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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de diferentes estrategias de tratamiento de biorremedia-
cién de suelos cronicamente contaminados con hidrocarburos, mediante la utilizacion de compost agotado
de hongos. Fueron disefiados microcosmos con el agregado de 10, 20 y 50 % p/p de compost agotado  y
un tratamiento control correspondiente a la atenuacion natural, los cuales se monitorearon durante 90 dias.
La utilizacion del compost de agotado sobre los suelos a tratar, produjo un aumento significativo del
recuento de bacterias totales y bacterias degradadoras dando lugar a una disminucion en el contenido de
los hidrocarburos totales comparado con el tratamiento control. De esta manera, se logré remover hasta
90% de hidrocarburos totales a los 60 dias de tratamiento.

PALABRAS CLAVE: COMPOST AGOTADO DE HONGOS - HIDROCARBUROS - BIORREMEDIACION -
MICROCOSMO

Abstract

The aim of this work was to evaluate the feasibility of different bioremediation treatment strategies for the
treatment of soils chronically contaminated with hydrocarbons, using spent mushroom compost. Micro-
cosms were designed with the addition of 10, 20 and 50 % w/w of spent compost and a control treatment
corresponding to natural attenuation, which were monitored for 90 days. The addition of this industrial
waste on the soils produced a significant increase in the total bacterial and degrading bacteria counts, lea-
ding to a decrease in the total hydrocarbon content when compared to the control treatment. In this way,
up to 90% of total hydrocarbons, after 60 days of treatment were removed.

KEYWORDS: SPENT MUSHROOM SUBSTRATE - HYDROCARBONS - BIOREMEDIATION - MICROCOSMS


mailto:dconde@frd.utn.edu.ar

(7]
()
c

i)
o
o
[
>
o
=
o

=2
=

=)
o
©

.2

=
7]
[
>

=
=
5y
=}

E=]
Q
=

S
=
[19]

Qo

=
=

<
an]

o

L

G
[}

©
o

Ee]
©
o
=2
@
(=]

o
>
c

h=}
o
©

2
=
7]
[
>

=
@

o
c

h=]
o
(]

2

o
S

(o

1

0

L

=2

o

(©]

(@]

L

>

o

o

(o

Introduccion

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencion a nivel
mundial, debido a que parte de sus constituyentes pueden ser empleados como materia
prima para generar diversos productos de interés. La busqueda de materias de bajo costo y
facil adquisicion que puedan ser utilizados en bioprocesos constituye uno de los retos mas
interesantes de la biotecnologia actual. Ademas de la importancia econémica que ello su-
pone para la produccién de productos de mayor valor agregado (enzimas, proteina unicelu-
lar, pigmentos, antibidticos, etc.), lautilizacion de residuos agroindustriales tiene incidencia
en lapreservacion del medio ambiente, al considerar el desarrollo de tecnologias orientadas
hacia una transformacion sustentable de los recursos naturales (Chundawat et al., 2011;
Erikson et al., 2012; Gallegos et al., 2016). En este sentido, existe la necesidad de atender,
de una manera ambientalmente responsable, la disposicion final de los residuos que ya no
pueden ser reutilizados, tomando como base el marco regulatorio vigente, para evitar que
se conviertan en contaminantes de suelos y aguas, incluidas las subterraneas.

Este trabajo se desarrolla en el contexto de las problematicas medioambientales del cor-
redor agroindustrial del nordeste de la Provincia de Buenos Aires. Como es el caso de los
pasivos ambientales generados de la actividad industrial de los Gltimos 100 afios (Laborde,
etal. 2013), tales como sitios cronicamente contaminados con hidrocarburos originados de
la presencia de la industria petroquimica en laregién.

