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Resumen  
 

En México y el mundo, el suelo contaminado con 80,000 ppm una concentración 

relativamente alta de aceite residual automotriz (ARA) derivado del uso de automotores, 

se soluciona por biorremediación (BR) al mejorarla con una bioestimulación (BS) 

múltiple con alquil bencen sulfonato (ABS), que emulsifique eficazmente el ARA, una 

fuente disponible de O2 (oxigeno) u H2O2 y acciones de enriquecimiento nutricional del 

suelo; una solución mineral (SM) y Vicia sativa como abono verde (AV) concluida con 

fitorremediación (FR) para reducir la concentración aun nivel máximo permisible de 

4,400 ppm por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (NOM-138), y en ese suelo 

sembrar Lactuca sativa un bioindicador sensible a HC que indique que ya no es toxico. 

Al respecto la información en la literatura es insuficiente. La hipótesis de esta 

investigación fue que: la BR mejorada de un suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA 

con una BS múltiple con ABS, H2O2, SM y AV concluir con FR con S. vulgare potenciado 

con B. cereus y/o B. cepacia disminuye el ARA por debajo del límite máximo permisible 

por la NOM-138. Los objetivos de esta investigación fueron: i) la BS secuencial de un 

suelo contaminado 80,000 ppm de ARA con ABS, H2O2, SM, AV, y ii) la FR de ese suelo 

con Sorghum vulgare potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, para 

minimizar el ARA a concentración inferior a la máxima permisible según la NOM-138. 

Los resultados indicaron que la BS del suelo con ABS y el H2O2, disminuyeron el ARA 

de 80,000 ppm a 7,700 ppm, en 45 días. En tanto que la BS con SM/AV decreció el ARA 

a 5,510 ppm en 75 días. Finalmente, la FR con S. vulgare potenciado con B. cereus/B. 

cepacia, minimizo el ARA a 500 ppm, inferior a al máximo de la NOM-138 lo anterior 

sugiere que la combinación, BS con ABS, H2O2, SM, AV y la FR potenciada con BPCV 

permite usar acciones biológicas en lugar de las químicas sin efectos negativos 

secundarios. 

 

Palabras clave: hidrocarburos, solubilización, rizomicroorganismos, mineralización, 

restauración.  
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Abstract  
 

In Mexico and the world, soil contaminated with 80,000 ppm a relatively high 

concentration of automotive residual oil (ARO) derived from the use of motor vehicles, 

is solved by bioremediation (BR) to improve with a biostimulation (BS) manifold with 

alkyl benzene sulfonate (ABS), which effectively emulsify the ARA, a ready source of 

O2 (oxygen) or H2O2 and actions of nutritional enrichment of the soil; a mineral solution 

(SM) and Vicia sativa as green manure (AV) concluded with phytoremediation (FR) to 

reduce the maximum allowable concentration of 4,400 ppm level even by NOM-138-

SEMARNAT / SSA1-2012 (NOM-138), and in that soil to plant Lactuca sativa HC 

sensitive biomarker to indicate that it is no longer toxic. About the information in the 

literature is insufficient. The hypothesis of this research was that: the improved soil 

contaminated with 80,000 ppm of ARA with multiple BS with ABS, H2O2, SM and FR 

BR AV conclude with S. vulgare boosted with B. cereus and / or B. cepacia ARA 

decreases below the allowable limit by NOM-138. The objectives of this research were: 

i) a sequential BS contaminated soil ARA 80,000 ppm with ABS, H2O2, SM, AV, and 

ii) the FR of the Sorghum vulgare floor with Bacillus cereus and boosted with 

Burkholderia cepacia, to minimize ARA to below the maximum permissible 

concentration according to NOM-138. The results indicated that the soil BS with ABS 

and H2O2 decreased ARA 80,000 ppm to 7,700 ppm, in 45 days. While the BS with SM 

/ AV ARA decreased to 5,510 ppm in 75 days. Finally, FR S. vulgare enhanced with B. 

cereus / B. cepacia, downplayed the ARA 500 ppm, less than the maximum of the NOM-

138 this suggests that the combination, BS with ABS, H2O2, SM, AV and FR enhanced 

with PGPR allows using biological action in place of chemical free negative side effects. 

 

Keywords: hydrocarbons, solubilization, rizomicroorganismos, mineralization, 

restoration
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1. Introducción y Antecedentes 
 

El aceite residual automotriz (ARA) es una mezcla de hidrocarburos alifáticos, 

aromáticos y otros elementos; producto del ciclo de lubricación de automotores y 

maquinaria industrial, en México se le clasifica como un residuo peligroso según la Ley 

General de Equilibrio Ecológico y Protección al Ambiente (LGEEPA, 2012) por su 

inadecuada disposición final se derrama en suelo (Agarry & Latinwo, 2015; Vaca, Flores, 

Bandala, & Torres, 2013). Por su composición química es tóxico para la vida humana y 

vegetal (O. P. Abioye, Agamuthu, & Abdul, 2012; Agamuthu, Abioye, & Aziz, 2010). 

Cuando se derrama en suelo el ARA forma una película hidrofóbica que impide la 

difusión de agua y el intercambio gaseoso con la atmosfera, afecta la relación C:N, lo que 

inhibe la actividad microbiana encargada de la mineralización de la materia orgánica 

relacionada con los ciclos biogeoquímicos que sustentan la vida, esto reduce su fertilidad 

y en consecuencia una drástica diminución en la producción agrícola (Abdulsalam & 

Omale, 2009; Banks, Kulakow, Schwab, Chen, & Rathbone, 2003). En suelo la 

concentración máxima aceptada es de 4,400 ppm como límite según la NOM-138-

SEMARNAT/SS, 2012 (NOM-138) por lo que es necesario aplicar un método de 

remediación para minimizar su nivel a un valor inferior al señalado por la  NOM-138 y 

mejor aún emplear un bioinidcador para asegurar que el suelo quedo libre de 

contaminación y emplearse para cualesquier fin útil humano o animal (O. P. Abioye et 

al., 2012; Millioli, Servulo, & Sobral, L. G. S., & De Carvalho, 2009; Minoui, Minai-

Tehrani, & Shahriari, 2015). 

 

En suelo contaminado con una concentración relativamente alta de ARA de mayor a 

35,000 ppm, de acuerdo con normas nacionales o internacionales de contaminación 
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ambiental por HC como la United States Environmental Protection Agency (EPA, 1992) 

y con lo reportado en la literatura, lo conveniente es usar remediación química con agentes 

oxidantes nocivos para la salud humana y vegetal como el KMnO4 (permanganato de 

potasio), el NaClO (hipoclorito de sodio), el Cl2 (cloro), el O3 (ozono) y el S2O8
-2 

(persulfato) etc. (Adibarata & Achibana, 2009; Wang et al., 2012) pero es limitado por 

ser costosa y generar una contaminación colateral al ambiente (Dominguez-Rosado & 

Pichtel, 2004; Vallejo, Salgado, & Roldan, 2005). En suelo contaminado con una relativa 

elevada concentración de ARA, una alternativa ecológica y relativamente barata que 

podría evitar el empleo de agentes químicos nocivos, es la biorremediación (BR) por 

bioestimulación (BS) que recomienda el uso de detergentes anionicos como el alquil 

bencen sulfonato (ABS) para facilitar su mineralización (S. E. Agarry & Ogunleye, 2012; 

S. Agarry & Latinwo, 2015), además de una fuente de O2 simple como el H2O2 (peróxido 

de hidrogeno) para la oxidación de los HC del ARA de la fracción de HC alifáticos y 

oxidación parcial de la fracción aromática (Asquith, Geary, Nolan, & Evans, 2012; 

Franzetti, Gandolfi, Bestetti, & Banat, 2010).  

