —2,750 ppm 6.42
6.67 4.95 -- 1,674 ppm 6.40
6.65 5.35- 1,636 ppm 6.45
6.70 6.53 - 1,532 ppm 6.51

Los valores del pH representan el promedio de dos repeticiones.

En la tabla 5, sefiala que suelo sometido a bioestimulacion secuencial y
acumulativa con detergente al 0.5%, SOMI, LOCO al 3% P. vulgaris / V. sativa y
H202 por 105 dias, donde se muestra un notable cambio en la dinamica del pH,
donde existié una variacion minima entre el control negativo y absoluto, mientras
en el suelo bioestimulado se aprecia una disminucién hasta 4.70 considerado pH

acido.

La figura 3 sefala la cromatografia de gases del suelo contaminado con 75,000
ppm de ARA, al inicio de la BIO; donde se observan picos de elucién con tiempos
gue pertenecen a la fraccién ligera de HICOS del ARA, y otros que pertenecen a la

fraccién pesada (mayores). En el tiempo cero del ensayo se observo que el ARA
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contienen una mezcla de HICOS alifaticos lineales y ramificados, desde 12 hasta
35 carbonos de la clase del dodecano, tetradecano, octadecano y eicosano;
ramificados como; pristano y el fitano; algunos aromaticos como el benceno, el

fenol, el benzoantraceno, el metildifenilo y el naftaleno (Sharifi et al., 2007)

Figura 3. En suelo cromatograma de suelo contaminado con 75,000 ppm de
aceite residual automotriz antes de su bioestimulacion al tiempo cero.
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En la Figura 4, se muestra el perfil cromatografico de los HICOS del ARA al final
de la BIOS secuencial y acumulativa, ahi se observé una evidente disminucion en

la concentracion de la fraccion alifatica, ramificada y de la aromética.

Figura 4. Cromatograma que muestra el perfil de hidrocarburos del aceite
residual automotriz después de la bioestimulacion secuencial y acumulativa
mediante un detergente, solucién mineral, lombricomposta al 3%, Vicia
sativa/Phaseolus vulgaris, H202 'y 80% de capacidad de campo.
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7. Discusioén

Los resultados anteriores apoyan que la BIS secuencial y acumulativa en suelo
contaminado con 75,000 ppm de ARA como se muestra en la figura,1 que con la
aplicacion de detergente al 0.5% seguido de SOMI por 45 dias, manteniendo la
capacidad de campo al 80%; el detergente favorecié la emulsificacion del ARA,
para su oxidacion por la microbiota del suelo, mientras que el enriquecimiento con
SOMI tuvo un efecto directo en la mineralizacion del ARA por accion de la
microbiota del suelo , considerado de accidn directa por la disponibilidad de las
sales de; NH4, NOs, K2HPO4, KH2PO4, asi mismo reestablecio la relacion C/N,
para una mineralizacion mas rapida, mientras que la capacidad de campo al 80%
permitio el intercambio de gases y Oz, o que estimuld la mineralizacion del ARA
(Vallejo et al., 2005, Pasaye, 2011).

Al transcurrir la primera BIS con el proceso de mineralizacion activo se continu6
con LOCO al 3%, para mantener el proceso oxidativo por el aporte de nutrientes
con sales minerales de NH4*, PO4*. Al mismo tiempo se incorporé compuestos
organicos como: urea y nucleétidos, asi como el suministro de materia organica:
celulosa, almidén y azucares de facil degradacion para mantener la mineralizacion
del ARA, con la fraccién aromética parcialmente degrada por cometabolismo, dado
que la lombricomposta es un producto digestivo, aporta microrganismo que
contribuyen en la mineralizacion de una fraccion sencilla del ARA (Maldonado-
Chavez et al., 2010; Juarez-Cisneros & Sanchez-Yafiez, 2014), antes de concluir
la BIS con LOCO se agregaron las leguminosas; P. vulgaris/V. sativa o AVE en
etapa de plantula por la ausencia de lignina, con ello se incorpor6 al suelo materia
organica como; almidon, celulosa y glucosa de facil degradacion con una
adecuada relacion C/N, que permite una mayor mineralizacién de los HICOS del
ARA, por otra parte la materia organica proporcionada por el AVE, tiene la
capacidad de absorber los HICOS del ARA formado compuestos mas simples,
ademas de estimular la actividad biologica oxidante del ARA, al reestablecer el