Latendencia para descontaminar sitios es emplear tecnologias amigables con el ambiente
como ocurre con la biorremediacion, la cual resulta simple y econdmica. El propésito de
la biorremediacion es potenciar los procesos naturales de biodegradacion mediante la op-
timizacion de los parametros limitantes del sistema (Ossai et al., 2020). Estos procesos de
degradacion incluyen la mineralizacién o transformacion de los contaminantes en formas
menos tdxicas por la accion de los microorganismos. La eficacia de la biodegradacion de
un contaminante puede verse limitada por la cantidad de las comunidades microbianas
degradadoras y la naturaleza del medio contaminado, tales como la presencia de nutrientes
organicos que puedan afectar al crecimiento microbiano y al metabolismo del compuesto
en cuestién (Singh, et al., 2008).

Frente a esta situacion, suelen abordarse dos estrategias de biorremediacion, la técnica de
bioaumento y la técnica de bioestimulacion. La primera consta en la inoculacion de micro-
organismos que aportan funciones metabdlicas para aumentar la velocidad y el grado de
biodegradacion de los contaminantes, mientras que la segunda consiste en incrementar la
actividad de los microorganismos autéctonos por medio de la adicion de nutrientes o sus-
tratos para potenciar la velocidad de degradacion de los contaminantes en un sitio.

El uso de residuos agroindustriales que aportan nutrientes, como nitrégeno, fésforo y pota-
sio, contribuyen a resolver el problema de la limitacion de nutrientes en los sitios contami-
nados (Limetal.,2016). Losresiduos organicos inciden sobre laestructuray la fertilidad del
suelo al afiadir nutrientes esenciales, mejorando propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
de los suelos (Azubuike etal., 2016). Anteriormente se reportaron resultados prometedores
de biorremediacién mediante el uso de residuos agro-industriales como bagazo de cafia de
azlcar, residuo de maiz, cascara de banana, grano de cebada agotado, cascara de zanaho-
ria, incluido el compost agotado de hongos (CAH) (Molina Barahona et al., 2004; Abioye
etal., 2010; Di Gregorio et al., 2016; Hamoudi-Belarbi et al., 2018). La industria produc-
tora de setas comestibles, como Agaricus bisporus y A. bisporus var brunnescens, genera
grandes cantidades residuos de compost agotado, dado que a partir de la produccion de 1
kg de setas pueden generarse 5 kg de compost agotado. EI compost suele estar compuesto
por una mezcla compostada de paja de trigo y estiércol de caballo, con el agregado de otros
residuos como grano de cebada agotado. Luego de agotado para la produccion de hongos,
aun contiene altos niveles de nutrientes, como nitrogeno, fésforo, potasio, unaampliagama
de oligoelementos, enzimas y vitaminas, los cuales pueden ser aprovechados en un nuevo
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bioproceso (Ahlawat et al., 2010; Marin Benito et al., 2016; Leong et al. 2022).

El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia del agregado del CAH en la biodegra-
dacion de hidrocarburos de suelos cronicamente contaminados. Tanto el compost agotado
de hongos como el suelo contaminado con hidrocarburos provienen de dos industrias que
coexisten en la region de estudio.

Parte experimental
Caracterizacion del suelo y del compost agotado de hongos

El suelo contaminado con hidrocarburos fue tomado dentro del predio de la refineria
RHASA (34°10" 5.1” S, 58°56” 23" W). La muestra fue tomada de la capa superficial
(hasta 20 cm de profundidad) y se tamiz6 con una malla de 10 mm. El analisis del tamafio
de las particulas se realiz6 mediante una combinacion de tamizado en himedo (arena) y
sedimentacién (limo y arcilla) (Gee y Baude, 1986).

EICAHdeA.bisporusvarbrunnescensseobtuvode unaindustriaproductoradehongosdela
zona, ubicada a 30 km de la refineria. Dicho compost estaba compuesto por paja de trigo,
estiércol de caballo y grano de cebada agotado (proveniente de la industria cervecera).