 

Sin embargo se requiere una base mineral adecuada para los microrganismos 

heterotróficos oxidantes de esta mezcla, que en suelo restituya su relación C:N y mejore 

la acción oxidante de la microbiota, con una solución mineral (SM) en balance adecuado 

de los principales compuestos inductores de la actividad microbiana oxidante de los HC 

del ARA y Vicia sativa integrado como abono verde (AV) que suple la demanda de 

nutrientes especialmente de N, P y K que induce una mayor diversidad y densidad 

microbiana nativa aerobia heterotrófica especializada a mineralizar las fracciones de los 

HC del ARA (Abioye, Abdul Aziz, & Agamuthu, 2010; Ighovie, 2012; Osaigbovo, Law-

Ogbomo, & Agele, 2013). En suelo esta fase se disminuye la concentración de ARA para 
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permitir la posterior fitorremediación (FR) con plantas que naturalmente lo toleraren y lo 

degraden con Sorghum vulgare su capacidad y adaptación fisiológica que le permite un 

patrón de crecimiento del sistema radical extenso y fibroso para evitar la fitotoxicidad del 

ARA, potenciado con géneros de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) 

como Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, que estimulan su crecimiento vegetal al 

convertir exudados radicales en fitohormonas y además oxidan algunos HC del ARA 

(Southam, Whitney, & Knickerbocker, 2001; J. C. Tang et al., 2010; Zhao, 2011).  

 

En la literatura se reporta que la BR o la FR de suelo contaminado con ARA se aplican 

como estrategia única e independiente de biorestauración, lo que por lo general solo 

decrece parcialmente su concentración. En contraste cuando la BR y FR se aplican de 

manera secuencial, es posible que se disminuya más rápido y en cantidad mayor que 

cuando solo se emplean independientemente, a un valor inferior al máximo permisible 

por la NOM-138. A pesar de que en la literatura relacionada con remediación de suelo 

contaminado con HC salvo la LGEEPA y la NOM-138 que establece los límites máximos 

permisibles de HC en suelo para la fracción de HC ligera de 200 ppm, la fracción media 

de 1,200 ppm y pesada de 3,000 ppm, en total 4,400 ppm, no existe un consenso sobre 

que concentración es el límite permisible para considerar si está o no remediado como lo 

reportan: Vallejo et al., 2005 que analizaron la BR de un suelo contaminado con 30,000 

ppm de petróleo crudo mediante la BS con fertilizante mineral reportó una diminución a 

17,700 ppm en 28 días, esto indica que el problema de contaminación no se resolvió a un 

nivel máximo permisible por la NOM-138. Al respecto Abdulsalam & Omale., 2009 

reportaron la BR de un suelo contaminado con 40,000 ppm de ARA por BS con 

fertilizante mineral que lo disminuyó a 12,320 ppm luego 42 días, evidentemente la 

estrategia individual de BS fue insuficiente de acuerdo con la NOM-138. Millioli et al., 
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2009 reportaron la BR de un suelo contamindo con 50,000 ppm de petróleo mediante BS 

con una SM y un biosurfactante a base de ramnolípidos y lo redujo a 20,000 ppm, en 45 

días, valor de concentración cinco veces mayor al límite máximo permitido por la NOM-

138. Abioye et al., 2012 reportó la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm y 25,000 

ppm de ARA por BS con composta de residuos de setas y posterior FR con Hibiscus 

cannbinus y lo redujo a 8,225 ppm y 8,475 ppm respectivamente, en 90 días, valores que 

no indican que el problema de contaminación en suelo se resolvió según a la NOM-138. 

En tanto que, Asquith et al., 2012 valoraron la BR de un suelo contaminado con 30,000 

ppm de ARA por BS con detergente Teric® G9A6 al 1% y Phaseolus vulgaris como AV 

al 25%, que lo redujo a 8,400 ppm luego de 102 días, valor que no sostiene que el suelo 

fue recuperado de la contaminación a lo establecido por la NOM-138. Hernández-Espriú 

et al., 2013 analizaron la BR de un suelo contaminado con 32,100 ppm de diesel por BS 

con surfactantes y lo redujo 6,898 ppm con Maranil LAB, mientras que con el detergente 

Texapon 40 lo redujo a 9,222 ppm, con el detergente SDS a 12,798 ppm y con Surfacpol 

G hasta 16,631 ppm, luego de 66 días, todos los valores de concentración aun altos para 

el límite máximo permitido por la NOM-138 

 

Existen numerosos reportes sobre FR forma unilateral y no bilateral con la BR de suelo 

contaminado con mezclas de HC como el ARA, que emplearon plantas no aptas, sin 

potenciar con BPCV; en los resultados se indican que hubo una disminución de la 

concentración de la mezcla de HC, pero que de acuerdo con la NOM-138 el suelo no se 

ha remediado al no reportar una cantidad inferior al límite máximo permisible por esta 

regulación ambiental; como lo señalado por: Merkl et al., 2005, que reportaron la FR de 

un suelo contaminado con 50,000 ppm de petróleo crudo con Brachiaria brizantha que 

lo redujo a 31,000 ppm, mientras que Eleusine indica lo disminuyo a 30,000 ppm en 120 
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días, estos valores no minimizaron los HC del petróleo a un nivel aceptable por la NOM-

138. Así mismo, Shirdam et al., 2008, reportaron la FR de un suelo con 40,000 ppm de 

petróleo crudo con Sorghum vulgare y lo decreció a 9,500 ppm después de 90 días, lo que 

de acuerdo con la NOM-138 indico que en suelo la concentración de petróleo crudo 

remanente aún fue tóxica para ese ambiente. En tanto que Njoku et al., 2009, analizaron 

la FR de un suelo contaminado con 75,000 ppm de petróleo crudo con Glycine max y lo 

disminuyo a 44,000 ppm luego de 105 días, este valor indica que el problema de 

contaminación no se resolvió, acuerdo a lo establecido por la NOM-138. Tanee y 

Akonye., 2009, reportaron la FR de un suelo contaminado por 50,000 ppm de petróleo 

crudo con Vigna unguiculata que disminuyo a 6,000 ppm luego de dos meses, sin 

embargo, la concentración restante de HC no sostiene que la contaminación haya 

decrecido a un nivel aceptable por la norma NOM-138. Mientras que, Agamuthu et al., 

2010, señalaron la FR de un suelo con 25,000 ppm de ARA con Jatropha curcas, y lo 

redujo a 8,175 ppm luego de 180 días, este valor muestra que evidentemente el problema 

de contaminación no se solucionó, a un nivel aceptable por la NOM-138. Por otro lado, 

Zand et al., 2010, reportaron la FR de un suelo contaminado con 40,000 ppm de petróleo 

crudo con Zea mays que disminuyo hasta 17,920 ppm después de 120 días, este valor fue 

insuficiente para señalar que el suelo fue biorecuperado, según la NOM-138. De la misma 

manera que Basumatary et al., 2012, reportaron la FR de un suelo contaminado con 

81,500 ppm de petróleo ligero con Cyperus rotundus y lo redujo a 49,878 ppm luego de 

180 días, valor que indica fue insuficiente para corregir el problema de contaminación 

con base en la NOM-138. Entre tanto, Asiabadi et al., 2014, analizaron la FR de un suelo 

con 75,000 ppm de petróleo con S. bicolor que lo disminuyo hasta 27,000 ppm en 90 días, 

valor que no arreglo el problema de contaminación del suelo a lo establecido NOM-138.  
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Lo anterior señala que es necesario ajustar criterios para definir cuando el empleo de BR 

o FR o ambos han solucionado un problema de contaminación, la información al respecto 

es nula y su concesión es inconsistente con la realidad. Es por ello que un aspecto 

innovador es la BS secuencial de un suelo contaminado 80,000 ppm de ARA con ABS, 

H2O2, SM, AV y su posterior FR con S. vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia. 

Al finalizar la BR de ese suelo sembrar Lactuca sativa sensible a HC un bioindicador de 

que el suelo quedo libre de esta mezcla contaminante (Adam & Duncan, 2003; Minoui et 

al., 2015; Sharifi, Sadeghi, & Akbarpour, 2007). 

