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Resumen
La contaminacion de suelo por 60,000 ppm de aceite residual automotriz (ARA) es

un residuo peligroso (LEGEEPA, 2004) y excede la maxima concentracion de 4,400
ppm segun la NOM-138-SEMARNAT-SSAI-2012 (NOM-138). Una alternativa
solucion es la bioestimulacion (BIS) y fitorremediacion (FITO). La hipotesis de la
investigacion fue que la BIS del suelo con 60,000 ppm de ARA con detergente
(DEGE), H202, extracto fungico crudo (EFUC), soluciéon mineral (SOMI), PO%
(fosfatos) solubles y control de humedad a 80%, seguida de FITO por Sorghum.
vulgare mediante Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger reducirq el ARA a
valor menor al maximo aceptado por la NOM-138. Los objetivos fueron: a) La BIS
de suelo con 60,000 ppm de ARA, con DEGE, H202, EFUC, SOMI, PO=4 soluble,
control de humedad al 80%. b) Identificacion de poblaciones bacterianas
productoras de DEGE de suelo con ARA. c) FITO por S. vulgare con P.
chrysogenum y A. niger para reducir el ARA a valor menor al maximo aceptado por
la NOM-138. El suelo con ARA se bioestimulo y fitorrremedio, el ARA remanente se
midio por Soxhlet, se seleccionaron poblaciones bacterianas productoras de
detergente en suelo con ARA y determinacion de la fenologia y biomasa del S.
vulgare en la FITO. Resultados mostraron que la BIS de suelo con 60,000 ppm de
ARA/8 semanas lo disminuy6 32,700 ppm. Se identificaron actinomicetos, firmicutes
y proteobacterias productores de DEGE y la FITO mediante S. vulgare con A. niger
y P. chrysogenum lo redujo de 32,700 ppm a 2,649 ppm valor menor al maximo
sefalado por la NOM-138. Esto demuestra que la integracion de BIS y FITO en
suelo con relativa alta concentracién de ARA fue efectiva para remediarlo.

Palabras clave: detergente, solucion mineral, extracto fungico, S. vulgare., A.niger



Abstract
Soil contaminated with 60,000 ppm of waste motor oil(WMO) is a hazardous waste

(LEGEEPA, 2004) and exceeds the maximum concentration of 4,400 ppm according
to NOM-138-SEMARNAT-SSAI-2012 (NOM-138) An alternative solution is the
biostimulation (BIS) and phytoremediation (PHYTO). The hypothesis of the study
was BIS of contaminated soil by 60,000 ppm of WMO with detergent (DEGE), H202,
fungal extract crude (FUEX), mineral solution (MISO), soluble concentration of PO=4
(phosphates) and humidity control at 80% and FITO using Sorghum vulgare
inoculated with P. chrysogenum y A. niger at value below the maximum permitted
by NOM-138. The aims of the work were: a) BIS of contaminated soil by 60,000 ppm
of WMO with DEGE, H202, FUEX, MISO, soluble concentration of PO=4 and humidity
control at 80%. b) Identification of bacterial populations producing DEGE from soil
with ARA. ¢) PHYTO using S. vulgare with P. chrysogenum and A. niger at value
below the maximum permitted by NOM-138. The soil contaminated with WMO was
treated by BIS and FITO, the residual WMO was quantified by Soxhlet, they were
selected DEGE-producing bacterial populations in soil with WMO, phenology and
biomass of S. vulgare were determined during PHYTO. Results showed that the BIS
of soil which contains 60,000 ppm of WMO/8 weeks decreased to 32,700 ppm.
Actinomycetes, firmicutes and proteobacteria DEGE-producing were identified. The
subsequent PHYTO using S. vulgare with A. niger y P. chrysogenum decreased to
2,649 ppm value below the maximum permitted by NOM-138-SEMARNAT/SSA1-
2012. This shows that the integration of the BIS and PHYTO of soil with relative high
concentration of WMO is an effective remediation alternative.

Keys words: mineral solution, detergent, H202, fungal extract, S. vulgare.
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1. Introduccién y antecedentes

El ARA es un residuo peligroso porque contamina el ambiente (Rosales, 2008) de
acuerdo con la Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente
(LGEEPA, 2008) y que es un riesgo para la salud humana. El suelo contaminado
con 60,000 ppm de aceite residual automotriz (ARA) es una concentracion
relativamente alta de hidrocarburos (HICO) de acuerdo al limite méximo permisible
por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2003 de 4,400 ppm (NOM-138). El ARA es
mezcla de moléculas insolubles de HICO alifaticos de cadenas de entre C11-C20y
de C20-C35, al igual que de aromaticos, policiclicos, halogenados, (Garcia, 2007) y
aditivos (Tabla 1). EI ARA se genera en los talleres mecanicos y en la maquinaria
agricola, cuando es vertido al suelo forma una pelicula en la superficie que impide
el intercambio de O2 (oxigeno) e inhibe los ciclos biogeoquimicos que sustentan la
vida, asi como la difusién de agua y Oz (Larenas & de Viana, 2005). Lo anterior limita
la produccién agricola (Pardo et al., 2004) ademas en suelo se infiltra hacia el agua

subterrdnea y la contamina (Rosales, 2008; Cando, 2011).

Algunas alternativas de solucién son, a concentraciones mayores de 50,000 ppm
métodos quimicos de remediacién (Delgadillo-Lopez et al., 2011) con la desventaja
de que generan residuos también contaminantes y de alto costo. Cuando la
concentracion de ARA fluctia entre 10,000 y 50,000 ppm se han empleado
bioldgicos como la bioestimulacion (BIS) que explota el potencial microbiano nativo

con minerales basicos de N (nitrégeno) y P (fosforo) que estimulan la mineralizacion
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los HICO del ARA. La BIS requiere de diversas acciones para reducir el ARA a

valores inferiores al maximo permisible por la NOM-138:

1) En suelo la emulsificacibn del ARA con detergente, pues la mezcla es
insoluble. El detergente los solubiliza y permite que los microorganismos los
mineralicen.

2) En suelo la adicion de una fuente de Oz como el H202 a baja concentracion
para la oxidacion de los HICO del ARA (Pardo et al., 2004).

3) Adicion en el suelo de extracto fungico crudo (EFUC) con lacasa de
Penicillium chrysogenum (Benitez, 2015) que degrada los HICO aromaticos.

4) El enriquecimiento en suelo con solucibn mineral (SOMI) para la
mineralizacion de los HICO (Pinto et al., 2006) y para el restablecimiento del
equilibrio C-N, causada por el exceso de ARA.

5) Asegurar el control de la humedad del suelo a 80% de la capacidad de campo

para facilitar la aereacién y la oxidaciéon del ARA.

En suelo los puntos anteriores son esenciales para hacer eficiente la BIS de
suelo con 60,000 ppm de ARA, a esa alta concentracion y acelerar la
fitorremediacion (FITO) mediante Sorghum vulgare inoculado con Aspergillus
niger y Penicillium chrysogenum, microorganismos promotores de crecimiento
vegetal que en sus raices mineralizan los HICO complejos del ARA (Garcia,

2007).
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Tabla 1. Principales componentes de los aceites residuales.

Composicion promedio de un aceite residual

Hidrocarburos totales (85-75%)

Alcanos 45-76
Ciclo alcanos 13-45
Aromaticos 10-30

Aditivos (15-25%)

Antioxidantes Ditiofosfatos, fenoles, aminas
Detergentes Sulfonatos, felonatos, fosfonatos
Anticorrosivos Ditiofosfatos de zinc y bario, sulfonatos
Antiespumantes Siliconas, polimeros sintéticos.

Rosales, 2008

Existen escasas investigaciones que emplean BIS o FITO de suelos contaminados
con HICO por detergentes para su reduccién como Unica estrategia, pero solo lo
decrecen parcialmente sin tomar en cuenta que es insuficiente por si solo para
eliminarlo por debajo de los 4400 ppm que es el limite maximo permisible de HICO

en suelos sefialado por la NOM-138 tal como lo reportan:

Merkl et al., 2005, reportaron la FITO de un suelo contaminado con 50,000 ppm de
petréleo por Brachiaria brizantha que lo redujo a 31,000 ppm, por su parte Eleusine
indica lo disminuyé a 30,000 ppm después del20 dias, valores que no se

encuentran por debajo del limite maximo de acuerdo a la NOM-138.
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Mancera-Lopez et al., 2008, bioestimularon un suelo contaminado con 60,600 ppm
de HICO totales del petrdleo, por BIS con bagazo de cafia y SOMI que contenia:
MgSO4, CaClz 2H20, FeCls 6H20, NH42SO4 y KH2PO4 durante 35 dias. Los
resultados mostraron que la BIS de suelo redujo la concentraciéon de HICO de
60,600 ppm a 41,972 ppm, mientras que en el suelo control con HICO sin BIS la
atenuacion natural lo minimizé 1,722 ppm. Lo que indica que la concentracion de

HICO aun esta por encima del méximo establecido por la NOM-138.

Millioli et al., 2009, bioestimularon un suelo contaminado con 50,000 ppm de
petréleo por SOMI y un biosurfactante a base de ramnolipidos, que después de 45
dias redujeron el petréleo a 20,000 ppm; valor evidentemente superior al maximo

permitido por la NOM-138.