Tanto en el suelo como en el CAH se determiné el contenido de agua por gravimetria
secando las muestras a 105°C hasta peso constante. EI pH se midié sobre una mezcla de
muestra-agua (1:2) después de 30 min de reposo, empleando un pH-metro.

Disefio de microcosmos

El suelo contaminado con hidrocarburos se dispuso en frascos cilindricos de vidrio (60 mm
de didmetro y 360 ml de volumen), cada uno de los cuales contenia 200 g de mezcla. Se
llevaron a cabo 4 tratamientos segun se indica en la Tabla 1. Cada condicion se realizé por
triplicado. Los frascos se mantuvieron a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 90 dias.
El contenido de cada sistema se mezcld asépticamente cada 15 dias y se control6 la hume-
dad (min. 35 %) mediante la adicion de agua cuando fue necesario. Se tomaron muestras
cada 30 dias, sobre las cuales se determind, la temperatura, el pH, la actividad biolégicay
la concentracion de hidrocarburos totales (HT) (Conde Molina et al., 2019).

Tabla 1. Sistemas de microcosmos

Sistema Condicion

C Control atenuacion natural

B10 Biorremediacioén con 10 % p/p de CAH
B20 Biorremediacion con 20 % p/p de CAH
B50 Biorremediacién con 50 % p/p de CAH

Actividad biol6gica

Se colocd 1 g de muestra en 10 ml de NaCl 0,9% estéril, y luego se realizaron diluciones
seriadas. Las mismas fueron sembradas en placas de Petri conteniendo por un lado agar-
LB, parael recuento de bacterias heterotroficas aerobias totales (BHAT); y por otro lado en
placas con agar-MSM suplementado con una mezcla de hidrocarburos como Unica fuente
de carbono, para el recuento de bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH). Todas
las placas se incubaron a 25°C, durante 2 dias para el recuento de BHAT y durante 5 dias
para el recuento de BDH. Los resultados del recuento fueron expresados como unidades
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formadoras de colonias por gramo de peso seco (UFC/ g).
Determinacion de hidrocarburos

Para la cuantificacion de hidrocarburos, las muestras fueron tratadas con diclorometano y
el extracto se analizé mediante un cromatégrafo gaseoso GC-2010 Plus (Shimadzu, Corp.,
Japon) seguin Conde Molina et al. 2019. Las concentraciones de HT se determinaron medi-
ante el uso de los estandares 50.16.512 Gravimetric Standard DHA Classis (PAC) y Alcanes Mix
C8-C40 (Accustandard).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el software Statgraphics Centurion XVII (Statpoint
Technologies, EE.UU.). Las diferencias significativas se determinaron a p < 0,05 mediante
el analisis de la varianza (ANOVA) y la prueba HSD de Tukey.

Resultados y discusion

La caracterizacion inicial del suelo empleado en este estudio presenté una textura franco-
arenosa (8,6% de arcilla, 16,1% de limo y 75,9% de arena). Se determind el contenido de
agua de 38,5+ 0,6 % y el pH de 7,96 + 0,05. Este suelo mostrd una concentracion inicial
de 8.376 £ 283 mg/kg de HT. En Argentina el Decreto reglamentario 831/93 de la Ley
Nacional 24.051/91 de Residuos Peligrosos no establece niveles guia de calidad para
concentraciones de HT en suelo, por lo que se consideran los valores de intervencion de
la Politica de Suelo de Holanda. Por lo tanto, teniendo en cuenta la Norma Holandesa, la
concentracion de HT del suelo en estudio se encuentra por encima de la concentracion
establecida de intervencion (5.000 mg/kg). Es por tal motivo que se presenta la necesidad
de realizar estudios tendientes a la remediacion del sitio.