 

2. Hipótesis 

 

La BR mejorada de un suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA por BS múltiple con 

ABS, H2O2, SM y AV y con su ulterior FR con S. vulgare potenciado con B. cereus y/o 

B. cepacia, puede disminuir el ARA por debajo del límite máximo permisible por la 

NOM-138. Concluir con la siembra de Lactuca sativa sensible a HC un bioindicador de 

que el suelo quedo biorestaurado y libre de esta mezcla contaminante. 

 

3. Objetivos 
 

i) La BS secuencial de un suelo contaminado 80,000 ppm de ARA con ABS, H2O2, 

SM, AV, y ii) la FR de ese suelo con Sorghum vulgare potenciado con Bacillus cereus 

y Burkholderia cepacia, para minimizar el ARA a concentración inferior a la máxima 

permisible según la NOM-138. 
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4. Material y Métodos 

a) Descripción y montaje del experimento 

 

Esta investigación se realizó en el invernadero del Laboratorio de Microbiología 

Ambiental del Instituto de Investigaciones Químico Biológicas de la UMSNH. En ese 

invernadero las condiciones microclimáticas promedio fueron: temperatura de 23.2°C, 

luminosidad de 450 µmol m-2 s-1 y humedad relativa de 67%. Para este ensayo se usó un 

suelo colectado de un sitio ubicado a los 19º 39’ 27’’ de latitud norte 100º 19’ 59’’ de 

longitud oeste, con una altitud de 1,820 msnm de clima templado en un terreno agrícola 

denominado La Cajita de la Tenencia Zapata de la ciudad de Morelia, sobre el Km 5 de 

la carretera Morelia-Pátzcuaro, Michoacán, México. El suelo se solarizo a 70°C por 48 h 

para minimizar el problema de plagas y enfermedades, posteriormente se tamizó con una 

malla del No. 20. El suelo se contaminó artificialmente con 80,000 ppm de ARA 

proveniente de un taller mecánico diluido con una solución de detergente La Corona® al 

4%. Este detergente, cuyo principio activo es el ABS, modifica su emulsificación para 

facilitar su mineralización sin modificar sustancialmente la composición química del 

ARA (Asquith et al., 2012; Franzetti et al., 2010; Oladapo T. Okareh, 2012). 

 

Después se colocó 1.0 Kg suelo en el contenedor superior de la unidad experimental jarra 

de Leonard (Figura 1); mientras que la SM (o agua) se colocó en el reservorio de la parte 

inferior. Ambas partes se conectaron por una tira de algodón de aproximadamente 20 cm 

de largo, para permitir el movimiento de la SM por capilaridad al suelo según el 

tratamiento especificado en la Tabla 1 del diseño experimental: suelo sin contaminar con 

ARA irrigado únicamente con agua, usado como control absoluto (CA); ese mismo suelo 

sin ARA y alimentado con SM, control relativo (CR); suelo contaminado con ARA sin 
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biorremediar o fitorremediar, control negativo (CN), y suelo impactado con ARA para su 

BR/FR.  

 

Figura 1.  Jarra de Leonard para la fitorremediación de suelo contaminado con aceite 

residual automotriz (García-González et al., 2005). 

 

b) Diseño experimental 

 

Tabla 1. Diseño experimental para analizar la biorremediación de un suelo contaminado 

con 80,000 ppm de aceite residual automotriz por bioestimulación múltiple. 

Suelo tratado con 
Aceite residual 

Automotriz 

Solución 

mineral  

Vicia sativa 

(abono verde) 

Solo agua (Control absoluto)  - -  - 

Sin bio ni fitorremediación (Control negativo) + -  - 

Bioestimulación con ABS y H2O2 +   +*  + 

(+) =agregado (-) =no agregado, *NH4NO3, n=6. 

 

 

Tabla 2. Diseño experimental para analizar la biorremediación de un suelo contaminado 

con aceite residual automotriz vía bioestimulación múltiple y fitorremediación con 

Sorghum vulgare. 

Suelo tratado con  
80,000 ppm de aceite residual 

automotriz 

Fitorremediación con   

Sorghum vulgare 

Solo agua (Control absoluto) - + 

Solución mineral (Control relativo) * - + 

Sin bio ni fitorremediación (Control negativo) + - 

Sorghum vulgare potenciado con   

a)abcBacillus cereus* + + 

b)abcBurkholderia cepacia* + + 

c)abcB. cereus y B. cepacia* + + 

d)cSin B. cereus y B. cepacia + + 
(+) =agregado (-)= no agregado, *NH4SO4; a: etapa de bioestimulación/solución mineral/abono verde, b: etapa fitorremediación, n=6. 
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c) Propiedades fisicoquímicas del suelo   

 

En la Tabla 3 se reportan las propiedades fisicoquímicas del suelo; con base en ello se 

clasificó como franco-arcilloso-arenoso con un pH moderadamente ácido de 6.41, con un 

bajo contenido de materia orgánica de 4.30%; alta capacidad de intercambio catiónico de 

32.45 cmol(+) Kg-1, de textura: arcilla 24%, limo 22% y arena 54% (Basumatary, Saikia, 

& Bordoloi, 2012; Millioli et al., 2009; NOM-021-SEMARNAT-2000, 2002), realizado 

en el Laboratorio de Edafología de la Facultad de Biología de la UMSNH. 

 

Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas iníciales del suelo empleado en este estudio. 

 

Parámetro Valor 

Nitrógeno (g/%) 0.62 

Fósforo (g/%) 0.30 

pH (1:20) 6.41 

Material orgánica (%)* 4.30 

Capacidad de intercambio catiónico (cmol(+) Kg-1)  32.45  

Textura (%) 24(Ac)-22(L)-54(Ar) 

Densidad real (g/cm3) 2.04  

Densidad aparente (g/cm3) 0.96  

Porosidad** (%)  53.74 

Porcentaje de saturación de humedad (%) 38 

Capacidad de campo*** (%) 18.89 

Humedad aprovechable (%) 9.45 
Ar: arena, L: limo, Ac: arcilla, *Para suelos de origen volcánico, **Calculada a partir de Da y Dr; *** Estimada a partir 

de textura, +Reportada para suelos franco-arenoso.NOM-021-RECNAT-2000. 

 

d) Determinación en suelo con aceite residual automotriz de la concentración 

optima de ABS y H2O2 para su bioestimulación. 

Para ello en matraces tipo Bartha de 250 mL se colocaron 100 g de suelo previamente 

pulverizado y secado a 40°C por 24 h. Se prepararon soluciones de detergente comercial 

líquido y sólido: La Corona® al 1.0%, 2.0%, 3.0%, 4.0% (p/v y v/v), cuyo principio 

activo es el ABS, entonces por cada 100 g de suelo se tomó una alícuota de 10.0 mL de 

cada una de las soluciones detergentes referidas y se mezcló con 8.0 mL de ARA, 

volumen suficiente para mantener la humedad del suelo a capacidad de campo y se midió 
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la actividad microbiana por captación de dióxido de carbono (CO2) en álcali (S. E. Agarry 

& Ogunleye, 2012; Asquith et al., 2012; Tsai, Kao, Surampalli, & Chien, 2009).  

 

e) Cuantificación de la producción de CO2 en suelo contaminado con 80,000 ppm 

de aceite residual automotriz bioestimulado con ABS y H2O2. 

La producción de CO2 en suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA se determinó por 

captación de CO2 en álcali. En matraz Bartha con el suelo contaminado con 80,000 ppm 

de ARA, se agregó 10.0 mL de NaOH 0.1 N en el reservorio del matraz y una gota de 

fenolftaleína al 0.1% como indicador de pH. Se tapó la entrada del matraz y los 

reservorios con tapones de hule. El tapón para la boca del matraz tenía una trampa de 

CaCO3 para el CO2 atmosférico. Se tituló con NaOH 0.1 N cada tres días, se sustituyó el 

volumen de NaOH gastado en el reservorio del matraz en la siguiente cuantificación de 

CO2. Se realizaron los cálculos para determinar la cantidad de CO2 desprendido por el 

suelo expresado en mg CO2 100 g-1 de suelo seco (Abioye et al., 2012; Agamuthu et al., 

2010; Margesin, 2000). 