Tanee y Akonye, 2009, fitorremediaron un suelo contaminado con 50,000 ppm de
petréleo por Vigna unguiculata que lo minimiz6 a 6,000 ppm después de 60 dias, lo
que sefala que el suelo aun esta contaminado ya que la concentracion de petroleo

no se redujo por debajo de la maxima permitida por la NOM-138.

Lo anterior sustenta que, debido a las minimas investigaciones y opciones de
solucion a la contaminacion del suelo, es necesario el mejoramiento de la
integracion de BIS de suelo con relativa elevada concentracion de ARA con
detergentes para su emulsificacion, H202 como fuente de Oz (oxigeno), EFUC,

SOMIy control de la humedad a 80% de la capacidad de campo para reducir el ARA
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para la FITO con una planta tolerante a altas concentraciones de HICO, potenciada

con microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

2. Hipotesis
La bioestimulacién de suelo con 60,000 ppm de aceite residual automotriz por
detergente, H202, extracto fangico crudo, solucion mineral, la concentracién de
PO%4, control de la humedad a 80% de la capacidad de campo y la fitorremediacion
con S. vulgare potenciado con P. chrysogenum y A. niger reducira el ARA a valor

inferior al maximo aceptado por la NOM-138.

3. Objetivos

a) La bioestimulacion de un suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA con
detergente, H202, extracto fungico crudo, solucién mineral, concentracién de
PO34, control de la humedad a capacidad de campo al 80%.

b) Aislar e identificar poblaciones bacterianas de un suelo con 45,000 ppm de
ARA.

c) Fitorremediacion mediante S. vulgare con P. chrysogenum y A. niger para

minimizar el ARA a un valor menor al maximo aceptado por la NOM-138.
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4. Materiales y métodos

4.1 En suelo contaminado por aceite residual automotriz con y sin materia
organica, determinacion de las concentraciones de detergente y H202 para
emulsificar y mineralizar los HICO del ARA.

Se realizaron pruebas en matraces Bartha (Leal, 2003) con 100 g de suelo
pulverizado y tamizado contaminado con 60,000 ppm de ARA. La humedad se
mantuvo a capacidad de campo del 80% y se bioestimulé de 1 a 2 veces a la
semana con alcohol etoxilado/anioncio dodecil sulfato de sodio (ALEDOS), alcohol
etoxilado (ALETO) y H20:2 respectivamente al 0.5% y 0.1% por 30 dias (Tabla 2).
En el suelo la mineralizacion del ARA se determiné por la captacion de CO2 (diéxido
de carbono) en &lcali, con 10 ml de NaOH 0.1 N en uno de los reservorios del
matraz, 1 gota de fenolftaleina como indicador de pH, se tap6 la entrada del matraz
y los reservorios con tapones de hule. El matraz tuvo una trampa para el CO:2
atmosférico, mientras que el derivado de la BIS se titul6 con HCI 0.1 N cada 3 dias.
En el suelo se calculé la cantidad de CO2 desprendido por 100 g suelo seco (Ruiz,
2001). En suelo se repitid el experimento, pero sin materia organica, que se eliminé

con H202 al 6% para descartar produccién de CO:2 derivada de ella (Fernandez et

al., 2006).
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Tabla 2. Disefio experimental en suelo para la evaluacion de la concentracién y el mejor tipo de
detergente en la solubilizacién del ARA medido por la produccién de CO- con control de la
humedad a 80% capacidad de campo.

Suelo Detergente anionico: Detergente mixto H20:2

+ 60,000 ppm ARA  alcohol etoxilado i6nico/anionico: alcohol
etoxilado y dodecil
sulfato de sodio

0.5% 0.1% 0.5% 0.1% 0.5% 0.1%
Control negativo - - - - - -
T1 + = - - + _
T2 - + - - - +
T3 - - + 5 a -
T4 - - - + - +
T5 - - - ; + )
T6 - - - - - +

+ se agreg6 — no se agrego

4.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo.

El suelo se tamizé y se aplicaron las técnicas de caracterizacion fisico-quimica del
suelo como pH, materia organica, nitrégeno total, humedad, y fésforo aprovechable,
de acuerdo a la: NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de

fertilidad, salinidad, clasificacién de suelos, estudios, muestreo y analisis.

4.3 Bioestimulacion del suelo contaminado con 60,000 ppm ARA con
detergente, H202, extracto fungico crudo, solucion mineral y control de la
humedad a 80% de la capacidad de campo.

Se realiz6 en el sistema hidroponico de las jarras de Leonard con aproximadamente

900 g de suelo con 60,000 ppm de ARA con el tipo de detergente y H202 a las

concentraciones adecuadas para favorecer la mayor solubilidad y oxidacion de ARA
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determinadas en la primera fase, EFUC, SOMI y control de humedad al 80% de la
capacidad de campo. En la parte inferior de la jarra se bioestimulo el suelo con SOMI
con la composicion (g/L): NHaCl, 12.0; KH2PO4, 3.0; K2HPO4, 3.5; MgSOas, 1.5;
CaClz, 0.1; FeS0Oa4, 0.5ml y una solucién de oligoelementos, 1.5 ml/L, el pH se ajusté
a 6.4-6.7 (Leal, 2003), y agua de la llave para el suelo sin ARA usado como control
absoluto (CA) (Garcia-Gonzalez et al., 2005).

Para la BIS con EFUC, se uso Penicillium chrysogenum de la coleccion de hongos
del Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico-
Biologicas de la UMSNH. P. chrysogenum que se cultivé en caldo con lignina
residual de paja de trigo (LIREPATO) como fuente de carbono y energia, con la
siguiente composicion (g/L): LIREPATO, 10,0; peptona de soya, 5.0; CuSOa4, 0.01;
MgSOa4, 1.5; KH2PO4, 1.5; KoHPO4, 1.5; NaCl, 0.9; extracto de levadura, 1.0;
detergente Roma® al 1%, 2.5 mL; solucién de oligoelementos 0.001 mL; azul de
bromotimol al 0.1%, 10,0 mL; pH ajustado a 5.5. Se incubaron por 20 dias a 28°C
en agitador (Thermo Scientific MaxQ 4000) a 150 rpm con pH 5.5 + 0.2. Se filtr6 el
LIREPATO con los hongos con bomba de vacio (Power electric) para obtener EFUC
y se ajustaron a pH de 6.5 + 0.2 con potenciometro HANNA instruments (Benitez,
2015). El extracto fungico extraido se incorpor6 al suelo contaminado con 60,000

ppm de ARA, y posteriormente SOMI (Tabla 3).
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Tabla 3. Disefio experimental de la bioestimulacion de un suelo contaminado con 60,000 ppm de aceite
residual automotriz.

Aceite Bioestimulacion
residual
Suelo automotriz
60,000
ppm Detergente no iénico H202 Extracto Solucién
(alcohol al fungico mineral
etoxilado)/anionico 0.5%, crudo

(dodecil sulfato de
sodio) (0.5%)

Control - - - - -
absoluto

irrigado
con agua

Control - - - - -
relativo
solucién
mineral

Control + - - - -
negativo

T1 + + + + +

T2 + + + + +

+ se agregd — no se agregoé

4.3.1 Produccion del extracto fungico crudo de Penicillium chrysogenum;
medicion de la actividad lacasa.

Las muestras con P. chrysogenum fueron centrifugadas a 8000 rpm a 4 °C por 15
minutos para eliminar el micelio. La actividad Lacasa se midi6é en espectrofotbmetro
(Hach DR 2500) mediante la oxidacion del acido 2.2’-acino-bis-3-etil benzotiazolin-
6-sulfénico (ABTS) a 420 nm, 25 °C, con un coeficiente de extincion molar de

€420=36000 M-1 cm-1. Se preparé una mezcla de reaccién con 2.4 mL de buffer
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acetato de sodio 25 mM, pH 3.0, 300 yL de ABTS 10 mM y 300 pL de la muestra
(Palmieri et al., 1997; Ibrahim et al., 2011; Baltierra-Trejo et al., 2016). La actividad
lacasa se convirti6 a unidades enziméticas internacionales (IU) con la siguiente
formula:

(AA)(VE)(10°)

WADDemem

Donde:
IU = actividad lacasa (umol min-11-1)
AA = absorbancia final - absorbancia inicial
V't = Volumen total de la reaccioén (mL)
10%= conversién de mol a umol
t = Tiempo de reaccion (min)
¢ = Coeficiente de extincion molar (M-1 cm -1)(mol 1-1 cm -1)

b = Trayectoria optica (1.0 cm)

4.4 En suelo determinacion de la concentracion de aceite residual automotriz
por Soxhlet.

Se realizo por Soxhlet antes y al final de la BIS del suelo con ARA como variable

respuesta de su reduccién (Infante et al., 2010)

4.5 En suelo concentracién de PO%4 (fosfatos) solubles.
Al finalizar la fase de la BIS se midi6 la concentracion de fosfato soluble en el suelo

como variable respuesta de la mineralizacion del ARA (NOM-021-RECNAT-2000)
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El fosforo (P) es un elemento esencial para la vida, las plantas lo necesitan para
crecer, ademas los fosfatos desempefian un papel esencial en los procesos de
transferencia de energia y el metabolismo (Salazar, 2005), sin embargo, el fosforo
soluble es un compuesto limitado en el suelo (Hameeda et al., 2006; Bobadilla &

Rincon, 2008).