balance de nutrientes por el alto contenido de proteina facilmente degradable,
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como nucledtidos y vitaminas, con ello aumenta la poblacion microbiana y su
actividad para continuar la mineralizacion del ARA (Sanchez-Yafnez, 2011; Asquit
et al., 2012), con la aplicacion de H20:2 al 0.5% favorecio al aporte de Oz, un factor
limitante la B-oxidacion y la aceleracion de la mineralizacion de los HICOS del
ARA, con una concentracion final de la BIS de 1,532 ppm un valor inferior al
méaximo permisible por la NOM-138. El valor obtenido por la BIS de 1,532 ppm fue
estadisticamente diferente comparado con el mismo suelo contaminado con
75,000 ppm de ARA sin bioestimular o CN, con una minima disminucion por
atenuacion natural a 50,102 ppm, que por la falta de nutrientes esenciales de N, P
y K, el impedimento de la difusion de gases y agua, la presencia de compuestos
toxicos de los HICOS en el suelo, asi como el desequilibrio de la concentracion
C/N , que impide el crecimiento de poblaciones microbianas aerobias con el
potencial de mineralizar el ARA, por lo que la atenuacion natural es insuficiente
para la remediacion de suelos con altas concentraciones de HICO (Gémez et al.,
2009).

En la tabla 4, sugiere que durante la BIS secuencial y acumulativa hubo una
mayor disponibilidad de nutrientes esenciales de N y P, asi como una mejor
difusion de gases y Oz, que influyeron directamente en la actividad de la
microbiota autoctona del suelo para la mineralizacion de los HICOS del ARA,
mientras que en el suelo contaminado sin BIS o CN, se reporta una menor
concentracion de microbiota capaz de mineralizar los HICOS del ARA, lo que
sugiere que es debido al desbalance nutricional y la escasa o nula difusién de
gases y Oz, lo que sefala que la atenuacion natural es insuficiente para permitir
mayor diversidad microbiana oxidante de los HICOS del ARA (Gémez et al.,
2009)

En la tabla 5, durante la mineralizacion del ARA el pH se acidific6 en comparacion
al suelo CA, lo que sugiere que durante la mineralizacion del ARA, se generaron
acidos organicos, provocaron la acidificacion del suelo (Rivera-Cruz et al ., 2004),
por lo tanto, cuando el pH se encuentra acido disminuye la diversidad de

microorganismos en suelo, lo cual indica que la mineralizacion de los HICOS es
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lenta, ademas de afectar la biodisponibilidad de fuentes de carbono y energia,
siendo un factor critico, lo que hace necesario mantener el pH entre 6.5y 7.0, ya
gue afecta directamente la actividad de la microbiota autéctona del suelo ademas

de la solubilidad y la absorcién de los contaminantes y nutrientes (Romero, 2008).

La figura 3 del perfil cromatografico demuestra la amplia diversidad y complejidad
de esta mezcla del ARA (Sharifi et al., 2007), mediante la BIOS secuencial y
acumulativa (Banks et al., 2003) para lograr su reduccion a un nivel inferior al
maximo permitido por la NOM-138. En la figura 4, presenta la desaparicion de los
HICOS alifaticos de cadena larga como: dodecano, tetracosano, heptacosano,
nonadecano y eicosano; también desaparecieron los HICOS aromaticos:
benzeno, tolueno, xileno, benzoantraceno y naftaleno considerados toxicos para el
ambiente. esto prueba que la BIOS secuencial y acumulativa, indujo una amplia

diversidad microbiana para eliminar la complejidad de los HICOS del ARA,

8. Conclusion

La BIS es una alternativa de restauracion de suelo contaminado con HICOS del
ARA, que requiere de acciones secuenciales y acumulativas al integrar factores
fisicos como; capacidad de campo, mientras en quimicos; disponibilidad de Oz, la
adicién de nutrientes por medio de la aplicacion de SOMI, el N aportado por el
AVE y control de pH, y en los bioldgicos es muy importante la diversidad de
microorganismos oxidantes del ARA para reducir a una concentracion inferior a la
maxima establecida por NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012.
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