 

f) Biorremediación del suelo con aceite residual automotriz por bioestimulación 

con solución mineral y Vicia sativa (abono verde). 

En la jarra de Leonard, la BR del suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA se aplicó 

la BS primero con una SM con la siguiente composición química (g L-1): NH4NO3, 10; 

K2HPO4, 2.5; KH2PO4, 2.0; MgSO4, 1.0; NaCl, 0.1; CaCl2, 0.1; FeSO4; trazas y 10.0 mL 

L-1 de solución de microelementos (g L-1): H3BO3, 2.86; ZnSO4·7H2O, 0.22; 

MgCl2·7H2O, 1.81, pH 6.8-7.0 (Abdulsalam & Omale, 2009; Vallejo et al., 2005), 

aplicada cada tres días por un mes. Así mismo se adicionaron 5.0 mL de una solución de 

H2O2 comercial al 3.0% por Kg de suelo; luego se cuantificó la concentración del ARA 



11 
 

por Soxhlet y contenido de N total y PO4
-3 soluble, en el Laboratorio de Nutrición y 

Análisis de Alimentos de la FMVZ-UMSNH (Hernández-Espriú, Sánchez-León, 

Martínez-Santos, & Torres, 2013; Merkl, Schultze-kraft, & Infante, 2005). 

 

En la segunda BS del suelo contaminado con ARA se inoculo Vicia sativa con B. cereus 

y/o B. cepacia luego se incorporó como AV. Se tomó una asada del medio de 

conservación con B. cereus en caldo nutritivo con la siguiente composición (g L-1): 

extracto de carne, 3.0; peptona de carne, 5.0, pH ajustado a 7.0 y se pasteurizo en baño 

María a 72.5°C por 12 min y baño de hielo por 5 min. Luego se cultivó en agar nutritivo 

de misma composición y con agar, 18.0 g. En tanto que B. cepacia se cultivó en caldo 

Pseudomonas cepacia ácido azaleico y triptamina (CPCAT) con la siguiente composición 

(g L-1): triptamina, 0.2; ácido azaleico, 2.0; K2HPO4, 4.0; KH2PO4, 4.0; extracto de 

levadura, 0.02; MgSO4, 0.2 y pH 6.7, y se resembro en medio PCAT de misma 

composición y agar, 18.0 g, ambas BPCV se incubaron a 30°C por 72 h. Entonces por 

cada 20 semillas de V. sativa se trataron con 1.0 mL de cada género de BPCV la 

suspensión bacteriana se ajustó a la solución patrón No. 0.5 del nefelómetro de McFarlard 

equivalente a 1.5x108 bacterias y se inocularon B. cereus y B. cepacia en relación 1:1 

(v/v) de cada una a partir de la suspensión bacteriana (García-González et al., 2005). 

Luego se sembraron 6 semillas por jarra de Leonard de V. sativa tratado con las BPCV y 

dejo crecer hasta plántula equivalente a 25 días después de su siembra, se barbecho e 

incorporo al suelo y se dejó mineralizar por 30 días. Al finalizar la BS doble se midió la 

concentración de ARA remanente por Soxhlet, el N total y el PO4
-3 soluble (Romanus, 

Ikechukwu, Patrick, Goddey, & Helen, 2015). 
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g) Fitorremediación del suelo contaminado con aceite residual automotriz con 

Sorghum vulgare potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia.  

Para continuar en este mismo suelo con su FR con S. vulgare potenciado con B. cereus y 

B. cepacia, sus semillas se inocularon de acuerdo al procedimiento previamente descrito 

para V. sativa (Adam & Duncan, 2003; Njoku, Akinola, & Oboh, 2009). Se determinó el 

perfil de sensibilidad de B. cereus y B. cepacia en agar nutritivo con sensidiscos de 

antibióticos para géneros bacterianos Gram positivo y negativos se incubaron a 30°C por 

48 h. Se seleccionó cefalotina (CF) y amikacina (AK) como los antibióticos al cual B. 

cereus y B. cepacia mostraron sensibilidad respectivamente. Para inducir una marca de 

resistencia a CF y AK se cultivaron en caldo nutritivo con 15 μg mL-1 del antibiótico 

referido, cada 24 h se cultivaron en caldo nutritivo con incremento de la concentración de 

este antibiótico, primero de 5 en 5 μg mL-1 y después de 2 en 2 μg mL-1 hasta obtener 

cepas resistentes. Entonces por cada 20 semillas de S. vulgare se trataron con 1.0 mL de 

cada género de BPCV la concentración se ajustó a la solución patrón No. 0.5 del 

nefelómetro de Mc Farlard. Se colectaron 10.0 g de suelo rizosférico de S. vulgare y por 

cuenta viable en placa (CVP) mediante diluciones de 1.0 g de suelo en tubos con solución 

salina al 0.85% estéril de 10-5, 10-6 hasta 10-8, posteriormente se tomaron 0.2 mL y se 

sembró en agar nutritivo con CF y AK, se determinó el crecimiento de B. cereus y B. 

cepacia resistentes a CF y AK respectivamente y el número de UFC g suelo seco-1 

(Ravanbakhsh Shirdam, Zand, Bidhendi, & Mehrdadi, 2008; Tanee & Akonye, 2009).  

Cuando S. vulgare alcanzo el nivel de plántula y floración, en suelo se cuantifico la 

concentración del ARA remanente (Dominguez-Rosado & Pichtel, 2004). Para medir la 

respuesta de S. vulgare se consideró: sus días y porcentaje de germinación, se midió su 

fenotípia: altura de planta (AP) y longitud radical (LR) y biomasa: peso fresco aéreo y 

radical y el peso seco: aéreo y radical (PFA/PFR) / (PSA/PSR) y finalmente en suelo se 
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midió el ARA restante y se cuantifico la concentración de N total y PO4
-3 soluble (Diab, 

2008; Gerhardt, Huang, Glick, & Greenberg, 2009). 

 

h) En suelo cuantificación de la población microbiana heterotrófica oxidante de 

aceite residual automotriz inducida por la bioestimulación múltiple. 

En suelo para la cuantificación de microrganismos heterotróficos oxidantes de ARA se 

empleó la técnica de CVP. Para ello, se pesó 1.0 g de suelo y se colocó en un tubo de 

ensaye con 9.0 mL de solución salina (NaCl 0.85%). Lo anterior constituyo la dilución 

10-1. Se tomo1.0 mL de la dilución anterior y añadió a otro tubo de ensaye con 9 mL de 

solución salina. Esta fue la dilución 10-2. Se repitió la operación anterior para obtener las 

diluciones 10-3, 10-4 y 10-6. Se transfirieron 0.2 mL de la dilución 10-3, 10-4 y 10-6 a una 

caja de Petri con medio de cultivo base ARA de composición (g L-1): peptona de caseína, 

5.0; extracto de levadura, 1.0; H2PO4, 2.5; HPO4, 2.5; MgSO4, 2.5; NaCl, 1.0; solución 

de oligoelementos, 1.0 mL L-1, azul de bromotimol al 0.01%, 5.0 mL, 10.0 mL L-1 de 

ARA emulsificado con ABS al 4% (1:1) (4.0 mL detergente líquido por cada 100 mL de 

ARA); pH 7.0, agar, 18.0; incubación a 30°C por 48 h en triplicado. Luego se 

seleccionaron aquellas placas en donde aparecieron entre 30 y 300 colonias. 

Posteriormente se realizó el cálculo y reporto las UFC g de suelo (Bahadure, Kalia, & 

Chavan, 2013; Van Gestel, Mergaert, Swings, Coosemans, & Ryckeboer, 2003). 