4.6 En suelo densidad de la poblacion bacteriana oxidante de aceite residual
automotriz, aislamiento in vitro e identificacién de bacterias productoras de
detergentes.

Se tomo un gramo de suelo de cada tratamiento, se diluyé en solucion salina con
detergente (NaCl / detergente comercial al 0.1%). Se hicieron diluciones decimales
101 a 1010 pero solo se us6 de la 10° a 10® (Mercadé et al.,1996; Walter et al.,
2010). Luego se tomé de 0.1 a 0.2 ml de muestra y se colocé en agar ARA
(Willumsen & Karlson, 1997; Walter et al., 2010) con la siguiente composicién (g/L):
peptona de caseina 5, extracto de levadura 1, KH2PO4 2.5, KHPO4 2.5, MgSOa4 2.5,
NaCl 1, solucion de oligoelementos 1 ml, azul de bromotimol al 0.01% 5ml, aceite
residual automotriz 10 ml, detergente al 0.5% 4 ml /100 ml ARA, pH ajustado a 7.0
incubado por 48 horas; las colonias que mostraron crecimiento con la dilucién 106
fueron después resembradas en agar nutritivo y nuevamente en agar ARA para su
purificacion y extraccion de ADN y su posterior identificacion molecular (Villalba,

2013).

21



4.6.1 Determinacion de la sintesis de detergentes in vitro por latécnica “Drop-
collapse” en bacterias oxidantes de aceite residual automotriz.

Se realiz6 para determinar la produccion de detergentes por las bacterias aisladas
del suelo contaminado con ARA en microplacas de poliestireno de 96-micropozos
(12.7 x 8.5 cm) con diametro cada uno de 8 mm (Bodour et al., 1998). Antes de
usarse cada micropozo fue lavado tres veces con agua caliente, etanol, agua
destilada y posteriormente secadas. Para la prueba cualitativa cada pozo fue
cubierto con aceite de motor 10W-40 Pennzoil® (1.8 pL), para la cuantitativa se
usaron 2 UL de aceite mineral y posteriormente se equilibraron por 1-2 horas. Para
ambas pruebas fue introducida una alicuota de 5 pL de muestra en medio liquido
ARA en el centro de cada microplaca a un angulo de 45°. Para la prueba cualitativa
los resultados fueron determinados visualmente después de 1 minuto. Si la gota
mantuvo su forma, el resultado fue negativo de lo contrario el resultado fue positivo.
Se realizaron tres repeticiones con un control que solo contenia agua. Para la
cuantitativa después de 1 minuto se midié el diametro de las gotas con un

micrometro calibrado (Bodour et al., 2003).

4.6.2 Identificacion molecular de las bacterias productoras de detergentes
oxidantes de aceite residual automotriz.

Se realiz6 una extraccion y purificacion del ADN de los microorganismos que
presentaron capacidad de sintetizar detergentes; después se procedié a su
amplificacion, con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), por
amplificacion de un fragmento del gen 16S rRNA a partir de cuya secuencia se

obtiene la informacién filogenética y taxondmica de las bacterias oxidantes de ARA

productoras de detergentes. Posteriormente se realizé electroforesis en gel de
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agarosa del producto amplificado (Villalba, 2013) y finalmente se realizd la

identificacion molecular.

4.7 Fitorremediacion de suelo con ARA mediante Sorghum vulgare potenciado
con Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger.

En el suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA y bioestimulado con detergente
ALEDOS, H202, EFUC, SOMI y con el control de la humedad a 80% de la capacidad
de campo, se fitorremedi6 con S. vulgare inoculado con P. chrysogenum y A. niger
en mezcla o individualmente para completar su remediacién segun se muestra en
la Tabla 4, ademas el S. vulgare fue alimentado con solucion mineral: (g/L): NH4Cl,
12.0; KH2PO4, 3.0; K2HPO4, 3.5; MgSOa4, 1.5; CaClz, 0.1; FeSOas, 0.5ml y una

solucion de oligoelementos, 1.5 ml/L, el pH se ajustd a 6.4-6.7 (Leal, 2003).

4.7.1 Activacion de P. chrysogenum, A. niger e inoculacion de semillas de
Sorghum vulgare para la FITO del suelo con ARA.

Para la FITO del suelo con el ARA remanente las cepas de P. chrysogenum y A.
niger se cultivaron en agar y caldo dextrosa y papa (ADP) con la férmula: g/L: 4.0
de infusién de papa, 20.0 de dextrosa y 15.0 de agar, ajustado a pH de 5.6. El agar
ADP se incubo a 30°C por 24 horas; después por cada 48 semillas de S. vulgare se
inocularon con 5.0 mL de P. chrysogenum y A. niger individual/o en mezcla, se
empled la relacion 1:1, la concentracion bacteriana se ajusto con el tubo No. 1 del
nefeldémetro de Mc Farlard equivalente a 3x108 bacterias/mL (Roselene, 2014).

Ademas, se agregd solucién salina detergente y solucion de azucar al 30% en
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agitacion por 20 minutos, y se sembraron 4 semillas en cada jarra. (Sanchez-Yafiez,

2007).

Tabla 4. Disefio experimental de la fitorremediacién de un suelo contaminado con 32,700 ppm de
aceite residual automotriz remanente mediante Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger.

Suelo

Aceite
residual
automotriz
60,000ppm

Aceite

residual

automotriz

(remanente)

Fitorremediacion por 3 meses

Sorghum vulgare

P. chrysogenum

A. niger

Control absoluto
irrigado con
agua

Control relativo
alimentado con
solucién mineral

Control negativo

Extracto fangico
crudo/ solucién
mineral(T1)

Extracto fangico
crudo/ solucién
mineral (T2)

Extracto fungico
crudo/ solucion
mineral (T3)

Extracto fungico
crudo/ solucion
mineral (T4)

+ se agregd — no se agrego

Las variables respuestas de la FITO del suelo con ARA con S. vulgare fueron: el

porcentaje de germinacion a los 11 dias; la fenotipia en plantula y prefloracién. Se
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midié la altura de la planta (AP) y longitud de raiz. (LR), su biomasa aérea y
radicular: peso fresco (PFA), (PFR) y peso seco (PSA), (PSR). Del sorgo se peso6
Su parte aérea y la raiz total, para el peso fresco total; posteriormente ambas se
secaron en un horno a 70°C/48 h para el peso seco (Boshchini, & Amador 2000).
En cada estadio fisiolégico del sorgo, se compard su crecimiento con S. vulgare
usado como control relativo (CR) en un suelo sin ARA, y alimentado con SOMI al

100%.

4.8 En suelo determinacion de la concentracién de aceite residual automotriz
de la fitorremediacion.

En el suelo cuando S. vulgare alcanzé la madurez fisiolégica después de 90 dias,
se determiné la concentracion de ARA por Soxhlet como variable respuesta de la

eliminacion del ARA (Garcia-Hernandez et al., 2007).

4.9 En suelo biorremediado y fitoremediado, concentracion de PO (fosfatos)
solubles.

Después del primer mes y al finalizar la fase de FITO se midi6é la concentracion de
fosfato disponible en el suelo que normalmente su disponibilidad en el suelo es baja
y es un factor limitante en la degradacion microbiana de hidrocarburos (Pardo et al.,
2004), como variable respuesta de la mineralizacion del ARA en suelo, que se hizo

de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000.

4.10 Analisis estadistico de los resultados
Los datos experimentales se analizaron por Tukey HSD al 0.05% y uso del

programa Statgraphics Centurion XVL.1I (Walpole et al., 2007)
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5. Resultados y discusién

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del suelo sin aceite residual automotriz.

Parametro Valor
Nitrégeno 0.62
Fosforo 0.30
pH (1:20) 6.41
Material organica (%) 4.30
Capacidad de intercambio catiénico (Cmol(+) Kg?1) 32.45
Textura (%) 24(Ac)-22(L)-54(Ar)
Densidad real (g/cm?3) 2.04
Densidad aparente (g/cm3) 0.96
Porosidad** (%) 53.74
Porcentaje de saturacién de humedad (%) 38
Capacidad de campo™ (%) 18.89
Humedad aprovechable (%) 9.45

En la Tabla 5 se muestran las propiedades fisicoquimicas del suelo sin ARA, con un
pH moderadamente acido de 6.41, un bajo contenido de materia organica de 4.30%;
alta capacidad de intercambio catiénico de 32.45 Cmol(+) Kg?, con una textura:
arcilla 24%, limo 22% y arena 54% que corresponden a un suelo clasificado como

franco-arcilloso-arenoso (Banks et al., 2003; Basumatary et al., 2012).

