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RESUMEN: El aceite residual automotriz (ARA)
es un fluido compuesto por hidrocarburos que de
acuerdo la Ley General del Equilibrio Ecolégico
y Proteccion al Ambiente de México y la Agencia

Entre ciencia e Ingenieria 2

PELIGROSO

de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(US EPA, 1996), es un residuo peligroso que
comunmente contamina el suelo y representa
un problema mundial ambiental en la actualidad.
La norma mexicana NOM-138-SEMARNAT/
ssal-2012 (NOM-138), establece como limite
maximo permisible de hidrocarburos en suelo
de 4,400 ppm. Un tratamiento efectivo para este
residuo peligroso es la biorremediacion mediante
bioestimulacion y fitorremediacién. Los objetivos
de este trabajo fueron: a) bioestimulacion (BIS)
de suelo contaminado por 60,000 ppm de ARA,
y b) fitorremediaciébn (FITO) del suelo con
Sorghum vulgare, potenciado con Penicillium
chrysogenum y Aspergillus niger para disminuir
el ARA a una concentracion inferior a la maxima
permitida por la NOM-138. Para ello, un suelo
agricola se impact6 artificialmente con 60,000
ppm de ARA para bioestimularlo con soluciéon
detergente, solucibn mineral, extracto fangico
crudo y H,O, (perdxido de hidrogeno). Luego para
eliminar el ARA remanente de la bioestimulacion
se fitorremedi6 el mismo suelo con S. vulgare
potenciado con P. chrysogenum'y A. niger. Las
variables de respuesta fueron la biomasa de S.
vulgare y concentracion inicial y final del ARA
por Soxhlet. Los resultados mostraron que el
biotratamiento del suelo contaminado por ARA
mediante BIS, disminuy6 el ARA de 60,000 hasta
13,057 ppm. Luego, en la FITO S. vulgare con
ambos hongos registré los mayores valores de
biomasa de 7.6 g de peso fresco aéreo, 8.8 g de
peso frescoderaizy 1.5 g de peso seco aéreoy de
raiz. Después de la FITO del suelo impactado por
ARA, S. vulgare con A. nigery P. chrysogenum,
disminuyé el ARA del suelo de 13,057 ppm a
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2,649 ppm, valor inferior al maximo permisible de la NOM-138. Este biotratamiento del suelo
impactado por ARA por medio de la BIS y FITO es una técnica eficiente y amigable con el
ambiente, que devuelve la fertilidad del suelo a diferencia de los tratamientos convencionales
de residuos peligrosos que son costosos y contaminantes.

PALABRAS CLAVE: Suelo, aceite residual automotriz, residuo peligroso, microorganismos,
plantas, mineralizacién.

ABSTRACT: Waste motor oil (WMO) is a fluid composed of hydrocarbons that, according to
according to the Ley General del Equilibrio Ecoldgico y Proteccidén al Ambiente of Mexico and
the US Environmental Protection Agency (EPA, 1996), is a hazardous waste that commonly
contaminates the soil and represents a worldwide environmental problem today. Mexican
standard NOM-138-SEMARNAT/ssa1-2012 (NOM 138) establishes a maximum allowable
limit of hydrocarbons in soil of 4,400 ppm. An effective treatment for this hazardous waste is
bioremediation through biostimulation and phytoremediation. The objectives of this work were:
a) biostimulation (BIS) of soil contaminated by 60,000 ppm of WMO, and b) phytoremediation
(PHYTO) of the soil with Sorghum vulgare, enhanced with Penicillium chrysogenum and
Aspergillus niger to reduce WMO to a concentration below the maximum allowed by NOM-
138. For this purpose, an agricultural soil was artificially impacted with 60,000 ppm of WMO
to biostimulate it with detergent solution, mineral solution, crude fungal extract and H202
(hydrogen peroxide). Then, to eliminate the remaining WMO from the biostimulation, the same
soil was phytoremediated with S. vulgare enhanced with P. chrysogenum and A. niger. The
response variables were biomass of S. vulgare and initial and final WMO concentration by
Soxhlet. The results showed that biotreatment of WMO contaminated soil by BIS decreased
WMO from 60,000 to 13,057 ppm. Then, in PHYTO S. vulgare with both fungi recorded the
highest biomass values of 7.6 g aerial fresh weight, 8.8 g root fresh weight and 1.5 g aerial
and root dry weight. After PHYTO of the WMO-impacted soil, S. vulgare with A. niger and
P. chrysogenum, decreased soil WMO from 13,057 ppm to 2,649 ppm, a value below the
maximum permissible value of NOM-138. This biotreatment of soil impacted by WMO by
means of BIS and PHYTO is an efficient and environmentally friendly technique that restores
soil fertility unlike conventional hazardous waste treatments that are costly and polluting.