 

i) Análisis estadístico 

Los datos experimentales se analizarán mediante análisis de varianza (ANOVA) y Tukey 

HSD al 0.05% con el paquete estadístico Statgraphics Centurion XVI.I (Hoffman & 

Nelson, 2004; Jasmine & Mukherji, 2014; Osaigbovo et al., 2013). 
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5. Resultados y Discusión 
 

Figura 2. Biorremediación de suelo un contaminado con 80,000 ppm de aceite residual 

automotriz vía bioestimulación con ABS al 4%, H2O2, solución mineral y Vicia sativa 

integrado como abono verde, sobre su concentración después de 45 y 75 días. 

 

En el Figura 2, se reporta la BR del suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA con el 

ABS al 4% y H2O2 y la BS con SM durante los primeros 45 días del ensayo. En suelo la 

concentración inicial de ARA fue de 80,000 ppm, la BS con ABS al 4%, el H2O2 y la SM 

lo disminuyo hasta 7,700 ppm. Mientras que el mismo suelo contaminado con ARA sin 

biorremediar utilizado como CN la atenuación natural no cambio su concentración. Entre 

tanto la concentración de N total aumento de 0.63 g/% a 0.76 g/% y la de PO4
-3 soluble 

disminuyo de 0.30 g/% a 0.16 g/%. Lo anterior sugiere que en suelo la selección de 

detergente como forma de BS aumentó la emulsión del ARA, mejoro la distribución 

homogénea y susceptibilidad al ataque microbiano, además en suelo la oportuna adición 

de H2O2 como fuente alterna de O2 incremento su disponibilidad, lo que aumento y 

acelero la actividad microbiana aerobia que acelero la oxidación de la fracción alifática y 

la aromática sencilla del ARA (Jagtap et al., 2014; T. C. Lin, Pan, & Cheng, 2010; Xu et 
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al., 2014). Mientras que la BS con la SM, las sales minerales equilibraron el desbalance 

nutricional que impide la actividad de mineralización de la microbiota heterotrófica 

aerobia nativa oxidante del ARA (Abid et al., 2014; Efe & Okpali, 2012; Kim, Choi, Sim, 

& Oh, 2005). Al respecto se reporta que en suelo impactado con mezclas de HC alifáticos 

como los del ARA y bioestimulado con nutrientes esenciales, se activa a la población 

aerobia que oxida en orden de complejidad los HC del ARA (P. O. Abioye et al., 2010; 

Agamuthu et al., 2010; Efe & Okpali, 2012).  

 

En la Figura 2, se reporta la BS del suelo contaminado con 7,700 ppm de ARA remanente 

con V. sativa integrado como AV, que lo disminuyo hasta 5,510 ppm, luego de 75 días, 

comparado con el mismo suelo usado como CN sin bioestimular donde la concentración 

del ARA por la atenuación natural no cambio. Lo anterior indica que en suelo V. sativa 

integrado como AV incremento la disponibilidad de compuestos especialmente de N y P, 

que mejoro el equilibrio y condición mineral del suelo, esto observado por el incremento 

de la concentración de N de 0.76 g/% a 0.84 g/% y en la concentración de PO4
-3 aumento 

de 0.16 g/% a 0.20 g/% (Osaigbovo et al., 2013). Se sugiere que en suelo luego de la 

incorporación de V. sativa como AV, incremento la cantidad y disponibilidad de N tanto 

orgánico y como compuestos minerales que enriqueció el suelo para mantener la actividad 

de su microbiata a la mineralización de ambas fracciones del ARA (Caldwell, Tanner, & 

Suflita, 1999; Johannes & Majcherczyk, 2000).  
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Figura 3. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: porcentaje 

de germinación de Sorghum vulgare potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia 

cepacia, para su fitorremediación. 

† En la columna medias seguidas por letras distintas son estadísticamente diferentes (ANOVA, P<0.05, Tukey HSD), n=6. 
 

 

 

En la Figura 3, se muestra en suelo contaminado con 7,700 ppm de ARA, el por ciento 

de germinación de la semilla de S. vulgare potenciado con B. cereus y/o B. cepacia para 

su FR. La semilla de S. vulgare potenciada con B. cereus y la misma semilla de S. vulgare 

potenciada con ambas BPCV sembradas en el suelo contaminado con ARA registraron 

un 100% de germinación, con diferencia estadística comparado con el 92% de 

germinación en ese mismo suelo sin ARA en la semilla de S. vulgare usada como CR a 

su vez sin diferencia estadística comparado con el 88% de germinación de la semilla de 

S. vulgare inoculada solo con B. cepacia. Esto indica que en suelo con 7,700 ppm de ARA 

remanente la semilla de S. vulgare no fue afectada por la toxicidad del ARA, se sugiere 

que la difusión de agua y O2 en la semilla no fue inhibida por la acción hidrófoba del 

ARA (Asiabadi, Mirbagheri, Najafi, & Moatar, 2014; Tanee & Akonye, 2009), se sugiere 

que B. cereus y B. cepacia convirtieron los exudados de la semilla en germinación de S. 
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vulgare en fitohormonas o substancias promotoras de crecimiento vegetal (SPCV) para 

contrarrestar el efecto tóxico del ARA (Magdalene, Ufuoma, & Gloria, 2009; Ogbo, 

Zibigha, & Odogu, 2009). En contraste la semilla de S. vulgare sin las BPCV y sembrada 

en el suelo contaminado con 80,000 ppm de ARA y sin ninguna forma de BS se registró 

un 22% de germinación, se ha reportado que los HC del ARA forman una cubierta 

hidrofóbica en la semilla bloquea la entrada de agua y su respiración lo que inhibe la 

actividad enzimática de asimilación del almidón, lo que retarda o inhibe su germinación 

(Sharifi et al., 2007). 

 

Figura 3a. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: fenología 

de Sorghum vulgare a plántula potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 

Así mismo, en la Figura 3a se reporta la tolerancia a la toxicidad del ARA remanente,  el 

S. vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia registro una AP de 36.32 cm, valor con 

diferencia estadística comparado con los 29.06 cm de AP del S. vulgare potenciado solo 

con B. cepacia y con los 24.62 cm de AP de S. vulgare potenciado individualmente con 
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B. cereus, ambos valores numéricos estadísticamente diferentes comparados con la AP 

de 18.82 cm de S. vulgare en suelo sin contaminar con ARA empleado como CR y los 

16.42 cm de AP de S. vulgare en suelo sin ARA e irrigado solo con agua o CA. Lo anterior 

sugiere que el efecto rizosférico de S. vulgare y la promoción de crecimiento vegetal de 

B. cereus y B. cepacia aumentaron la síntesis de fitohormonas o SPCV a partir de sus 

exudados radicales y potenciaron su tolerancia a la fitotoxicidad del ARA (). Mientras 

que en suelo con ARA el S. vulgare inoculado con ambas BPCV reportó la mayor LR de 

21.06 cm, valor estadísticamente diferente comparado con los 13.60 cm de longitud 

radical de S. vulgare potenciado solo con B. cepacia a su vez estadísticamente diferente 

comparado con los 9.25 cm de LR de S. vulgare potenciado individualmente con B. 

cereus, estos valores numéricos estadísticamente diferentes comparados los 9.70 cm y 

5.06 cm de LR de S. vulgare crecido en suelo sin ARA empleado como CA y CR 

respectivamente, lo anterior sugiere que en suelo B. cereus y B. cepacia por síntesis de 

fitohormonas o SPCV a partir de exudados radicales aumentaron en S. vulgare su LR y 

mejoro así su tolerancia a la toxicidad del ARA y capacidad de penetración al suelo con 

ARA (García, Ferrera, Almaráz, Rodríguez, & García, 2013; Quiñones-Aguilar et al., 

2003). 
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Figura 3b. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: biomasa 

de Sorghum vulgare a plántula potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 

Durante la FR del suelo el mayor PFA fue 0.339 g de S. vulgare potenciado con ambas 

BPCV (Figura 3b), valor estadísticamente diferente comparado con el PFA de 0.197 g de 