En la figura 1 se indica la BIS del suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA por
ALEDOS, ALETO y H202 al 0.5% y 0.1%, ahi se observoé la generacion de CO2 con
diferencia estadistica comparado con la misma variable respuesta en el suelo
control negativo (CN) con ARA con la atenuacion natural sin cambio. ElI H202 al
0.1% y 0.5% en el dia 5 contribuyd al aumento en la mineralizacion del ARA y con
produccion de CO:2 hasta el dia 12; en la segunda BIS con H202 al 0.5% y 0.1%, se
observo un decremento en la generacion de COz, lo que sugiere el consumo de la

fraccion alifatica del ARA (Pinto et al., 2006). Lo anterior indica que la BIS con
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ALEDOS, ALETO, H20:2Yy el control de humedad al 80% de la capacidad de campo;
indujo que inicialmente se mineralizaran los HICO alifaticos sencillos y
posteriormente los ramificados, luego los aromaticos, en consecuencia, hubo al final
disminucion de la cantidad de CO2 generado (Pinto et al., 2006). Posteriormente la
BIS con H202 al 0.5% y 0.1% en los dias 13, 14 y 15 sin registro del incremento en

la produccién de COz.

La Tabla 6 demuestra que la BIS de suelo con ALEDOS y H20:2 al 0.5% redujo el
ARA de 60,000 ppm a 27,204 ppm y con ALETO a 28,104 ppm, ambos valores
fueron estadisticamente diferentes en comparacion al mismo suelo con ARA
bioestimulado con ALEDOS y H20:2 al 0.1%, ahi el ARA disminuy6 a 30,204 ppm,
valor estadisticamente diferente registrado en el suelo CN con la atenuacion natural
que solo lo disminuy6 8,800 ppm de ARA. Lo anterior indica que los detergentes
solubilizaron los HICO por sorcién en las superficies del suelo y después por la
formacion de micelas (Zhon-Yi et al., 2013) para que los microorganismos

autoctonos mineralizaran el ARA (Riojas et al., 2010).
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mg CO2/ 100 g suelo

Figura 1. En suelo producciéon de CO. derivado de la mineralizacion del aceite
residual automotriz por bioestimulacién con detergente dodecil sulfato de
sodio/alcohol etoxilado, alcohol etoxilado, H202, solucion mineral y control de
la humedad a capacidad de campo al 80%.

25

Dias
—@——  Suelo/60,000 ppm ARA/SOMI/ALETO 0.5%/H202
~© - Suelo/60,000 ppm ARA/SOMI/ALETO 0.1%/H202
———-%——  Suelo/60,000 ppm ARA/SOMI/ALEDOS 0.5%/H202
— —¥'— - Suelo/60,000 ppm ARA/SOMI/ALEDOS 0.1%/H202
— & — Suelo control negativo/ 60,000 ppm ARA

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica. ALETO: alcohol etoxilado. ALEDOS:
dodecil sulfato de sodio/alcohol etoxilado.



Tabla 6. En suelo concentracion de aceite residual automotriz
producto de la bioestimulacion con alcohol etoxilado/dodecil
sulfato de sodio, alcohol etoxilado H.O», solucion mineral y
control de la humedad a capacidad de campo al 80%.

Suelo + 60,000 ppm de aceite Aceite residual automotriz
residual automotriz (ppm) en el suelo después de
23 dias de bioestimulacion

Control negativo 52,200¢
ALETO y H202, 0.1% 32,100¢
ALETO y H20, 0.5% 28,1002
ALEDOS y H202 0.1% 30,200
ALEDOS y H20, 0.5% 27,2008*

ALETO: alcohol etoxilado, ALEDOS: alcohol etoxilado/dodecil sulfato de
sodio *Tukey (0.025): Letras iguales= sin diferencia estadistica

En suelo, los detergentes mixtos mezclas anionicos y no iénicos como el ALEDOS
fueron eficaces para la desorcion de los HICO del ARA en comparacion con las
mezclas de detergentes anionicos y catidnicos o de catiénicos y no iénicos
comunmente empleados en la solubilizacion de HICO (Fujii et al., 1986; Altmajer,
2004). El detergente no iénico ALETO con alcohol etoxilado, solubilizé el ARA mejor
gue los anionicos como lo reportaron Pinto et al., (2006) que bioestimul6é un suelo
contaminado con 5561 ppm de diésel con Tween 80 y lo emulsifico para disminuirlo
a 3030.74 ppm. En suelo con ARA las concentraciones del detergente al 0.5% vy
0,1% emulsificaron los HICO por una accion atribuida a la mayor formacion de
micelas disponibles para su solubilizacion (Shi et al., 2013), ademas la adicién de
H202 a esas concentraciones mineralizaron el ARA (Asquith et al., 2012). Lo anterior
apoya que la BIS del suelo con un detergente adecuado debe emulsificar las

fracciones alifaticas y luego las aroméaticas para su oxidacién (Riojas et al., 2010).
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Figura 2. En suelo con y sin materia organica contaminado con 60,000
ppm de aceite residual automotriz, produccién de CO, derivado de
la bioestimulacion con detergentes al 0.1% y 0.5%, H.O, al 0.1% y
0.5%, solucién mineral y control de la humedad a capacidad de
campo al 80%.

25

a*

mg/C02/100 g suelo

Dias

—@— Suelo/60,000 ppm ARA/ALETO 0.5%/H202 0.5%/SOMI

—O— Suelo/60,000 ppm ARA/ALETO 0.1%/H202 0.1%/SOMI

—W¥— Suelo/60,000 ppm ARA/ALEDOS 0.5%/H202 0.5%/SOMI

—¥— Suelo/60,000 ppm ARA/ALEDOS 0.1%/H202 0.1%/SOMI

—il— Suelo control negativo/60,000 ppm ARA

—B— Suelo sin materia organica/60,000 ppm ARA/ALEDOS 0.5%/H202 0.5%/SOMI
—&— Suelo control sin materia organica/60,000 ppm ARA

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica. ALETO: alcohol etoxilado.

ALEDOS: dodecil sulfato de sodio/alcohol etoxilado.

En la Figura 2 se muestra la BIS de suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA,
con y sin materia organica por ALEDOS, ALETO y H20:2 al 0.5% y SOMI, con H202

al inicio y posteriormente cada 7 dias.



Se observo que, en la BIS del suelo con ARA, el detergente generd la mayor
produccion de CO:2 del dia 2 hasta el 11, por la solubilizacién de los HICO con la
eliminacién de la tension superficial para su oxidacion (Zacarias-Salinas et al., 2013)
y mineralizacion de los HICO del ARA. Similarmente Fujii et al., 1986; Altmajer, 2004
reportaron en suelo contaminado por HICO, el detergente no iénico/anionico como
el ALEDOS fue mejor para desorcion de HICO; en comparacion con las mezclas de
anionicos y catidnicos o mezclas de catidnicos y no ionicos. El H202 facilité la
oxidacion del ARA, mientras que la SOMI con las sales de N, P, y K reestablecieron
el equilibrio C: N (Alexander, 1980) resultado de la contaminacién por el ARA
(Vallejo et al., 2005). Lo anterior indica que en el suelo inicialmente se mineralizaron
los HICO alifaticos entre los dias 2 y 11 con la mayor produccion de CO:z para luego

decrecer por la aromética del ARA (Riojas et al., 2010).
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Figura 3. Actividad lacasa de Penicillium chrysogenum en lignina residual de paja de
trigo.
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39.87a*
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Actividad enzimatica (UI™)

10

3.82b

Penicillium chrysogenum Control

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica

En la figura 3 se observa la actividad lacasa de P. chrysogenum antes de aplicarlo
al suelo para bioestimular la degradacién del ARA, ahi se registré la actividad lacasa
de 39.8 Ul'tvalor estadisticamente diferente al control sin hongo sin generacion de
actividad lacasa. Ello indica que la lacasa producida por P. chrysogenum
despolimeriza la lignina en compuestos aromaticos que posteriormente se
transforman en acidos organicos. (Baltierra-Trejo et al., 2016). La lignina tiene una
estructura similar a los compuestos aromaticos de los HICO, lo que supone que

ocurre el mismo mecanismo con el ARA al fraccionarse en HICO mas sencillos.
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Tabla 7. En suelo concentracion de aceite residual automotriz derivado de 8 semanas de
bioestimulacion con detergente ALEDOS (0.5%), H2.0O: (0.5%), extracto fungico crudo,
soluciéon mineral y control de humedad a capacidad de campo al 80%.

Suelo + 60,000 ppm de aceite residual automotriz Aceite residual automotriz (ppm) en
el suelo después de 8 semanas de
BIS

Control negativo: ' 60,000 ppm®

ALEDOS (0.5%) + H,0- (0.5%) + extracto fingico crudo | 32,700 ppm?
+ solucién mineral + control de humedad a 80%
capacidad de campo.