Con respecto al CAH utilizado en este estudio, presenté 48,7 + 0,9 % de contenido de agua
y 8,02 £ 0,04 de pH. Es importante destacar que el CAH empleado en los microcosmos
no tuvo un proceso de acondicionamiento, es decir que se aplicé fresco tal cual sali6 de la
industria productora de hongos. De esta manera, se pretende conocer el potencial la apli-
cacion del mismo como estrategia de remediacion, evitando costos de acondicionamiento.
A partir del monitoreo de los ensayos de los microcosmos se observé que latemperatura
promedio del suelo fue 23,9 £ 4,2 °C durante el experimento. La humedad inicial fue
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Fig. 1. Determinacion de humedad en los sistemas C (atenuacién natural); B10, B20 y B50
(biorremediacién con CAH al 10, 20 y 50 % p/p respectivamente) durante el ensayo de
microcosmos
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38,21; 42,38; 43,25 y 48,35 % para C, B10, B20 y B50, respectivamente. Esto indica que
el CAH aport6é humedad al inicio del ensayo, ya que en los sistemas B10, B20 y B50 se
mantuvo la humedad por encima del 35 % y no requirié el agregado de agua durante los
120 dias. En cambio, al sistema C se le adicion6 agua con el fin de mantener todas las
condiciones con humedad mayor a 35%.

Debido a su composicion, se considera al CAH un residuo que contribuye a mantener las
propiedades fisicas e hidroldgicas del suelo, ya que disminuye la densidad aparente y
aumenta la capacidad de retencién de agua (Marin Benito et al., 2016). En la Figura 1 se
puede observar este efecto mediante las curvas de humedad.

En el caso de la medicion del pH, se observé que todos los sistemas presentaron un pH
inicial sin diferencias significativas (p>0,05). Sin embargo, a los 30 dias, los sistemas B10,
B20y B50 mostraron valores (7,60; 7,57; 7,47 %) inferiores al sistema C (7,78 %). Al final
del ensayo en todas las condiciones se registraron valores de pH similares (p>0,05) (Figura
2), obteniéndose un valor promedio de 7,15 + 0,05. Este valor de pH es similar a los re-
portados anteriormente en ensayos de atenuacién natural realizados con este suelo (Conde
Molinaet al., 2019). Otras publicaciones han mostrado que los tratamientos de suelos con
CAH presentaron un pH mas bajo que los tratamientos controles, atribuible al uso de
CAH con un pH inicial &cido (4-6), y también, debido a la produccién de cidos organicos
secretados por los hongos vivos enel compost (Wangetal., 2016; Douglasetal., 2020). Este
ultimo efecto podria ser el que se observa a los 30 dias, aunque luego a los 60 y 90 dias se
observa que la actividad microbiana amortigua este efecto. Por otro lado, se considera que
el CAH puede subir el pH de los suelos cuando en su contenido tiene cal (Okerentugba et
al., 2015). En este trabajo el agregado de CAH no llegd a generar este tipo de cambio del
pH ya que originalmente el suelo y el CAH presentaron un pHsimilar.

La actividad microbiana de los microcosmos mostré que los recuentos de BHT aumen-
taron un orden de magnitud en todos los sistemas a lo largo del ensayo, obteniéndose 1,52
x 10% 5,05 x 10°% 7,00 x 10°y 9,02 x 10° UFC/g para C, B10, B20 y B50, respectivamente,
a los 90 dias. Sin embargo, se observo que inicialmente los sistemas B10, B20 y B50 pre-
sentaron mayores recuentos de BHAT que C (p<0,05) (Figura 4). Esto se atribuye a que el
CAH aporta carga microbiana (Ribas etal., 2009). Los valores de BAHT obtenidos de B10,
B20 y B50 se mantuvieron superiores a C a lo largo de todo el ensayo.