S. vulgare inoculado con individualmente B. cepacia y con los 0.151 cm de S. vulgare 

tratado solo con B. cereus, lo anterior sugiere que ambas BPCV y microorganismos 

rizosféricos juegan un papel importante para potenciar la tolerancia y asimilación de S. 

vulgare y disminuir su sensibilidad a los HC recalcitrantes del ARA y enzimas de S. 

vulgare relacionadas con el metabolismo de la lignina que mineraliza las fracciones 

aromáticas del ARA más toxicas, estos valores con diferencia estadística comparada con 

el valor del PFA de 0.057 g de S. vulgare empleado como CA crecido en suelo sin ARA, 

valores estadísticamente diferentes comparados con 0.065 g de PFA de S. vulgare referido 

como CR en suelo sin ARA y alimentado con el fertilizante mineral (Huang, El-Alawi, 

Penrose, Glick, & Greenberg, 2004; Ismail, Ijah, Riskuwa, Allamin, & Isah, 2014). 
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Mientras que en el mayor PFR fue 0.180 g de S. vulgare potenciado con ambas BPCV, 

valor estadísticamente diferente comparado con el PFR de 0.087 g de S. vulgare inoculado 

con individualmente B. cepacia y con los 0.064 g de S. vulgare tratado solo con B. cereus. 

Lo anterior sugiere que, en ese suelo contaminado con ARA, fitorremediado con S. 

vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia, hubo una conversión de sus exudados 

radicales en SPCV que favorecieron el incremento de su PFR y al mismo tiempo la 

mineralización del ARA (Baruah, Baruah, & Deka, 2013; Peng, Zhou, Cai, & Zhang, 

2009),  estos valores numéricos sin diferencia estadística comparada con el valor del PFR 

de 0.055 g de S. vulgare empleado como CA crecido en suelo sin ARA, pero valores 

estadísticamente diferentes comparados con los 0.026 g de PFR de S. vulgare referido 

como CR en suelo sin ARA y alimentado con la SM.  

 

Figura 3c. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: biomasa 

de Sorghum vulgare a plántula potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 
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En la Figura 3c se muestra que, en suelo con ARA, el PSA de 0.062 g de S. vulgare 

potenciado con ambos géneros de BPCV valor estadísticamente diferente comparado con 

el PSA de 0.040 g de S. vulgare potenciado solo con B. cepacia y con los 0.037 g de PSA 

de S. vulgare potenciado con B. cereus ambos valores con diferencia estadística 

comparados con el PSA de 0.015 g y 0.011 g de S. vulgare usado como CR y CA 

respectivamente. Se sugiere que en S. vulgare la actividad promotora de crecimiento 

vegetal de B. cereus y B. cepacia a partir de los exudados radicales de S. vulgare 

aumentaron la síntesis de fitohormonas o SPCV, además de mejorar la tolerancia de S. 

vulgare a la fitotoxicidad del ARA y al mismo tiempo incrementaron la actividad de 

radical de absorción mineral al estrés causado por la contaminación del ARA en suelo (R 

Shirdam, Zand, Nabibidhendi, & Mehrdadi, 2009; Ravanbakhsh Shirdam et al., 2008) 

 

Mientras que en el mayor PSR fue 0.058 g de S. vulgare potenciado con ambas BPCV, 

valor estadísticamente diferente comparado con el PSR de 0.036 g de S. vulgare inoculado 

con individualmente B. cepacia y con los 0.029 g de S. vulgare tratado solo con B. cereus, 

este valor sin diferencia estadística comparada con el valor del PSR de 0.023 g de S. 

vulgare empleado como CA crecido en suelo sin ARA, valores estadísticamente 

diferentes  comparados con 0.019 g de PSR de S. vulgare referido como CR en suelo sin 

ARA y alimentado con el fertilizante mineral, lo anterior sugiere que en el suelo 

contaminado con ARA, S. vulgare desarrolló más raíces secundarias para incrementar la 

absorción de minerales y facilitar la difusión del agua y el O2 en el suelo (Iwamoto & 

Nasu, 2001; Lee, Kang, & Cho, 2011). Se reporta que durante la fitodegradación de HC 

aromáticos del ARA, se inducen enzimas relacionadas con el anabolismo y catabolismo 

de lignina como la lacasa para su crecimiento y que disminuyen la fitotoxicidad del ARA 

al romper anillos aromáticos para que posteriormente sean mineralizados por B. cereus y 
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B. cepacia y por los microorganismos heterotróficos aerobios del suelo (Jagtap et al., 

2014; Johannes & Majcherczyk, 2000).  

 

Tabla. En suelo cuantificación de la población microbiana heterotrófica oxidante de 

aceite residual automotriz inducida por la bioestimulación con el ABS al 4%, H2O2 

solución mineral y Vicia sativa o abono verde. 

 

Suelo tratado con 

UFC g de suelo seco-1 

0 días 45 días 75 días 

Irrigado solo con agua (Control absoluto) 25.5x106±1.64b† 100.5x106±1.58b 158.5x106±1.46b 

Solo con aceite residual automotriz 

(Control negativo) 
24.5x106±2.91b 93x106±1.57c 45.3x106±2.19c 

Suelo contaminado con aceite residual 

automotriz y bioestimulado con 

Inicial 

Detergente liquido La 

Corona® al 4%, H2O2 y 

solución mineral 

Segunda y secuencial 

bioestimulación con Vicia 

sativa (abono verde) 

55.5x106±4.45a 162x106±0.20a 211x106±0.20a 

† En la columna medias seguidas por letras distintas son estadísticamente diferentes (ANOVA, P<0.05, Tukey HSD) (-) no evaluado, 

n=6. 
 

En la Tabla 7 se reporta en suelo la cuantificación de la población microbiana 

heterotrófica aerobia y oxidante de ARA inducida por los factores; el ABS al 4%, el H2O2, 

la SM y el AV. Durante los primeros 45 días, lo cual se reflejó en el incremento de su 

densidad microbiana de 55.5x106 a 162x106 UFC g-1 de suelo seco, cuando el mismo 

suelo con la segunda BS con V. sativa (AV) la población microbiana heterotrófica aerobia 

oxidante de ARA aumentó a 211x106 UFC g-1, luego de 75 días, esto sugiere que la mayor 

disponibilidad de nutrientes esenciales de N y P influyeron positivamente en la actividad 

de esa población para oxidar los HC del ARA (Popoviciu & Bercu, 2014). Estos valores 

con diferencia estadística comparado con el mismo suelo sin contaminar con ARA usado 

como CA que se registró un incremento de 25.5x106 hasta 158.5x106 UFC g-1 en los 75 

días, y ese mismo suelo contaminado con ARA usado como CN se reportaron 45.3x106 

UFC g-1, se sugiere que en suelo la alta concentración de ARA y el desequilibrio mineral, 

la atenuación es insuficiente para permitir una diversidad microbiana oxidante de HC 
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(Margesin, 2000; Radwan, Al-Awadhi, Sorkhoh, & El-Nemr, 1998; J. Tang, Wang, Niu, 

& Zhou, 2010; Wang et al., 2012). 

 

Tabla 8. Fitorremediación del suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual 

automotriz remanente, con Sorghum vulgare potenciado con Bacillus cereus y 

Burkholderia cepacia a nivel de plántula y a 60 días de su crecimiento. 