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica. ALEDOS: dodecil sulfato de sodio/alcohol etoxilado

La tabla 7 muestra la BIS de suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA por
ALEDOS, H202, EFUC y SOMI que lo decrecieron a 32,700 ppm, valor
estadisticamente diferente al mismo suelo control negativo sin BIS, donde la
reduccion fue nula. En suelo bioestimulado con ALEDOS se solubilizd el ARA,
(Mohamed y Mahfoodh, 2006; Parekh et al., 2011; Lu et al., 2012), dicho detergente
con una molécula de sulfato de sodio en su estructura desorbi6 los HICO alifaticos
y asi se solubulizaron (Pifia, 2012). ALEDOS contiene un surfactante no i6nico
alcohol etoxilado que forma puentes de hidrogeno con el agua, esto facilita que las
micelas de detergente se transporten en la fase acuosa del suelo y permite una
eficaz solubilizacion del ARA (Riojas-Gonzéalez et al., 2011). Mientras que la
aplicacion semanal de O2 por H20:2 facilit6 la oxidacion de los HICO del ARA (Pinto
et al., 2006). El control de la humedad a 80% de la capacidad de campo fue
importante para facilitar la circulacion del agua y gases a través de los poros del
suelo, necesarios para la mineralizacion aerébica de los HICO (Jaramillo, 2002).

Mientras que la lacasa del EFUC degraddé los HICO aromaticos del ARA y la SOMI
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que contiene compuestos inorganicos de N y P, facilitaron la oxidacion del ARA por

los microorganismos autoctonos aerobios heterotréficos (Riojas et al., 2010).

Tabla 8. En suelo densidad de la poblacién bacteriana oxidante
de aceite residual automotriz.

Suelo UFC x 10%/g suelo seco

Suelo sin 400"
aceite residual
automotriz
(Control
absoluto)

Suelo con 2682
60,000 ppm de
aceite residual

automotriz

*Tukey (0.025) Letras distintas= con diferencia estadistica

En la Tabla 8, en suelo se muestra la densidad de la poblacién bacteriana oxidante
de ARA, que con 60,000 ppm de ARA se registré de 268 UFC X 10%/g suelo, valor
estadisticamente diferente a la misma poblacion del suelo control absoluto sin ARA
con 40 UFC X 10°%/g suelo. Resultados similares fueron reportados por Zamora et
al., 2012 que registraron un aumento significativo en la densidad de bacterias en el
suelo con HICO de crudo mediano respecto al mismo suelo control. Garzon et al.,
2011 mostraron el incremento en la densidad microbiana de un suelo con HICO
totales del petréleo, respecto al mismo suelo CA, donde la poblacion oxidante de
HICO metaboliza primero las fracciones mas sencillas de los HICO. Resultados

similares han sido reportados por Venosa y Zhu en el 2003, quienes determinaron
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que la degradacion de HICO genera compuestos intermediarios mas sencillos que

son mineralizados por diferentes grupos de microorganismos del suelo.

Tabla 9. En suelo con 60,000 de aceite residual automotriz concentracion de PO, derivado
de la bioestimulacion.

Suelo + 60,000 ppm aceite residual automotriz Fosfato soluble (%)
Control absoluto 0.30%*
Detergente alcohol etoxilado y dodecil sulfato de sodio (0.5%) + 0.18

H20:2 (0.5%) + extracto fngico crudo + solucién mineral + control
de la humedad al 80% de la capacidad de campo.

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica

En la tabla 9 se indica en suelo con 60,000 ppm de ARA bioestimulado con
ALEDOS, H202, EFUC, SOMI, y el control de la humedad a 80% de la capacidad
de campo, la concentracion POZs solubles como variable respuesta de la
mineralizacion del ARA, donde se reportd un valor de 0.18% que fue
estadisticamente diferente al mismo suelo sin ARA usado como CA con 0.3%, esta
disminucién respecto al CA se debe a que fueron consumidos al aumentar su
disposicion en el suelo por la BIS del suelo contaminado, que activa la microbiota
del suelo para solubilizar los fosfatos mediante la producciéon de acidos organicos
(Alexander, 1980). Resultados similares reportados por Trujillo-Narcia et al., en el
2012, donde el PO%4 soluble fue menor en suelo contaminado con petréleo crudo

comparado con el mismo suelo sin petréleo.
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Tabla 10. Determinacion de la sintesis de detergentes in vitro de actinomicetos, firmicutes y proteobacterias

gue mineralizan el aceite residual automotriz, por la técnica cualitativa “Drop-collapse”.

Actinomicetos oxidantes de aceite | Sintesis de Proteobacterias oxidantes de aceite Sintesis de
residual automotriz detergente en residual automotriz detergente en

caldo aceite caldo aceite

residual residual

automotriz automotriz
Arthrobacter nicotinovorans + Achromobacter sp SCARAG +
SCARA2h
Gordonia amicalis SCARA2f1 + Achromobacter sp SCARA8 +
Gordonia amicalis SCARA1g2 + Achromobacter sp SCARAla +
Gordonia amicalis SCARA2g + Achromobacter sp SCARA2a +
Gordonia amicalis SCARA3g + Achromobacter sp SCARA3a +
Gordonia amicalis SCARASg + Achromobacter sp SCARA4a +
Gordonia amicalis SCARA5g1 + Achromobacter sp SCARA1d +
Gordonia amicalis SCARA6g + Achromobacter sp SCARA2d +
Gordonia amicalis SCARASI + Achromobacter sp SCARASd +
Janibacter limosus SCARA4g + Achromobacter sp SCARA3f1 +
Janibacter limosus SCARA7g + Achromobacter sp SCARA6f1 +
Streptomyces sp SCARALh + Achromobacter sp SCARA6f2 +
Firmicutes oxidantes de aceite Sintesis de Achromobacter sp SCARAZ2I -
residual automotriz detergente en

caldo aceite

residual

automotriz
Bacillus horneckiae SCARA1, - Achromobacter sp SCARAAI +
Bacillus horneckiae SCARA 1, + Achromobacter sp SCARAYI +
Bacillus safensis SCARA6d + Achromobacter sp SCARA3] +
Bacillus safensis SCARA7d2 + Acinetobacter ursingii SCARA3f2 +
Bacillus safensis SCARA8d2 + Cupriavidus sp SCARA4 +
Bacillus subtilis SCARA1f1 + Cupriavidus sp SCARA5 +
Bacillus subtilis SCARA3h1 + Cupriavidus sp SCARA7 +
Bacillus subtilis SCARA3h2 + Cupriavidus sp SCARA4f1 +
Staphylococcus hominis + Cupriavidus sp SCARA5f1 +
SCARAlgl
Staphylococcus hominis + Cupriavidus sp SCARALI -
SCARAGiI
Control (agua) - Cupriavidus sp SCARA4j +

Cupriavidus sp SCARAS5;j +

Produccién detergente +: positivo -: negativo

En la Tabla 10 se presenta la produccion de detergentes por los 12 actinomicetos

(AC), 10 firmicutes (FIR) y 25 proteobacterias (PRO) aislados del suelo contaminado

con ARA durante la BIS que crecieron en agar con ARA donde se observa que de

los 47 aislados, 44 de ellos como Achromobacter sp SCARA2a, Gordonia amicalis

36




SCARAbBg1, Achromobacter sp y Bacillus subtilis SCARA3h2, fueron positivos para
la prueba cualitativa de sintesis de detergentes, debido a que posiblemente se
rompieron las fuerzas de tension superficial entre la gota y la superficie hidréfoba
del aceite, esto debido a que sintetizan detergentes cuando la fuente de carbono es
parcialmente soluble o insoluble en agua como el ARA, de esta manera estan
obligados a sintetizar moléculas con propiedades tensoactivas que favorezcan la
biodegradacion del ARA (Supaphol et al., 2011; Yafiez-Ocampo & Wong-Villareal.,
2013). En cambio, en el control que Unicamente contenia agua, la gota se mantuvo
estable ya que las moléculas del agua son polares y fueron repelidas por la
superficie hidrofébica del aceite (Jain et al, 1991; Walter et al, 2010). Resultados
analogos se reportaron por Mercade et al., 1996, que aislaron cepas productoras de
detergentes de suelo contaminado con HICO del petréleo cuando usaron aceite
lubricante como fuente de C, donde de las 44, solo 5 sintetizaron detergentes.
Mientras que Willumsen y Karlson (1997) aislaron 57 microorganismos de suelo
contaminado con HICO aromaticos policiclicos. Los resultados mostraron que de los
57, 38 fueron capaces de formar emulsiones estables con aceite diésel, debido a la
posible sintesis de detergentes. Se sugiere que Bacillus horneckiae SCARA 11,
Cupriavidus sp SCARALi y Achromobacter sp SCARA2i, no mostraron produccién
de detergentes porque tal vez utilizaron otros mecanismos para solubilizar HICO
como su adherencia a través de lipidos, proteinas y oligosacaridos de la membrana
celular (Abbasnezhad et al., 2011); o usaron sus propios compuestos bacterianos
como biosurfactantes con alta hidrofobicidad (Hommel, 1994; Thavasi et al,

2011).Por su parte Tugrul y Cansunar (2005) reportaron que Pseudomonas
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aeruginosa y Candida tras el ensayo Drop-collapse fueron positivos para sintetizar

detergentes.

Tabla 11. Determinacién de la sintesis de detergentes in vitro de actinomicetos, firmicutes y proteobacterias

que mineralizan el aceite residual automotriz, por la técnica cuantitativa “Drop-collapse”.