8,2
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0 30 60 90
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Fig. 2. Determinacion de pH en los sistemas C (atenuacién natural); B10, B20 y B50 (biorre-
mediacidon con CAHal 10, 20y 50 % p/p respectivamente) durante el ensayo de microcosmos
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Fig. 3. Recuentos de bacterias heterotrofas aerdbicas (BHAT) en los sistemas C (atenuacidn
natural); B10, B20 y B50 (biorremediacién con CAH al 10, 20 y 50 % p/p respectivamente)

durante el ensayo de microcosmos
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Fig. 4. Recuentos de bacterias degradadoras de hidrocarburos (BDH) en los sistemas C
(atenuacion natural); B10, B20 y B50 (biorremediacién con CAH al 10, 20y 50 % p/p res-

pectivamente) durante el ensayo de microcosmos

Por otro lado, siendo que B50 fue el sistema con mayor contenido de CAH, tuvo los mayo-
res recuentos de BAHT desde el inicio hasta los 30 dias; luego fueron similares entre B10,

B20 y B50 hasta el final del experimento.

Los recuentos de las BDH mostraron un comportamiento similar al de las BHAT (Figura
4).Enelinicio del experimento los tratamientos B10, B20 y B50 mostraron valores de BDH
(1,26 x 107; 1,82 x 107y 2,10 x 10" UFC/g) significativamente superiores a C (3,08 x 10°
UFC/g) (p<0,05). Esto indicaria que una poblacion de bacterias degradadoras de hidro-

carburos se encuentra presente en el CAH (Zhou et al., 2020).

16


http://www.frba.utn.edu.ar/investigacion/proyecciones

D. C. MOLINA, et al. Revalorizacion del compost agotado de hongos... Proyecciones, Vol.20 Ne.1, Abril de 2022

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Degradacién de HT (%)

0 30 60 90
Tiempo (dias)

—+—C —8—-B10 —4—B20 —#—B50

Fig. 5. Degradacion de HT en los sistemas C (atenuacion natural); B10, B20y B50 (biorreme-
diacion con CAH al 10, 20y 50 % p/p respectivamente) durante el ensayo de microcosmos

Alolargo del ensayo, los recuentos de las BDH aumentaron significativamente (p<0,05) en
todos los tratamientos. Al finalizar el ensayo (90 dias) los valores de los sistemas B10, B20y
B50 (2,12 x 108; 2,78 x 10% y 6,06 x 108 UFC/g) resultaron significativamente superiores a
C (9,50 x 10" UFC/g) (p<0,05).

Las curvas de degradacion de HT confeccionadas a partir de los resultados obtenidos de
la técnica de cromatografia gaseosa se muestran en la Figura 5. Los datos se muestran en
porcentaje de degradacién, ya que al comienzo del ensayo los sistemas presentaron diferen-
cias en la concentracion de HT, debido a que en las mezclas con CAH ocurri6 un efecto
de dilucion de los HT.

Se observé que los sistemas B10, B20 y B50 presentaron mayores porcentajes de degra-
dacién de HT con respecto a C (p<0,05) durante todo el periodo del experimento. A los
30 diasen B20y B50 se obtuvo 76,3y 77,1 % de degradacién de HT, mientras que en B10
fue 62,3 % y en C fue 50,6 %. En cambio, a los 60 dias, los tres sistemas B10, B20 y B50
mostraron un alto desempefio en la degradacion de HT (88,0; 86,8 y 90,4 %) con respecto
a C (59,5 %). De esta manera el aporte de CAH logré obtener un suelo con HT por debajo
de 1000 mg/kg, acorde a la reglamentacién Norma Holandesa, en un periodo de 60 dias.
Al final del experimento (90 dias) los sistemas con CAH lograron una remocién de HT del
90 %, frente al 72,2 % que se obtuvo en la atenuacion natural (Figura 6).