 

En la Tabla 8 muestra la FR del suelo contaminado con 5,510 ppm de ARA con S. vulgare 

a los 60 días de crecimiento, donde el ARA se redujo de 5,510 ppm hasta 1,440 ppm en 

especial cuando S. vulgare se potencio con B. cereus; en tanto cuando en ese mismo suelo 

S. vulgare se trató con B. cepacia el ARA disminuyo hasta 2,030 ppm, mientras que en 

ese suelo fitorremediado con S. vulgare inoculado con ambas de BPCV, el ARA decreció 

de 5,510 ppm a 1,540 ppm comparado con el mismo suelo sin fitorremediar usado como 

el CN sin cambio en la concentración de ARA y en ese suelo con 80,000 ppm de ARA 

sembrado con S. vulgare sin inocular las BPCV murió, y ahí la concentración de ARA no 

cambio. Lo anterior sugiere que en suelo contaminado con ARA la FR con S. vulgare, la 

promoción de crecimiento y la capacidad de mineralización de ARA de B. cereus y B. 

cepacia fue determinante en la reducción del ARA y potenciar la tolerancia S. vulgare a 

los HC para luego eliminarlos (Escalante-Espinosa, Gallegos-Martínez, Favela-Torres, & 

Gutiérrez-Rojas, 2005; Nwoko, Okeke, Agwu, & Akpan, 2007; Rezek, in der Wiesche, 

Mackova, Zadrazil, & Macek, 2008). Además, esto indica que tanto los compuestos de N 

y P son determinantes para la suplir la demanda nutricional microbiana del suelo y fue 

suficiente para la demanda mineral de S. vulgare necesaria para un crecimiento sano y 

que además en suelo elimino la toxicidad del ARA (Bech, Abreu, Pérez-Sirvent, & 

Poschenrieder, 2012; Olson et al., 2003). 
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Figura 4. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: fenología 

de Sorghum vulgare a floración potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 

† En la columna medias seguidas por letras distintas son estadísticamente diferentes (ANOVA, P<0.05, Tukey HSD), n=6. 

 

En la Figura 4, se reporta en suelo contaminado con 5,510 ppm de ARA remanente, la 

fenología y biomasa de S. vulgare potenciado con B. cereus y/o B. cepacia para su FR a 

nivel de floración. El S. vulgare potenciado con ambos géneros de BPCV registro la 

mayor AP de 102.92 cm, valor con diferencia estadística comparado con los 84.06 cm de 

AP del S. vulgare potenciado solo con B. cepacia y con los 82.76 cm de AP de S. vulgare 

potenciado individualmente con B. cereus, ambos valores numéricos sin diferencia 

estadística comparados con la AP de 77.6 cm de S. vulgare en suelo sin contaminar con 

ARA empleado como CR. Lo anterior sugiere que en suelo el efecto rizosférico de S. 

vulgare y la promoción de crecimiento vegetal de B. cereus y B. cepacia aumentaron la 

síntesis de fitohormonas a partir de sus exudados radicales y potenciaron su crecimiento, 

a este nivel de concentración de ARA ya no fue tóxico para su crecimiento (Cheema et 

al., 2010; Kechavarzi, Pettersson, Leeds-Harrison, Ritchie, & Ledin, 2007; Uwaila, 
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2013). Mientras que en ese mismo suelo con ARA el S. vulgare inoculado con ambas 

BPCV reportó la mayor LR de 58.40 cm, valor estadísticamente diferente comparado con 

los 43.72 cm de LR de S. vulgare potenciado e con B. cereus y con los 27.55 cm de LR 

de S. vulgare potenciado solo con B. cepacia a su vez sin diferencia estadística 

comparados los 28 cm y 34.10 cm de LR de S. vulgare crecido en suelo sin ARA 

empleado como CA y CR respectivamente, lo anterior sugiere que el suelo el ARA ya no 

es tóxico, además B. cereus y B. cepacia por síntesis de fitohormonas o SPCV a partir de 

sus exudados radicales aumentaron en S. vulgare su LR y mejoró su capacidad de 

penetración y exploración al suelo con ARA (Banks et al., 2003; Quiñones-Aguilar et al., 

2003). 

 

Figura 4b. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: biomasa 

de Sorghum vulgare a floración potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 
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Durante la FR del suelo el mayor PFA fue 18.30 g de S. vulgare potenciado con ambas 

BPCV (Figura 4b), valor estadísticamente diferente comparado con el PFA de 7.48 g de 

S. vulgare inoculado con individualmente B. cepacia y con los 14.21 cm de S. vulgare 

tratado solo con B. cereus, lo anterior sugiere que ambas BPCV y microorganismos 

rizosféricos juegan un papel importante para potenciar la tolerancia y asimilación de S. 

vulgare y disminuir su sensibilidad a los HC recalcitrantes del ARA y enzimas de S. 

vulgare relacionadas con el metabolismo de la lignina que mineraliza las fracciones 

aromáticas del ARA más tóxicas, estos valores con diferencia estadística comparada con 

el valor del PFA de 5.37 g de S. vulgare empleado como CA crecido en suelo sin ARA, 

valores estadísticamente diferentes comparados con 11.16 g de PFA de S. vulgare referido 

como CR en suelo sin ARA y alimentado con la SM en balance (Abid et al., 2014).  

 

Mientras que en el mayor valor de PFR fue 10.85 g de S. vulgare potenciado con ambas 

BPCV, valor estadísticamente diferente comparado con el PFR de 5.18 g de S. vulgare 

inoculado con individualmente B. cepacia y con los 3.51 g de S. vulgare tratado solo con 

B. cereus. Lo anterior sugiere que, en ese suelo contaminado con ARA, fitorremediado 

con S. vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia, hubo una conversión de sus 

exudados radicales en fitohormonas que favorecieron el incremento de su PFR y al mismo 

tiempo la mineralización del ARA a un nivel no tóxico para su crecimiento (Baruah et 

al., 2013),  estos valores numéricos con diferencia estadística comparada con el valor del 

PFR de 1.94 g de S. vulgare empleado como CA crecido en suelo sin contaminar con 

ARA y con los 1.95 g de PFR de S. vulgare referido como CR en suelo sin ARA y 

alimentado con la SM (Mandri & Lin, 2007).  
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Figura 4c. En suelo contaminado con 5,510 ppm de aceite residual automotriz: biomasa 

de Sorghum vulgare a floración potenciado con Bacillus cereus y Burkholderia cepacia, 

para su fitorremediación. 

En suelo con ARA (Figura 4c), el PSA de 5.63 g de S. vulgare potenciado con ambos 

géneros de BPCV valor sin diferencia estadística comparado con los 4.34 g de PSA de S. 

vulgare potenciado con B. cereus a su vez este valor sin diferencia estadística comparado 

con el PSA de 3.05 g de S. vulgare potenciado solo con B. cepacia este valor sin diferencia 

estadística comparado con el PSA de 2.32 g de S. vulgare usado como CR, en suelo sin 

ARA. Se sugiere que en S. vulgare la actividad promotora de crecimiento vegetal de B. 

cereus y B. cepacia a partir de los exudados radicales de S. vulgare aumentaron la síntesis 

de fitohormonas o SPCV, además de mejorar la tolerancia de S. vulgare a la fitotoxicidad 

del ARA y al mismo tiempo incrementaron la actividad de radical de absorción mineral 

al estrés causado por la contaminación del ARA en suelo (Alrumman, Standing, & Paton, 

2015; Andreolli et al., 2013; Q. Lin & Mendelssohn, 2009). 

 

Mientras que en el mayor PSR fue 2.52 g de S. vulgare potenciado con ambas BPCV, 

valor estadísticamente diferente comparado con los 1.25 g de S. vulgare tratado solo con 
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B. cereus y diferente comparado con el PSR de 0.84 g de S. vulgare potenciado con 

individualmente B. cepacia. Lo anterior sugiere que en el suelo el nivel de concentración 

de ARA según la NOM-138 ya fue tóxico, en ese sentido S. vulgare desarrolló más raíces 

secundarias para incrementar la absorción mineral y facilitar la difusión del agua y el O2 

al suelo (Almansoory, Idris, Abdullah, & Anuar, 2014; White, Wolf, Thoma, & Reynolds, 

2006), este valor sin diferencia estadística comparado con el valor del PSR de 0.40 g de 

S. vulgare empleado como CA crecido en suelo sin ARA y con los 0.63 g de PSR de S. 

vulgare usado como el CR en suelo sin ARA y alimentado con la SM. Se reporta que 

durante la fitodegradación de HC aromáticos del ARA, se inducen enzimas relacionadas 

con el metabolismo de lignina para en su crecimiento y que disminuyen la fitotoxicidad 

del ARA para que posteriormente sean mineralizados por B. cereus y B. cepacia y por los 

microorganismos heterotróficos aerobios del suelo, lo que aumenta la capacidad de FR 

de S. vulgare que logro un crecimiento igual o mejor que el de S. vulgare cultivado en 

suelo sin contaminar con ARA usado  como CA y CR (Kim et al., 2005; Radwan et al., 

1998). 