Actinomicetos oxidantes de aceite | Didmetro de Proteobacterias oxidantes de aceite Didmetro de
residual automotriz sintesis de residual automotriz sintesis de

detergente en detergente en

caldo aceite caldo aceite

residual automotriz residual

(mm) automotriz (mm)
Arthrobacter nicotinovorans 3.66° Achromobacter sp SCARAG 4b
SCARA2h
Gordonia amicalis SCARA2f1 4.33° Achromobacter sp SCARAS8 4.33°
Gordonia amicalis SCARA1g2 3.5° Achromobacter sp SCARAla 3.5°
Gordonia amicalis SCARA2g 4b Achromobacter sp SCARA2a 3.66°
Gordonia amicalis SCARA3g 4.16° Achromobacter sp SCARA3a 3.75
Gordonia amicalis SCARA5g 4.16° Achromobacter sp SCARA4a 3.66°
Gordonia amicalis SCARA5g1 3.83P Achromobacter sp SCARA1d 4.16P
Gordonia amicalis SCARA6g 4.16° Achromobacter sp SCARA2d 4.33b
Gordonia amicalis SCARASI 5.16%* Achromobacter sp SCARA5d 4.5b
Janibacter limosus SCARA4g 4.83P Achromobacter sp SCARA3f1 3.66°
Janibacter limosus SCARA7g 4b Achromobacter sp SCARA6f1 3.83°
Streptomyces sp SCARA1h 5.16%* Achromobacter sp SCARA6f2 3.66°
Firmicutes oxidantes de aceite Diametro de Achromobacter sp SCARA2I 3.66°
residual automotriz sintesis de

detergente en

caldo aceite

residual automotriz

(mm)
Bacillus horneckiae SCARA1: 3¢ Achromobacter sp SCARA4I 3¢
Bacillus horneckiae SCARA 1. 4.33b Achromobacter sp SCARATI 4.33b
Bacillus safensis SCARA6d 3.16¢ Achromobacter sp SCARA3j 3.33P
Bacillus safensis SCARA7d2 3.66° Acinetobacter ursingii SCARA3f2 4p
Bacillus safensis SCARA8d2 3.5P Cupriavidus sp SCARA4 3.66°
Bacillus subtilis SCARA1f1 4.5b Cupriavidus sp SCARAS 4b
Bacillus subtilis SCARA3h1 4.33° Cupriavidus sp SCARA7 3.5°
Bacillus subtilis SCARA3h2 4.16° Cupriavidus sp SCARA4f1 4.5b
Staphylococcus hominis 3.83° Cupriavidus sp SCARA5f1 3.33°
SCARA1g1
Staphylococcus hominis 4b Cupriavidus sp SCARALI 3¢
SCARAGiI
Control (agua) 2¢ Cupriavidus sp SCARA4j 4b

Cupriavidus sp SCARAS5j 2.66¢

*Tukey (0.025) Letras diferentes = con diferencia estadistica
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En la Tabla 11 se muestra el diametro de gota de aceite mineral medido en la
produccion de detergentes por AC, FIR y PRO aislados de suelo contaminado con
60,000 ppm de ARA por el método Drop-collapse. Ahi se registré que Streptomyces
sp SCARALh y Gordonia amicalis SCARA8i mostraron mayor diametro de gota de
5.16 mm, lo que indica que sintetizaron mayor cantidad de detergentes; estos
valores fueron estadisticamente diferentes a los de B. subtilis SCARA3h1 y S.
hominis SCARAGI con 4.33, y 4 mm de diametro de gota. B. subtilis SCARA3h1
(Figura 6) que es una bacteria que produce un detergente que consiste en un
lipopetido ciclico que puede ser comparable con el surfactante comercial surfactin
en aplicacion para BIS de suelos contaminados con HICO (Tugrul y Cansunar, 2005;
Sousa et al., 2014). S. hominis SCARAGI (Figura 4) se ha reportado que produce
biosurfactantes fosfolipopetidos con alto grado de emulsificacion (Rajeswari et al.,
2016). Se sugiere que las bacterias aisladas del suelo con ARA produjeron
detergentes con dos finalidades, la primera fue romper la tension superficial e
interfacial entre el ARA y el detergente, y la segunda fue la formacién de micelas
donde son solubilizados los HICO del ARA (Yafez-Ocampo & Wong-Villareal,
2013). Acinetobacter ursingii SCARA3f2 registré un diametro de gota de 4 mm, lo
gue se corrobora con Cisneros de la Cueva et al., 2016 que la reportaron como
productora de detergentes. Todos los valores anteriores estadisticamente
superiores al control que solo contenia agua donde el diametro de gota fue solo de

2 mm sin evidencia de produccion de biosurfactante.
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Produccién de
detergente por
Staphylococcus
hominis SCARAGI

Figura 4. In vitro produccién de detergentes por técnica
Drop-collapse. Control agua: negativo (a),
Staphylococcus hominis SCARAGi: positivo (b y c).

Produccion de

detergente por

Achromobacter
insolitus SCARA7i

Figura 5. In vitro produccion de detergentes por técnica
Drop-collapse. Gordonia amicalis SCARASI: positvo
(a), Achromobacter insolitus SCARAYi positivo (b y
d), control agua negativo (c)

40



Figura 6. Bacillus subtilis SCARA3h1 form6 un halo de solubilidad del aceite
residual automotriz en agar (b), control (a).

Halo de
solubilidad del
ARA producido

por Bacillus
subtilis
SCARA3h1
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Figura 7. Arbol filogenético basado en las secuencias parciales de los genes 16S rRNA de
bacterias aisladas de un suelo contaminado con 45,000 ppm de aceite residual automotriz.

En la figura 7 se muestra la identificacion de bacterias de un suelo con 40,000 ppm
de ARA que se realizé basado en las secuencias parciales de los genes 16S rRNA
donde de los 47 se pudo detectar tres grandes grupos: 12 AC, 10 FIR y 25 PRO,
donde se observa que la mayoria de los estan reportadas como degradadores de

HICO o productores de detergentes, como los AC Streptomyces sp SCARA1h
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(Cheng et al., 2015) y Gordonia amicalis SCARASI (Figura 5) (Hao et al., 2008) que
ha sido aislada de suelos contaminados con altas concentraciones de HICO y
produce al menos dos tipos de tensioactivos: bioemulsificantes extracelulares que
son sintetizados en presencia de HICO y en fuentes de carbono solubles en agua y
biosurfactantes glicolipidos unidos a las células que se producen solo en presencia
de HICO (Franzetti et al., 2008) que se corroboraron en el ensayo de la Tabla 11
como mayores productoras de detergentes. Asi como el FIR B. subtilis que es
productora de biosurfactantes bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas facultativas
(Makkar et al., 2011; Yafiez-Ocampo & Wong-Villareal, 2013), que mostré en la
Figura 6 un halo de solubilidad en agar con ARA. Por su parte en las PRO se
encontré gran abundancia de nuevas especies que no han sido reportadas de
Achromobacter (Figura 7) que de acuerdo a la Tabla 11 produjeron detergentes,
mientras que las PRO del género Acinetobacter producen complejos de lipidos-
polisacarados como detergentes para reducir la tension superficial entre la fase
agua-aceite (Youssef et al.,, 2004). Los resultados anteriores suponen que las
bacterias aisladas pueden ser posibles candidatos en su uso en la BIS de suelos

contaminados con ARA.
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Figura 8. Germinacion de semillas de Sorghum vulgare potenciado con Aspergillus niger y
Penicillium chrysogenum en la fitorremediacion de suelo con 32,700 ppm de aceite residual
automotriz
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En la figura 8 se muestra que en suelo con ARA remanente de la BIS, el porcentaje
de germinacion de S. vulgare sin y con inoculacion individual o en mezcla con A.
niger y P. chrysogenum mostraron diferentes porcentajes de germinacion de 70.75,
58.25, 58.25 y 45.75% respectivamente, todos valores estadisticamente diferentes
al porcentaje de germinacion de la semilla sembrada en suelo sin ARA usado como
CR S. vulgare con 87.5%, lo anterior indica que la elevada concentracion de ARA

blogued la entrada de agua a la semilla de S. vulgare en suelo (Agamuthu et al.,
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2010; Balderas-Leon et al., 2015) mientras su hidrofobicidad impidié el intercambio
de gases e inhibidé la germinacion (Tanee & Akonye, 2009; Maldonado-Chavez et

al., 2010).

