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RESUMEN. Después de su uso, el aceite lubricante adquiere concentraciones elevadas
de metales pesados por el desgaste del motor y por contacto con combustibles. Al hablar
de contaminacién por metales hay que considerar la forma o especie quimica bajo la que
se encuentra, ésta va a influir decisivamente en su distribucién en el suelo. La toxicidad
por ingestion excesiva de zinc es rara, pero se han informado molestias gastrointestinales
y diarrea después de ingestion de bebidas que permanecieron en latas galvanizadas, o
por uso de utensilios galvanizados. El objetivo de este trabajo fue determinar la remocion
de zinc por el hongo de la pudricion blanca Pleurotus ostreatus en suelos afectados con
aceite automotriz usado en la ciudad de Durango, Dgo. El hongo de la pudricion blanca
Pleurotus ostreatus B4 M1 DNA removié de suelos contaminados con aceite automotriz
usado (AUU) removid, después de 15 dias, el 34% de la concentracion inicial Zn, que fue
1943.835mg/Kg de suelo, y el 46.3% a los 30 dias. La remocion de zinc se puede
acrecentar, si se manipulan los parametros de humedad, tamafio del inoculo y especie o
variedad del hongo Pleurotus sp y considerar la susceptibilidad del hongo a la toxicidad
del contaminante.
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ABSTRACT. After use, the lubricant oil acquires high concentrations of heavy metals due
to engine wear and to contact with fuels. Speaking of metal pollution must be considered,
the form or chemical species under which they are to be found, this is going to influence
their distribution in the soil. The toxicity of zinc is too rare but it has been reported
gastrointestinal upset and diarrhea after ingestion of drinks remained in galvanized cans or
use of galvanized utensils. The objective of this study was to determine the removal of zinc
by the white rot fungus Pleurotus ostreatus in soil affected with car used oil in the city of
Durango, Dgo. The white rot fungus Pleurotus ostreatus B4 M1 DNA removed, after 15"
day, from contaminated soils 34% of the initial concentration of Zn (1943.835mg/Kg soll),
and 46.3% at 30 days. The removal of zinc can be increased according to conditions of
moisture, inoculums size, and species or variety of Pleurotus sp.
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El parque automotriz mundial genera alrededor del 65% del total de aceite usado
generado, mientras que el restante 35% es de origen industrial (EPA 1991). La
denominacion aceite usado comprende a los aceites de origen mineral, que durante el uso
perdieron sus propiedades caracteristicas, volviéndose inapropiados para continuar su
utilizacion con el mismo propésito. Comprenden a los aceites lubricantes de motores (de
vehiculos y maquinas industriales), los fluidos hidraulicos y de transmision.

Después de su uso, el aceite lubricante adquiere concentraciones elevadas de metales
pesados producto principalmente del desgaste del motor o maquinaria que lubrico y por
contacto con combustibles. Ademas, se encuentran con frecuencia solventes clorados en
los aceites usados, provenientes principalmente por contaminacién durante su uso
(reaccién del aceite con compuestos halogenados de los aditivos). La presencia de
hidrocarburos aroméaticos, solventes clorados, junto con altas concentraciones de algunos
metales pesados constituyen la principal preocupacion de los aceite usados (Benavente,
G. 1999.).

Se llama metal pesado a aquel elemento metalico que presenta una densidad superior a
5g/mL, aunque para efectos practicos en estudios medioambientales se amplia esta
definicion a todos aquellos elementos metélicos o metaloides, de mayor o menor
densidad, que aparecen comunmente asociados a problemas de contaminacién. Algunos
de ellos son esenciales para los organismos en pequefias cantidades, como el Fe, Mn,
Zn, B, Co, As, V, Cu, Ni o Mo, y se vuelven nocivos cuando se presentan en
concentraciones elevadas, mientras que otros no desempefian ninguna funcién biolégica
y resultan altamente téxicos, como el Cd, Hg y Pb.

La toxicidad por ingestién excesiva de zinc es rara, pero se han informado molestias
gastrointestinales y diarrea después de ingestién de bebidas que permanecieron en latas
galvanizadas, o por uso de utensilios galvanizados. Con todo no se han observado
pruebas de toxicidad hematoldgica, hepatica o renal en individuos que ingirieron hasta 12
g de zinc elemental durante un periodo de 12 dias.