El alto grado de degradacion de HT que se observo con el agregado de CAH en compara-
cién con la atenuacidn natural se correlaciona con los recuentos de BDH. Es decir, que
CAH pudo haber aportado una comunidad degradadora de hidrocarburos que contribuy6
a potenciar la remocion del contaminante, y/o aportd nutrientes como nitrégeno, fosforo,
potasio y oligoelementos, los cuales activaron el metabolismo microbiano y promovieron
el crecimiento de las bacterias degradadoras de hidrocarburos autctonas del suelo. Los
compost también son ricos en enzimas, tales como la lacasa, peroxidasa y manganeso per-
oxidasa, producidas por los hongos. Estas enzimas participan en la biodegradacion de la
ligninay compuestos xenobidticos, compuestos de hidrocarburos (Mousavietal., 2019). Por
lo tanto, el CAH aport6 varios componentes que contribuyeron a remover eficientemente
los HT, disminuyendo las concentraciones de HT desde 8.876 mg/kg hasta 351 mg/kg.

En conjunto los resultados de este trabajo indican que el uso de CAH fresco (sin acondic-
ionamiento) favorecio la biodegradacion de hidrocarburos en un suelo crénicamente con-
taminado aportando nutrientes y enzimas, es decir mediante la bioestimulacion; y también
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un posible aporte de microorganismos degradadores de hidrocarburos, es decir mediante
la bioaumentacién. Este ltimo efecto requiere especial atencidn, ya que al tratarse de una
tecnologia amigable con el ambiente, es deseable que los microorganismos al6ctonos no
afecten la microflora autéctona del suelo donde se aplica. Por lo que debe estudiarse la evo-
lucion del tratamiento en cuanto a la riqueza y la diversidad microbiana. En tanto, estudios
previos indican que los CAH frescos aportan poblacion bacteriana aléctona aumentando
considerablemente la poblacién bacteriana del suelo, lo cual potencia la degradacion de
hidrocarburos, y luego de un periodo esta poblacion disminuye (Chiu et al., 2009; Mukher-
jeeetal., 2014). Larazon por la que la poblacion aloctona se extingue luego de un tiempo
puede deberse a que exista competencia entre los microorganismos introducidosenel CAH
y los microorganismos autoctonos. Otra posible razon puede atribuirse a que algunos mi-
croorganismos del CAH al ser expuestos a un suelo con bajo contenido de nutrientes en
relacion con el sustrato, no se adaptan al entorno del suelo y por consiguiente se extinguen.
También un efecto téxico del contaminante puede conducir a controlar la propagacion de
hongos provenientes de CAH (Zhou et al., 2020).

Intensity
2000000
€ (90 dias) B10 (90 dias)
1500000 1500000
1000000 1000000
500000 500000
0-==r T T T 0= T T T
20 30 40 50 20 30 40 50
min min
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Fig. 6. Cromatogramas de los microcosmos: del suelo inicial, y de los tratamientos C (ate-
nuacion natural); B10, B20 y B50 (biorremediacion con CAH al 10, 20y 50 % p/p respecti-
vamente) a los 90 dias
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Conclusiones

Este estudio demostrd que el agregado de CAH sobre el suelo cronicamente contaminado
con hidrocarburos produjo un incremento significativo de la degradacion de hidrocarburos
en comparacion con la atenuacion natural. La adicion de CAH aumentd las BHAT y las
BDH, correlacionandose positivamente con la eficaciade ladegradacion de HT. Asimismo,
el CAH contribuy6 a potenciar la biorremediacién del suelo mediante el aporte de nutri-
entes y enzimas que estimularon la actividad metabdlica de la microbiota biodegradadora
del sistema.

Losresultadosde los microcosmos posicionaronalos sistemas B10y B20 como alternativas
prometedoras para degradar hasta el 90% de HT, en 60 y 30 dias, respectivamente, en el
suelo en estudio. Esto conduce como perspectiva a continuar con la investigacion para
abordar varios aspectos del sistema, tales como larelacion C: N: P, laevolucién microbiana,
la composicion de la fraccion de hidrocarburos remanentes al final del tratamiento y la
toxicidad final de los suelos tratados.

Por lo tanto, el uso de CAH para el tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos
resulta una potencial estrategia para lograr un bioproceso técnicamente factible para fines
de remediacion ambiental y para la gestion de residuos de la agroindustria.
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