En la Figura 9 se muestra en suelo la altura de planta (AP) y longitud de raiz (LR)
de S. vulgare durante la FITO del suelo con ARA. Se registré la mayor AP con
19.325 cm y LR de 12.375 cm en S. vulgare sin inocular, estos valores no tuvieron
diferencia estadistica con los 18.075 cm de AP en S. vulgare sembrado en suelo sin
ARA CR y con los 12.375 cm de LR. Estos valores anteriores fueron
estadisticamente diferentes y superiores a S. vulgare potenciado con A. niger en
suelo con ARA para su FITO que registr6 13.962 cm de la AP y 7.5625 cm de LR;
esto indica que en suelo la relativa alta concentracion de ARA impidio la infiltracion
de agua y difusion de Oz, lo que afecto la germinacion de S. vulgare (Tsao, 2003).
Estos resultados se asocian con lo reportado por Ferrera-Cerrato et al., 2007 donde
en suelo la presencia de combustdleo inhibié el crecimiento de Phaseolus

coccineus.
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Figura 9. Altura de planta y longitud radicular de Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger a plantula en la fitorremediacion de suelo contaminado
con 32,700 ppm de aceite residual automotriz.
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Figura 10. Peso fresco aéreo y radicular de Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger a plantula en la fitorremediacion de suelo contaminado
con 32,700 ppm de aceite residual automotriz
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Letras iguales= sin diferencia estadistica

En la Figura 10 se muestra la BIS de suelo con 60,000 ppm de ARA con ALEDOS,
H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a 80% de la capacidad de campo,
seguida de la FITO mediante S. vulgare potenciada con A. niger y P. chrysogenum
a plantula, con un PFA y PFR de 0.1285 g y 0.0919 g respectivamente, valores
similares a lo registrado en S. vulgare inoculado con ambos hongos en suelo con
ARA de 0.0861 g de PFA y 0.0679 g de PFR, valores estadisticamente diferentes a
los de S. vulgare en suelo sin ARA usado como CR con 0.0460 g de PFA 'y 0.0103
g de PFR. Lo anterior debido a que se ha reportado que algunas especies como
Aspergillus y Penicillium degradan HICO como los del ARA y son tolerantes a altas

concentraciones de HICO (Mohsenzadeh et al., 2012).
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En la figura 11, en suelo con ARA al comparar los valores del peso seco aéreo
(PSA) y radicular (PSR) de S. vulgare a plantula en suelo contaminado
bioestimulado con ARA ALEDOS, H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a
80% de la capacidad de campo y luego fitorremediado por S. vulgare sin inocular
mostré 0.0192 g de PSA valor estadisticamente similar a S. vulgare en suelo CR
con 0.0183 g de PSA. Por su parte S. vulgare potenciado con A. niger y P.
chrysogenum tuvo 0.0156 g de PSA y 0.0159 de PSR en suelo bioestimulado con
ALEDOS, H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a 80% de la capacidad de
campo. Los resultados anteriores coinciden con lo reportado por Pérez-Armendariz
et al., (2011) que demostraron que la fitotoxicidad de los HICO provocan
decremento en la biomasa aérea y radicular. Por su parte Pefia-Castro et al., (2006)
mostraron que el exceso de HICO lisa las células vegetales lo que se limita su

crecimiento porque se impide la captacion de agua y Oo.
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Figura 11. Peso seco aéreo y radicular de Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger a plantula en la fitorremediacion de suelo contaminado

con 32,700 ppm de aceite residual automotriz
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Tabla 12. Concentracion de aceite residual automotriz en suelo bioestimulado con dodecil
sulfato de sodio/alcohol etoxilado (0.5%), H.O. (0.5%), extracto fungico, solucién
mineral, humedad a 80% de la capacidad de campo y fitorremediacibn mediante
Sorghum vulgare a plantula potenciado con Aspergilllus niger y Penicillium

chrysogenum.

Suelo Concentracion de ARA remanente en
suelo (ppm)

Suelo con ARA (Control negativo) 45,003¢
Suelo con ARA bioestimulado 37,300¢
Suelo con ARA bioestimulado y fitorremediado con | 35,8004
Sorghum vulgare
Suelo con ARA fitorremediado con Sorghum vulgare
potenciado con:
Aspergillus niger 27,800%
Penicillium chrysogenum 33,300¢
Aspergillus niger + Penicillium chrysogenum 30,100

ARA: aceite residual automotriz. *Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica
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En la tabla 12 se presenta la concentracion de ARA remanente de la BIS en suelo
con ALEDOS (0.5%), H202 (0.5%), EFUC, SOMI y su FITO con S. vulgare en
plantula inoculado con A. niger y P. chrysogenum. En suelo con ARA fitorremediado
mediante S. vulgare con A. niger se registro la mayor disminucion del ARA con
27,800 ppm, valor estadisticamente superior al mismo suelo fitorremediado con S.
vulgare con A. niger y P. chrysogenum con 30,100 ppm valor estadisticamente
diferente al registrado en el mismo suelo sin BIS ni FITO sin cambio en la
concentracion del ARA por la atenuacion natural. Estos resultados indican que
ALEDOS al 0.5%, emulsifico el ARA lo que facilité su mineralizacion (Ni et al., 2014).
Ademas de se comprobo que la inoculacién de Sorghum vulgare con los géneros
Aspergillus y Penicillium potencializa su capacidad de FITO de suelos contaminados
con HICO ya que se encuentran entre los principales microorganismos que los

degradan (Salinas-Martinez et al, 2010).

En la figura 12 se muestra la BIS de suelo con 60,000 ppm de ARA con ALEDOS,
H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a 80% de la capacidad de campo por
8 semanas, seguida de la FITO mediante S. vulgare potenciado con A. niger y P.
chrysogenum a prefloracion, con una AP de 73 cm, valor estadisticamente diferente
a los 54 cm de la AP de S. vulgare en el mismo suelo sin ARA como CR, lo que
indica que a este estadio los HICO no inhibieron su crecimiento, resultados similares
fueron reportados por Ferrera-Cerrato et al., 2007 que mostraron que la AP de P.
coccineus fue mejorada después de 90 dias de BIS con fertilizante comparada con
P. coccineus usada como control. Ademas A. niger y P. chrysogenum utilizan los

HICO como fuente de carbono y energia. Aspergillus y Penicillium tienen alto
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potencial en la BIO de suelo con alta concentracién de HICO como los del ARA.
(Mohsenzadeh et al., 2012). Mientras que S. vulgare (Figura 8) tuvo una LR de 39.5
cm en suelo bioestimulado con ALEDOS, H202, SOMI, EFUC y control de la
humedad a 80% de la capacidad de campo y posterior, luego fitorremediado por S.
vulgare con A. niger, este valor numérico fue estadisticamente diferente a los 27 cm
de LR de S. vulgare sembrado en suelo sin ARA alimentado con SOMI usado como
CR, ambos valores fueron estadisticamente diferentes a los 31 cm de LR de S.
vulgare sin inocular en suelo con ARA bioestimulado con ALEDOS, H202, SOMI,
EFUC y control de la humedad a 80% de la capacidad de campo y luego
fitorremediado. Esto apoya que las gramineas como S. vulgare son eficaces para
usarse en la FITO ya que poseen un extenso sistema de raices que favorece la
actividad oxidante de HICO de las poblaciones microbianas degradadoras por

medio de sus exudados radiculares (Merkl et al., 2005).
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Figura 12. Altura de planta y longitud de raiz de Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger a prefloracion en la fitorremediacion de suelo
contaminado con 32,700 ppm de aceite residual automotriz.
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En la figura 13 se observa la BIS de un suelo con 60,000 ppm de ARA después de
8 semanas de BIS con ALEDOS, H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a
80% de la capacidad de campo y su posterior FITO mediante S. vulgare en
prefloracion potenciado con A. niger y P. chrysogenum tuvo un PFA de 7.56 gy 8.85
g de PFR valor estadisticamente similar al de S. vulgare inoculado con P.
chrysogenum en suelo con ARA donde tuvo 5.16 g de PFAy 4.13 g de PFR. Los
valores anteriores fueron estadisticamente diferentes a S. vulgare en suelo sin ARA
usado como CR con 4.84 g de PFA y 5.18 g de PFR, lo que sugiere que en este
estadio de S. vulgare, en sus raices sus microorganismos y enzimas asociadas
pueden absorber, transformar, degradar o estabilizar los contaminantes del suelo,

ya que son utilizados como una fuente alternativa de carbono y energia (Mager y
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Hernandez-Valencia, 2013). Ademas de que se reportd que los géneros de
Aspergillus y Penicillium son microorganismos degradadores de HICO (Braibant,
2004).

Figura 13. Peso fresco aéreo y de raiz de Sorghum vulgare potenciado por Penicillium chrysogenum

y Aspergillus niger a prefloracion en la fitorremediacion de suelo contaminado con 32,700 ppm
de aceite residual automotriz.
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En la figura 14 se puede ver la BIS de suelo con 60,000 ppm de ARA bioestimulado
con ALEDOS, H202, SOMI, EFUC y control de la humedad a 80% de la capacidad
de campo y luego su FITO con S. vulgare en prefloracién coinoculado con P.
chrysogenum y A. niger reportd PSA de 1.48 gy 1.52 g de PSR. Mientras que, en
suelo con ARA, S. vulgare inoculado con P. chrysogenum el PSA fue de 1.17 gy
0.77 de PSR. Los valores anteriores fueron estadisticamente diferentes a S. vulgare

en suelo sin ARA (CR) con 1.09 g de PSA y 0.85 g de PSR. Resultados similares
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fueron mostrados por Liao et al., en el 2016 donde Zea mays sembrado en suelo
con HICO para su FITO, no mostré inhibicion en su crecimiento por la presencia de
los HICO en suelo y por la adicion de un surfactante no i6nico Tween 80 para su
FITO. En cambio, Gao et al., (2008) mostraron que la biomasa de Trifolium pretense
L. en presencia de HAP aument6 su biomasa pero disminuy6 con la adicion del
Tween 80 y que sugieren que a bajas concentraciones de surfactante no ionico
mejoran la absorcion de los HICO en el suelo a través de las raices de la planta de
manera que se mejora la efectividad de la FITO (Gao et al., 2008). Por su parte Gao
et al., (2007) sugirieron que la presencia de algunos tensioactivos no ionicos que
incluyen monooleato de polioxietilensorbitdn (Tween 80) y polioxietileno dodecanol
(Brij35) a concentraciones relativamente bajas generan efectos positivos en la FITO

de suelos contaminados con HICO.
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Figura 14. Peso seco aéreo y radicular de Sorghum vulgare potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger a prefloracién en la fitorremediacion de suelo
contaminado 32.700 npom de aceite residual automotriz.