En lo que refiere a la exposicion industrial, la fiebre por humo de metal originada por la
inhalacién de humos de zinc representa el efecto mas importante. Este trastorno se han
relacionado a la inhalacién de humos de oxido de zinc, pero pueden observarse en la
inhalacién de humos de otros metales (Klassen, & Watkins, 2001).

Al hablar de contaminacién por metales hay que considerar, la forma o especie quimica
bajo la que se encuentra, es decir, su especiacion, esta va a influir decisivamente en su
distribucién en el suelo, condicionando su solubilidad, su movilidad en el suelo y las aguas
superficiales y subterrdneas, su biodisponibilidad y toxicidad, por tanto, su
comportamiento como contaminante potencial (Mulligan, et al., 2001).

Las plantas y los microorganismos (bacterias hongos y algas) del suelo también pueden
interaccionar con los metales mediante mecanismos de extraccion, estabilizacion,
biosorcion, bioacumulacion, biomineralizacion y biotransformacion (Lloyd and Macaskie,
2000). Diversas investigaciones han mostrado que los hongos de la pudricién blanca (PB)
ademas de biorremediar espacios contaminados con hidrocarburos, tienen la capacidad
de acumular en su estructura celular diferentes metales pesados, siempre que no
rebasen sus limites de tolerancia. Los hongos de PB a través de su micelio pueden
concentrar metales presentes en el sustrato donde se desarrollan. Gadd, et al., (2002.).
El crecimiento de Daedalea quercina, en medios que contenian cantidades equimolares
de metales de Zn, Cu y Pb, las concentraciones de estos iones metalicos disminuyeron
en un periodo de 30 dias (Gabriel, et al., 1996).

Sanglimsuwan, et al. (1993). Evalué el crecimiento de Pleurotus ostreatus durante 7 dias
en medios de cultivo papa- dextrosa que contenian 5mM de Cu y Zn, el hongo acumulo
10upg/g en peso seco de Cu y 5ug/g de peso seco de Zn. El objetivo fue determinar la
remocion de zinc por el hongo de la pudricién blanca Pleurotus ostreatus en suelos



afectados con aceite automotriz usado en la ciudad de Durango, Dgo. Por lo anterior se
procedié a evaluar la micorremocién con el hongo Pleurotus sp de zinc en suelos
contaminados con aceite usado automotriz, en Durango, Dgo., México.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. El muestreo se hizo en un taller mecanico ubicado en la ciudad de Durango,
que carece de techo y piso. La muestra se tomo en el area de mayor contaminacion
aparente (mancha de aceite en suelo), esta fue de aproximadamente 8 a 9 Kg., a 20 cm.
de profundidad, con un area de 50x40cm. (Figura 1) de igual forma se muestreo en un
terreno baldio contiguo sin afectacion (aproximadamente a 50 metros del taller mecanico).
Las muestras fueron llevadas al laboratorio para su preparacion y andlisis
correspondientes.

Figura 1. Suelo contaminado con AAU

Determinacion de zinc. El analisis de zinc (Zn) se realizo con apego a lo establecido en
la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Se pesaron 0,250 g de las muestras, estas se
vaciaron en vasos de precipitados y se agregaron 7mL de acido nitrico y 3mL de &cido
clorhidrico por muestra, dentro de una campana de extraccion las muestras con acido se
llevaron a calentar hasta reducir su volumen hasta 1 a 2mL Reducido el volumen, se
agrega la misma cantidad de &cidos llevando de nuevo a la parrilla de calentamiento
tapando en esta ocasion los vasos con vidrios de reloj, los vasos se retiraron de las
parrillas cuando contenian un volumen aproximado de 1 a 2mL y se dejaron enfriar, ya
frios se agregaron 10mL de HCI 1:1, mas 15mL de agua destilada calentando de nuevo
en la parrilla por 10 minutos, hecho esto, se enfriaron para su filtrado, con papel filtro
Whatman N° 40 y se aforaron a 100mL, esta solucién es la que contiene los metales
extraidos de las muestras del suelo lista para su analisis con el Espectrofotometro de
Absorcion Atomica (Perkin ElImer modelo Series 200 ).Tomando una alicuota de 1mL de
cada una de las soluciones digeridas y depositandolas en cubetas plasticas de 1mL, estas
se colocaron en el equipo de espectrofotometria de absorcion atémica, para su andlisis,
previa calibracion del equipo.