KEYWORDS: soil, waste motor oil, hazardous waste, microorganisms, plants, mineralization.

INTRODUCCION

El aceite residual automotriz (ARA), es un fluido compuesto por hidrocarburos
(HICO) que, de acuerdo con Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente
de México y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA, 1996), es
un residuo peligroso que comunmente contamina el suelo. Lo anterior representa uno de
los problemas ambientales més importantes a nivel mundial. La norma mexicana NOM-138-
SEMARNAT/ssa1-2012 (NOM-138) establece como limite maximo permisible de HICO en
suelo de 4,400 ppm. En el suelo el ARA forma una pelicula en la superficie del suelo que se
expande horizontalmente e imposibilita los ciclos biogeoquimicos, ya que, sin aireacion en
el suelo, el pH se acidifica, en consecuencia,algunos minerales esenciales para las plantas
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no estan quimicamente disponibles y se reduce la produccion agricola (Haleyur et al.,
2019). Mientras que otra parte del ARA se infiltra verticalmente por la columna del suelo,
donde penetra en los microporos y llega a contaminar aguas subterraneas (Akpabio et al.,
2017). Normalmente se utilizan técnicas quimicas de tratamiento de residuos peligrosos
como el suelo impactado por ARA mediante inyeccion de oxidantes como el O, (ozono),
Na_S,0, (persulfato de sodio) y el KMnO, (permanganato de potasio) que ademas de
costos, causan dafios colaterales ambientales y no recuperan la fertilidad del suelo (Perini
et al., 2020).

Por otro lado, una estrategia de tratamiento eficiente y amigable con el ambiente, de
este residuo peligroso, que asegura la disminucidén del ARA del suelo a una concentracién
inferior a la maxima aceptada por la NOM-138, es la biorremediacion mediante
bioestimulacién (BIS) seguida de la fitorremediacion (FITO). La BIS consiste en la adicion
inicial de una solucion detergente al 0.5% para emulsificar la mezcla insoluble de HICO,
una solucién mineral para inducir la oxidacion del ARA, un extracto fungico crudo para
hidrolizar los HICO aromaticos del ARA y H,0, (perdxido de hidrogeno) al 0.5% como
fuente de O, (oxigeno) para acelerar la mineralizacion del ARA. Luego para eliminar el ARA
remanente del suelo, la fitorremediacion (FITO) mediante Sorghum vulgare que degrada
los HICO en las raices y que se mejora su capacidad al inocularse con hongos filamentosos
oxidantes de HICO como Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger. Los objetivos de este
trabajo fueron: a) bioestimulacién (BIS) de suelo contaminado por 60, 000 ppm de ARA
mediante detergente y solucién mineral, y b) fitorremediacién (FITO) con Sorghum vulgare,
potenciado con Penicillium chrysogenum y Aspergillus niger para decrecer el ARA a un valor
inferior al maximo establecido por la NOM-138.

MATERIALES Y METODOS

Bioestimulacion del suelo contaminado con aceite residual automotriz

El suelo fue colectado de una zona agricola del municipio de Morelia, Mich. EIl ARA
se obtuvo de un taller mecanico automotriz de la ciudad de Morelia, Mich; con el que se
contamind 1 Kg de suelo para obtener una concentracion inicial de 60,000 ppm. Después,
ese residuo peligroso se coloco en Jarras de Leonard. La bioestimulacion se realizé primero
con solucion detergente comercial al 0.5% Roma®, para emulsificar el ARA del suelo [4].
Posteriormente una bioestimulacién cada 3 dias con 18 ml de la solucién mineral (Abed
et al., 2014). Luego se bioestimulo el suelo contaminado dos veces por semana con 8 ml
de una solucién al 0.5% de HZOZ/ kg de suelo, para acelerar la oxidacion del ARA (Abed
et al., 2014). Posteriormente la bioestimulacién con 54 ml de extracto fungico crudo/kg de
suelo, sintetizado por Penicillium chrysogenum, para hidrolizar los HICO aromaticos (Kadri
et al.,, 2017). Para ello el hongo fue inducido por la presencia de lignina con estructura
quimica similar a los HICO aromaticos (Ogeleka et al., 2020). P. chrysogenum, se cultivd
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previamente en un medio de cultivo con lignina residual obtenida de paja de trigo, 10,0g/
L; peptona de soja, 5,09 /L; CuSO,, 0,01 g/L;MgSO,, 1,59 /L;KHPO,, 1,5g/L;K HPO,,
1,5 g/L; NaCl, 0,9 g/ L; extracto de levadura, 1,0 g / L; detergente Roma®, 1%, 2,5 mL;
solucion de oligoelementos 0,001 mL; azul de bromotimol al 0,1%, 10,0 mL. El pH del medio
de cultivo se ajusté a 5,5. Este se incub6 durante 20 dias a 28 ° C con agitacion de 150 rpm
a un pH de 5,5 + 0,2, al final se filtré el extracto crudo de hongos (Baltierra et al., 2016) y
se ajusto el pH a 6,5 + 0,2 antes de afnadirlo para la bioestimulacion del suelo contaminado
por el ARA. La humedad del suelo se ajusté al 80% de la capacidad de campo. Para el
control absoluto, el suelo sin ARA se reg6 con agua potable. La bioestimulacion del suelo
contaminado se realizd durante 60 dias por sextuplicado (n = 6).