= Peso seco aereo Peso seco radicular
1.8
1.6
14 1.1738b
1.2 _
===0.8585b =
1 '[ ==90.7783c
" 0.8 0.521_04d 0.5785d( 51644
o
= 0.6
S oa = =
(U] ’ = =
0.2
0 = =
En suelo sin ARA En suelo sin ARA En suelo con ARA En suelo con ARA En suelo con ARA En suelo con ARA
S.vulgare irrigado  S. vulgare con S. vulgare sin S. vulgare con S. vulgare con S. vulgare con
con agua (CA) SOMI (CR) inocular Penicillium Aspergillus niger Penicillium
chrysogenum chrysogenumy

Aspergillus niger

ARA: aceite residual automotriz, CA: control absoluto, CR: control relativo, SOMI: solucién mineral. *Tukey
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Tabla 13. En suelo con 32,700 de aceite residual automotriz concentracién de PO=,4 soluble derivado

de la bioestimulacion y fitorremediacion

Suelo + 60,000 ppm aceite residual automotriz Fosfato soluble
(%)
Suelo con ARA (CN) 0.40P
Suelo con ARA bioestimulado 0.36¢
Suelo bioestimulado y fitorremediado con Sorghum vulgare a plantula 0.442

Suelo fitorremediado con Sorghum vulgare en plantula potenciado con:

Aspergillus niger 0.41°
Penicillium chrysogenum 0.38¢
Aspergillus niger + Penicillium chrysogenum 0.452

*Tukey (0.025) Letras iguales= sin diferencia estadistica
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En la tabla 13 se muestra en suelo contaminado con 32,700 ppm de ARA
bioestimulado con ALEDOS, H202, EFUC, SOMI, y control de la humedad a 80%
de la capacidad de campo, y su FITO con S. vulgare potenciada con A. nigery P.
chrysogenum la concentracion de PO%s soluble como variable respuesta de la
mineralizacion del ARA. En los suelos la disponibilidad del fésforo es esencial para
el crecimiento vegetal porque constituye mas de 0.2% del peso seco de la planta
(Banerjee et al., 2010), en el suelo con ARA bioestimulado y fitorremdiado con S.
vulgare coinoculado con Aspergillus niger + Penicillium chrysogenum presento
0.45% de PO=s4 soluble, valor estadisticamente superior al mismo suelo con 32,700
ppm de ARA, pero fitorremediado con S. vulgare inoculado con A. niger con 0.41%.
Resultados anteriores estadisticamente superiores al mismo suelo contaminado,
pero solo bioestimulado que registré 0.36% de PO=s soluble. Lo anterior evidencia
la capacidad solubilizadora de PO 4 por los hongos Aspergillus y Penicillium (Khan
et al., 2007; Khan et al., 2010, Zaidi et al., 2009), estos microorganismos usan
diferentes mecanismos de solubilizacién, como la produccién de &cidos organicos,
que solubilizan dichos fosfatos insolubles en la zona rizosférica. Los fosfatos
solubles son absorbidos por la planta, lo cual mejora su crecimiento y productividad

(Beltran, 2014).
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Tabla 14. Concentraciéon de aceite residual automotriz en suelo después de 90 dias de
fitorremediacion mediante Sorghum vulgare potenciado con Aspergilllus niger y Penicillium
chrysogenum.

Suelo ARA remanente en suelo (ppm)
Suelo con ARA (Control negativo) 45,003"
Suelo con ARA bioestimulado 13,057¢

4,143%

Suelo con ARA bioestimulado y fitorremediado con
Sorghum vulgare

Suelo con ARA fitorremediado con Sorghum vulgare en
plantula potenciado con:

Aspergillus niger 2, 6492
Penicillium chrysogenum 3,317"
Aspergillus niger + Penicillium chrysogenum 3,890¢

ARA: aceite residual automotriz, ALEDOS: alcohol etoxilado/dodecil sulfato de sodio *Tukey (0.025) Letras iguales=

sin diferencia estadistica, *valores por debajo del méximo permitido por la NOM-138SEMARTNT/2003.

En la tabla 14 se muestra la BIS de suelo contaminado con 60,000 ppm de ARA por
BIS con ALEDOS, H202, EFUC, SOMI, y control de la humedad a 80% de la
capacidad de campo en 60 dias que redujo el ARA a 32,000 ppm y posterior FITO
mediante S. vulgare inoculado con A. niger durante 90 dias donde se registro la
mayor reduccién de 2,649 ppm, valor estadisticamente diferente al registrado en
ese mismo suelo cuando S. vulgare se potencidé con P. chrysogenum que lo
disminuy6 hasta 3,317 ppm, valores estadisticamente diferentes al del mismo suelo
con ARA bioestimulado con ALEDOS, H202, EFUC, SOMI, y control de la humedad
a 80% de la capacidad de campo y luego fitorremediado con S. vulgare coinoculado
con A. niger y P. chrysogenum que lo redujo hasta 3,890 ppm, mientras que con S.
vulgare sin inocular lo redujo a 4,143 ppm, valores de concentracion inferiores a la
maxima permitida por la NOM-138 y que fueron estadisticamente diferentes al
mismo suelo con ARA pero solo bioestimulado ALEDOS, H202, EFUC, SOMI y

control de la humedad a 80% de la capacidad de campo, donde Unicamente lo
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redujo a 13,057 ppm y que fue estadisticamente diferente al mismo suelo con ARA
usado como CN, donde disminucién de ARA fue practicamente nula por el exceso
de ARA (Corona-Ramirez & lturbide-Arguelles, 2005). Lo anterior sugiere que la
bioestimulacién del suelo con ARA por ALEDOS, H202, EFUC, SOMI, y control de
la humedad a 80% de la capacidad de campo favorecieron facilitaron la posterior
FITO con S. vulgare donde A. niger promovié su crecimiento y la mayor
mineralizacion de la concentracién de ARA (lzinyon & Seghosime, 2013) a una
concentracion por debajo de la maxima aceptada por la NOM-138. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Lotfinasabas et al., (2012) quienes demostraron que
A. niger mostro la mayor velocidad de degradacion de HICO de diésel en suelo con
20.55% comparado con Penicillium con 16.45%. Ademas, estos géneros de hongos
poseen alto potencial en la BIO de suelos contaminados con HICO (Mohsenzadeh
et al.,, 2012) ya que son capaces de tolerar altas concentraciones de HICO para
utilizarlos como fuente de carbono y energia, y que sus enzimas como la lacasa
degrada los HICO aromaticos (Eibes et al., 2006; Naranjo et al., 2007; Ali et al.,
2012; Ameen et al., 2016). Por su parte Pernia et al., (2012) encontraron que A.
niger fue de los géneros con mayor capacidad de degradacion de HICO totales del
petréleo con 52%. Mientras que Saratale et al., (2007) demostraron que, en suelo
con keroseno, A. niger lo redujo un 84% comparado con el mismo suelo control

negativo donde la reduccion fue nula por atenuacion natural.
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6. Conclusion

La BIS de un suelo contaminado con una alta concentracion de ARA de 60,000 ppm
con la modificacion de las condiciones fisicoquimicas adecuadas fue eficaz para
reducirlo por la emulsificacion de la mezcla de HICO del ARA con el detergente
ALEDOS, lo que favorecio la oxidacion de los HICO con la adicion de H202, el EFUC
que degrado la fraccion aromatica, mientras que el enriquecimiento del suelo con la
SOMI involucrd la incorporacion de PO%4 solubles y finalmente el control de la
humedad al 80% de la capacidad de campo que permitié el intercambio de gases,
bajo esta situacion la mineralizacion del ARA por la microbiota nativa estimul6 a la
que solubiliza los PO4, se aceleré y disminuyd la concentracion de ARA en
comparacion con el mismo suelo sin la BIS multiple .

La FITO con S. vulgare fue potenciada por la adaptacion natural de esta graminea
a los HICO del ARA para evitar la fitotoxicidad, en tanto que la asociacién con A.
niger y P. chrysogenum aumentd su tolerancia a la fitotoxicidad por la sintesis de
sustancias promotoras de crecimiento vegetal y ademas que estos géneros y
especies de hongos degradan HICO.

La suma de las acciones BIS/FITO, dio como resultado menor tiempo para que la
mayor cantidad de ARA se haya mineralizado a una concentracion inferior al
maximo permitido por la NOM-138. Con base en lo anterior, la hipdtesis de esta

investigacion fue valida.
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