 

Tabla 10. Fitorremediación del suelo contaminado con de aceite residual automotriz 

remanente a la segunda bioestimulación con Vicia sativa como abono verde, con Sorghum 

vulgare a floración. 

† En la columna medias seguidas por letras distintas son estadísticamente diferentes (ANOVA, P<0.05, Tukey HSD) (-) sin 

crecimiento, n=6. £ valor por debajo del límite máximo permisible por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. 

Suelo tratado con* 
Aceite residual automotriz 

remanente (ppm) 

Nitrógeno  

(g/%)       

Fosforo  

(g/%) 

Irrigado solo con agua (Control absoluto)  0,00 0.82±0.2 0.22±0.1 

 Solo con aceite residual automotriz 

(Control negativo) 
80,000±0.4†   

S. vulgare a floración inoculado con* 

a) Bacillus cereus 700±0.1£  
b) Burkholderia cepacia 1,700±0.4£ 

c) B. cereus y B. cepacia 500±0.3£ 

d) Sin B. cereus y B. cepacia 80,000±0.4 

https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0CDUQFjAE&url=http://www.boletinagrario.com/d1321,norma-oficial-mexicana-nom-138-semarnatssa1-2012-limites-maximos-permisibles-hidrocarburos-suelos.html&ei=K_YtVJSa


29 
 

 

Luego de 90 días en suelo el ARA se redujo hasta 700 ppm cuando S. vulgare potenciado 

con B. cereus; en ese mismo suelo S. vulgare potenciado con B. cepacia; el ARA 

disminuyo hasta 1,700 ppm, mientras que en el mismo suelo fitorremediado con S. 

vulgare potenciado con ambas BPCV, el ARA decreció a 500 ppm; valor inferior al total 

máximo permisible por la NOM-138 en cuyo caso se considera remediado, en 

comparación con el mismo suelo con 80,000 ppm de ARA sin fitorremediar referido 

como CN, sin cambio en la concentración de ARA y con el mismo suelo con 80,000 ppm 

de ARA fitorremediado con S. vulgare sin inocular las BPCV, que murió, ahí la 

concentración de ARA no cambio por efecto de la atenuación natural (Corona-Ramírez 

& Iturbe-Argüelles, 2005; Lee et al., 2011; Thangarajan, Adetutu, Moore, Ogunbanwo, 

& Ball, 2011). Lo anterior sugiere que en suelo contaminado con ARA la combinación 

de la FR con S. vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia que promovieron su 

crecimiento y potencializaron la mineralización de ARA (Izinyon & Seghosime, 2013); 

lo que fue determinante en su reducción a una concentración de HC menor la máxima 

permisible por la NOM-138. 

6. Conclusión 

La BR de un suelo contaminado con relativamente alta concentración de 80,000 ppm de 

ARA, fue mejorada y acelerada mediante su BS con ABS, H2O2, con SM y V. sativa como 

AV y facilitó la FR con S. vulgare potenciado con B. cereus y B. cepacia. La combinación 

de estas estrategias fue útil para reducir la concentración final de ARA por debajo del 

máximo establecido por la NOM-138 SEMARNAT/ISS-2003 de 4,400 ppm. Además, el 

crecimiento de Lactuca sativa bioindicador de la desaparición del ARA indico que el 

suelo quedo biorestaurado. 
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8. Anexos 

 

Cuadro 1. Perfil de sensibilidad para el marcaje de Bacilllus cereus como referencia en la 

dinámica de colonización de la rizósfera de Sorgum vulgare para fitorremediación de 

suelo con aceite residual automotriz. 

Antibiótico Concentración (µg) Sensibilidad  Bacilllus cereus 

Pefloxacina (PEF) 5 S 

Cefuroxima (CXM) 30 R 

Gentamicina (GE) 10 S 

Cefotaxima (CTX) 30 R 

Trimetoprim-sulfametoxasol (SXT) 25 S 

Tetracilcina (TE) 30 S 

Ampicilina (AM) 10 R 

Eritromicina (E) 15 S 

Ceftazidima (CAZ) 30 R 

Cefalotina (CF) 30 S 

Penicilina (PE) 10 U R 

Dicloxacilina (DC) 1 R 
R: resistente; S: sensible. 

Cuadro 2. Perfil de sensibilidad para el marcaje de Burkholderia cepacia como referencia 

en la dinámica de colonización de la rizósfera de Sorgum vulgare para fitorremediación 

de suelo con aceite residual automotriz. 

Antibiótico Concentración (µg) Sensibilidad Burkholderia cepacia 

Amikacina (AK) 30 S 

Ampicilina (AM) 10 R 

Carbenicilina (CB) 100 R 

Cefalotina (CF) 30 S 

Cefotaxima (CTX) 30 S 

Ceftriaxona (CRO) 30 S 

Cloranfenicol (CL) 30 S 

Gentamicina (GE) 10 S 

Netilmicina (NET) 30 S 

Nitrofurantoina (NF) 300 S 

Pefloxacina (PEF) 5 S 

Trimetoprim-sulfametoxasol (SXT) 25 S 
R: resistente; S: sensible. 

resultado de los análisis de los aislamientos de “Burkholderia cepacea” y “Bacillus 

cereus” recibidos en el Laboratorio de Bacteriología para corroborar su identificación. 

 

Las muestras recibidas se sembraron por estría cruzada en medios PDA, BK y LB, se 

observaron a las 24 hr y para la identificación bioquímica de las bacterias desarrolladas 

se empleó el Sistema de identificación BIOLOG GENIII. Se preparó una suspensión 

bacteriana de las cepas 1 y 2, al 85% de transmitancia empleando el fluido de inoculación 

IFA posteriormente la placa fue incubada a 28°C por 24 hrs. Las pruebas se realizaron 

por duplicado.Cada una de las placas se evaluaron y se registró la reacción de color que 
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nos indica el empleo de los sustratos para cada una de las cepas. Posteriormente se 

capturaron los resultados en la base de datos, obteniendo los siguientes resultados: 

 

Fig. 2: Identificación bioquímica de la cepa 2 (“Bacillus cereus”). Dando como resultado 

B. cereus 

 

 

Para la caracterización molecular se realizó extracción de DNA de las cepas 1 y 2, empleando el 

protocolo de CTAB modificado. Posteriormente se evaluó la calidad y concentración de DNA por 

espectrofotometría. Se amplificó el gen 16s DNA ribosomal empleando los iniciadores 8f y 1492. 

Posteriormente este fragmento fue enviado a secuenciar. A continuación, se muestra la secuencia 

del gen 16S y la inferencia Filogenética.  

>cepa2.Contig 

TGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA

CACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT

AATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGAC

CCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGAC

CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG

GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCAC

CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

AGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCT

GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG

AAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCC
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GCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG

AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC

AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCT

TCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT

AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGG

TGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG

ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAG

CTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGG

AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC

GCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC 

 

 

Arreglo filogenético del gene 16S DNA ribosimal de la cepa 2 está estrechamente 

relacionada con Bacillus cereus. 

 

 

 

 

 AE016877.Bacillus.cereusATCC14579

 cepa2.Contig-0

 D16281.Bacillus.thuringiensis.16S.IAM12077

 AJ310100.Bacillus.toyonensis.16S.CNCM I-1012/NCIB.40112

 AB190217.Bacillus.anthracis.16S.ATCC14578

 AM982516.Bacillus.halochares.partial.16S.MSS4

 cepa1.Contig

0.02