Fitorremediacion de un suelo contaminado por aceite de motor usado con
Sorghum vulgar potenciadocon Aspergillus nigery Penicillium chrysogenum

Después de la bioestimulacién del suelo contaminado por ARA, se realiz6 una
fitorremediacion con S. vulgare potenciado con A. niger, P. chysogenum o ambos, durante
60 dias para concluir la biorremediacién. A. niger y P. chysogenum se cultivaron en agar
y medio liquido, dextrosa y papa (ADP) incubados a 30 ° C / 24 h; luego se inocularon 48
semillas de S. vulgare con 5,0 mL de P. chrysogenum o A. niger, 0 en una mezcla de ambos
en relacion 1:1. Esta concentracion de hongos se ajusto a un tubo N ° 1 del nefelometro
de Mc Farland equivalente a 3x108 unidades formadoras de propagulos / mL (UFC / mL)
(Hussein y Joo, 2018). Posteriormente, se sembraron cuatro semillas de S. vulgare en las
jarras de suelo contaminado por ARAy se bioestimularon con una solucion mineral durante
la fitorremediacion. Las variables respuesta fueron la biomasa seca aérea y radical de S.
vulgare a prefloracion.

Determinacion de la concentracion de aceite de motor residual de
bioestimulacién y fitorremediaciénde suelos

La determinaciéon del ARA en suelo después de 60 dias de bioestimulacién y 90
dias de fitorremediacioncon S. vulgare, fue evaluada por Soxhlet (Miyawaki et al., 2018).

Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados estadisticamente con el software
Statgraphics Centurion XVIl'y con Tukey HSD al 0,05% (Walpole, 2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Peso fresco y seco de S. vulgare en la fitorremediacién del suelo

La Tabla 1 presenta el peso fresco y seco de S. vulgare a prefloracion en la
fitorremediacion del suelo impactado por ARA. Se report6 el peso fresco aéreo (PFA) mas
alto de 7.6 g y el peso fresco de la raiz (PFR) de 8.8 g. Mientras que S. vulgare que se
potencidé con P. chrysogenum, dichos valores fueron 5.2 g de PFA 'y 4.1 g de PFR. En
contraste, S. vulgare en el suelo sin ARA mostré 4.8 g de PFA 'y 5.2 g de PFR. Mientras
que S. vulgare con A. nigery P. chrysogenum reportaron el peso seco aéreo (PSA) y el
peso seco de raiz (PSR) méas altos de 1.5 g de PSA 'y PSR. En el caso de S. vulgare con
P. chrysogenum esos valores fueron 1.2 g de PSA y 0.8 de PSR. Mientras que los de S.
vulgare sin ARA, fueron 0.5 de PSA y 0.2 g de PSR. Estos resultados muestran que los
hongos P. chrysogenum y A. niger potenciaron la capacidad de S. vulgare para eliminar
una gran parte de los HICO arométicos del ARA remanente de la BIS, que sugiere que
aumentaron el suministro de nutrientes minerales al sorgo para promover su crecimiento en
el suelo contaminado a través de la produccién de fitohormonas (Prakash y Sheela, 2016).
Al respecto se ha reportado que, a su vez, las raices de plantas como S. vulgare estimulan
la actividad de A. nigery P. chrysogenum para mineralizar los HICO (Otero-Blanca et al.,
2018).

Peso fresco Peso fresco Peso seco Peso seco
g il e E el aéreo (9) de raiz (cm) aéreo (9) de raiz (g)
Control absoluto sin contaminar (irrigado con 4.8% 5.2" 1.1° 0.9°
agua)
Control relativo sin contaminar (alimentado con 4.8° 5.2 1 0.9°
solucién mineral al 100%)
1.8 0.9¢ 0.5¢ 0.2¢

Suelo con ARA bioestimulado + fitorremediado
con Sorghum vulgare

Suelo con ARA bioestimulado + fitorremediado 5.23 412 1.2° 0.8°
con Sorghum vulgare + Aspergillus niger

Suelo con ARA bioestimulado + fitorremediado 2.3¢ 1.8% 0.6¢ 0.5¢
con Sorghum  wvulgare  +  Penicillium

chryosogenum

Suelo con ARA bioestimulado + fitorremediado 7.6% 8.8 1.52 1.52

con Sorghum vulgare + Aspergillus niger +
Penicillium chryosogenum

Tabla 1. Biomasa seca de Sorghum vulgare después de 60 dias de bioestimulaciéon y 60 dias de
fitorremediacion del suelo impactado por aceite residual automotriz.