Bioensayo. En matraces de 500mL, previamente esterilizados, se les afiadieron
cantidades conocidas de suelo, agua, e inoculo en semilla de sorgo, y se homogenizaron
para obtener un favorable desarrollo del micelio, en cada una de las unidades
experimentales variando el contenido de cada uno de los tres factores mencionados
(agua, suelo, inoculo). Preparadas las unidades experimentales y cada una se le coloco
un tapén de algoddn estéril para evitar su contaminacion con otro agente extrafio y



también permitir el intercambio de gases. Se incubaron a temperatura ambiente, en
condiciones de oscuridad. Se tomaron muestras de cada una de las unidades
experimentales de los tratamientos a los 0, 15 y 30 dias, para determinar el contenido de
Zn.

El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial 3 x 3 x 3 para
un total de 27 tratamientos (Tabla 3), el factor a corresponde a los tiempo(0, 15 y 30 dias)
el factor b corresponde a las tres diferentes cantidades de agua presente en los matraces
para mantener condiciones de humedad diferentes(65, 75 y 85mL), el factor c
corresponde a las tres diferentes concentraciones de inoculo(6.25, 25 Y 62.5g) con dos
repeticiones de cada tratamiento, para un total de 54 unidades experimentales (Figura 2 y
Tabla 1).

Figura 2. Unidades experimentales

Tabla 1.- Distribucion de los tratamientos del bioensayo.

Tratamiento Condicién Factor (a) Factor (b) Factor (c)
tiempo (dias) humedad (mL) in6culo(g)

TO SSA 0 0 0
TO1 SCA 0 0 0
Tip SCA 0 65 6.25
T2p SCA 0 65 25
T3p SCA 0 65 62.5
Tdp SCA 0 75 6.25
T5p SCA 0 75 25
Tép SCA 0 75 62.5
T7p SCA 0 85 6.25
T8p SCA 0 85 25
T9p SCA 0 85 62.5
Tib SCA 15 65 6.25
T2b SCA 15 65 25
T3b SCA 15 65 62.5
T4b SCA 15 75 6.25
T5b SCA 15 75 25
Téb SCA 15 75 62.5
T7b SCA 15 85 6.25
T8b SCA 15 85 25
T9b SCA 15 85 62.5

Tib SCA 30 65 6.25



T2b SCA 30 65 25

T3b SCA 30 65 62.5
T4b SCA 30 75 6.25
T5b SCA 30 75 25

T6b SCA 30 75 62.5
T7b SCA 30 85 6.25
T8b SCA 30 85 25

T9b SCA 30 85 62.5

SSA= Suelo sin aceite, SCA= Suelo con aceite, Factor a: tiempo, 0,15, 30 dias. Factor b:
humedad. 65, 75,85 mL. Factor c: inoculo, 6.25, 25, 62.5 g

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la remocion de Zn fue de 7.25 a 28.47 % a 15 dias de los
tratamientos, siendo T1 el menor y T6 el mayor remocion respectivamente. A 30 dias, T9
presento un 46.3%, seguido de T3 44.4% y T6 43.9% de remocidn respectivamente, en
contraparte T4 presento 23% (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién de los tratamientos de acuerdo a su concentracion y % de remocién de Zn.