*Tukey (0.025) Letras distintas = indican diferencia estadistica +
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Determinacion de la concentracion de aceite de motor residual después de la
bioestimulacién yfitorremediacién del suelo

La Tabla 2 muestra la concentracién del ARA después de 60 dias de bioestimulacién
y 60 dias de fitorremediacion del suelo. La concentracion final de ARA en suelo solo
bioestimulado sin fitorremediar fue de 13,057 ppm; lo que indica que fue insuficiente para
que el suelo fuera considerado biorremediado de acuerdo al limite maximo permisible
establecido por la NOM-138. El suelo bioestimulado y fitorremediado con S. vulgare sin
inocular mostr6 una disminucion de 13,057 ppm a 4,143 ppm. Mientras que el suelo
bioestimulado y fitorremediado con S. vulgare potenciado por A. niger y P. chrysogenum
redujo el ARA a 3,890 ppm. Mientras tanto, suelo bioestimulado y fitorremediado con S.
vulgare potenciado por P. chrysogenum a 3317, y el suelo bioestimulado y fitorremediado
con el sorgo potenciadocon A. niger mostré la mayor disminucion del ARA hasta 2,649 ppm,
todas las concentraciones anteriores, fueron inferiores al maximo permisible por la NOM-
138, lo que considera al suelo recuperado. Lo anterior se debe a que con la bioestimulacion
del suelo impactado por ARA mediante detergente emulsificé el ARA (Mao et al., 2015;
Shah et al., 2016), mientras que la solucion mineral restablecio la relacion C: N (Alexander,
1977), seguido del H202, (peroxido de hidrégeno) que aceleré la oxidacién del ARA (Mariano
et al., 2007); complementariamente con el extracto fungico que se sugiere hidrolizo los
HICO aromaéticos y que el control de la humedad al 80% aumento la disposicion de O,
lo que en conjunto permitid que los microorganismos mineralizaran una parte del ARA.
Posteriormente la fitorremediacién del suelo con S. vulgare inoculado con A. niger, promovid
el crecimiento del sorgo y aumenté la mineralizacién del ARA (Izinyon y Seghosime, 2013).
Se ha registrado que los hongos utilizan los HICO como fuente de carbono y energia
y los asimilan en la biomasa fungica. Ademas, las membranas celulares de los hongos
son permeables a muchos contaminantes organicos como los HICO y estos pueden
ser degradados por enzimas intracelulares como citocromo P450 (Ostrem Loss y Yu
2018) y nitrorreductasas (Tripathi et al. 2017), hasta llegar a compuestos organicos mas
simples, seguidos de un metabolismo posterior como la b-oxidacion y la entrada en el
ciclo del acido tricarboxilico (Varjani, 2017). Por lo anterior, el suelo impactado por el ARA
fue recuperado de acuerdo con la NOM-138 en untiempo relativamente corto, y sin causar
danos colaterales, comparado con otras técnicas de tratamiento de residuos peligrosos.
Mientras que el suelo control negativo mostré un ligero decremento a 45003 ppm de ARA,
donde segun lo informado por Agnello et al., 2016, la falta de nutrientes por bioestimulaciéon
y fitorremediacion impidié que los microorganismos mineralizaran la mayor parte del ARA.
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. Aceite residual automo- | Porcentaje de minerali-
SISO EENITECD 227 Al triz remanente (ppm) zacion (%)

Control negativo (sin bioestimular) 45003" 24,9"

Bioestimulacion 13057¢° 78,2°
41439+ 93 d*+

Bioestimulacién + fitorremediacién con Sorghum vulgare

Bioestimulacion + fitorremediacion con Sorghum vulgare 2649+ 95,52

+ Aspergillus niger

Bioestimulacién + fitorremediacion con Sorghum vulgare 3317°+ 94 ,4v+

+ Penicillium chryosogenum

Bioestimulacién + fitorremediacion con Sorghum vulgare 3890¢°+ 93,5¢+

+ Aspergillus niger + Penicillium chryosogenum

Tabla 2. Aceite residual automotriz después de 60 dias de bioestimulacién y 90 dias de fitorremediacion

*Tukey (0.025) Letras distintas = indican diferencia estadistica + = valores por debajo de lo permitido
por la NOM-138.

CONCLUSIONES

El biotratamiento de suelo impactado por ARA como residuo peligroso a través de la
BIS y FITO, es una técnica eficiente y ambientalmente segura que devuelve la fertilidad del
suelo, a diferencia de los tratamientos de residuos peligrosos comunes.
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