Remocion Remocion Remocion
Tratamientos 0 dias (%) 15 dias (%) 30 dias (%)
0 dias 15 dias 30 dias

TO 284.512 0 284.512 0 284.512 0

TO1 1943.835 0 1943.835 0 1943.835 0

T1 1943.835 0 1802.278 7.25 1395.893 28.18
T2 1943.835 0 1567.353 19.36 1142.707 41.21
T3 1943.835 0 1401.686 27.89 1080.301 44.42
T4 1943.835 0 1614.092 16.96 1496.064 23.03
T5 1943.835 0 1723.286 11.34 1097.576 43.53
T6 1943.835 0 1389.11 28.47 1089.77 43.93
T7 1943.835 0 1792.439 7.78 1361.157 29.97
T8 1943.835 0 1636.118 15.83 1225.751 36.94
T9 1943.835 0 1529.273 21.32 1043.834 46.30

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante una ANAVA, con el programa
estadistico COSTAT 3.0. La variable independiente fue la concentracion de Zn. Los
tratamientos mostraron diferencias altamente significativas (***) para el factor a, c y la
interaccién a*c, significativas (*) para la interaccion a*b*c y finalmente no significativa (ns)
para el factor b, interacciones b*c, y a*b, La tabla 3 muestra los resultados de dicho
andlisis (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de varianza factorial (ANAVA) en los efectos de a, b, ¢ y sus interacciones.

Principales efectos Gl CM P ns

Tiempo (a) 2 2383270.4932 .0000 e
Humedad (b) 2 2601.4070528 .6700 ns



Inoculo (c) 2 240549.65194 .0000 K

Interaccién
b*c 4 5878.6968053 4675 ns
a*c 4 69695.617329 .0000 ok
a*b 4 6816.4887056 .3930 ns
a*b*c 8 17420.144014 .0240 *
Error 27 6400.5716027

Gl: grados de libertad, CM: cuadrados medios, p: niveles de significancia, ns no significativo, ***
altamente significativo, * significativo

La prueba de discriminacién entre medias de Duncan, para el factor a mostré6 que los
tratamientos a los 30 dias, presentaron mayor remocion de Zn, seguidos por el tiempo 15
dias, finalmente cero dias con menor eficiencia. En tanto el factor b no presenta
diferencias estadisticas en las tres concentraciones establecidas de humedad. El factor ¢
mostrd que los tratamientos con inoculo de 62.5g presentaron mayor remocion de Zinc,
seguido del inoculo de 25g y finalmente el de 6.25g con menor eficiencia. En la tabla 3, se
muestra su distribucion en este aspecto.

Tabla 3. Tabla resumen de la prueba de Duncan para los factores a y ¢ para el Zn, nivel de
significancia 0.05.

Factor a
Tratamiento Media Repeticion Intervalos de no
significancia

3 1217.00305556 18 a

2 1612.014 18 b

1 1943.835 18 o
Factor c

3 1480.9415 18 a

2 1580.4773889 18 b

1 1711.4331667 18 c

DISCUSION

Sanglimsuwan et al. (1993) evalué el crecimiento de Pleurotus ostreatus durante 7 dias en
medio de cultivo papa dextrosa (PDA), que contenia 5mM de Cu y Zn, P. ostreatus y
acumulo 10pg/g peso seco de Cu y 5ug/g de peso seco de Zn. Para medios que
contenian 3mM de Cd, el hongo acumul6 20ug/g de Cd. De acuerdo a lo anterior el hongo
de la pudricion blanca Pleurotus ostreatus B4 M1 DNA en suelos contaminados con AUU
removié un 34% de la concentracion inicial de 1943.835mg/Kg de Zn a los 15 dias y un
46.3% a los 30 dias. En comparacién con el trabajo Velmurugan et al, (2010) donde logro

la biorremocién de Zn de 30 a 60% para biomasa muerta, seca y viva de Fusarium sp.



Por lo anterior los resultados obtenidos con el hongo Pleurotus ostreatus B4 M1 DNA
muestran indices de remocion aceptables de Zn del suelo contaminado con AUU en
condiciones apropiadas de temperatura, humedad, tipo de suelo, tamafio de inoculo,
concentracion. De acuerdo con Kapoor et al., (1999) donde mencionan que la eficiencia
de biorremocién puede ser incrementada al manipular la biomasa microbiana en
diferentes condiciones fisicas y quimicas, de ahi que la remocion de zinc se pueda
acrecentar, si se manipulan los pardmetros de humedad, tamafio del inoculo y especie o
variedad del hongo Pleurotus sp y considerar la susceptibilidad del hongo a la toxicidad

del contaminante,
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