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Resumen

Los avances tecnoldgicos en el desarrollo de enzimas capaces de degradar muchos
compuestos ha llevado a que se creen consorcios especificos para la degradacién de distintos
tipos de hidrocarburos ligadas a las condiciones de la parroquia el Reventador, ademas de
establecer las condiciones apropiadas para que las enzimas tengan mayor grado de remocion
de hidrocarburos Se utilizaron diferentes tipos de concentraciones de enzima, volumen de
hidrocarburo en el suelo. Para determinar la tasa de remocién de hidrocarburo en el suelo, se
elaboraron curvas de cinética mediante las concentraciones iniciales y finales en funcion del
tiempo. Los resultados de los analisis realizados muestran que las enzimas a una concentracion
de 20 ml de enzima trabajaron mejor para diésel y 40 ml de enzima para remocion de bunker,
y que al ser utilizadas en hidrocarburo liviano como en diésel tiene mejores resultados, la
eficiencia en la remocién de hidrocarburos pesados como el bunker si bien tuvo resultados
favorables este no tuvo la capacidad de llegar a los limites permisibles en el tiempo previsto.

Introduccion proceso ya descrito lo que se desea realizar

es una investigacion que estandarice un

La degradacién or accion de - -
g P procedimiento a condiciones de prueba

enzimatica, tiene como principio agregar . e
¢ P P greg piloto, llevando los  conocimientos

enzimas al lugar y/o sitio contaminado con . .
gary/ generados en laboratorio a condiciones

la finalidad de degradar las sustancias .
reales de clima, pH, temperatura,

nocivas o degradar los compuestos de ,
g P humedad, geomorfologia del suelo,

hidrocarburos. E nzim ienen . .
drocarburos. Estas e as se obtiene cantidad de luz natural, consorcios

de microorganismos especialmente . . .
g P bacterianos autéctonos (Araujo, 2004), con

disefiados para asi obtener grandes
P g lo cual se pueda obtener resultados que

cantidades y de alta especificidad y que son repercutan en mejores técnicas  de

comercializadas or las empresas . ., ,
P P biorremediacion, ademds esto ayudara al

biotecnoldgicas. .
g ambiente.

La resente investigacion estara . .
P g Ademds, los compuestos derivados del

enfocada a optimizar la técnica de . .
petréleo son compuestos nocivos para los

biorremediacion Landfarm, si bien es un
seres humanos, son una amenaza tanto
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para la vida acuatica como para la
terrestre, pues su acumulacién en diversos
ambientes impide un normal desarrollo de
organismos que viven en estos medios,
causando alteraciones en el ecosistema

(Annachhatre & Gheewala, 1996).

Existen varias técnicas que han sido
remover Hidrocarburos
(TPH) de
contaminados, entre ellos fisicos, quimicos

usadas para

Totales de Petrdleo suelos
y biolégicos. Los procesos bioldgicos, como
es la biodegradacién, han recibido mayor
atencién debido a que son amigables con

el ambiente (Agarry & Solomon, 2008).
Marco tedrico
Suelo

El término suelo se refiere al material
suelto de la superficie de la tierra, formado
por una agregacion de minerales no
consolidados, agua, aire, materia organica,
inorgdnica y organismos vivos. La fase
mineral supone mas del 50% de volumen
total del suelo, conformada en su mayoria
por SiO,, Al y Fe y en menor cuantia al Ca,
Mg, K, Ti, Mn, Na, N, P y S. El agua y aire
conjuntamente constituyen el volumen de
poros que varia entre un 25 y 50%. (Eweis,
1999).

Caracteristicas  fisico-quimicas vy

microbioldgicas
Densidad

Se puede referir al material sélido que
compone el suelo y entonces se habla de
densidad real, o a la densidad calculada
considerando el espacio total ocupado por
los componentes solidos mas el espacio
poroso y se denomina densidad aparente.
La densidad de los suelos superficiales son
sustancialmente diferentes, oscilan entre
1,00 a 1,60 gr/ml; mientras que la densidad
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real de los sélidos en los suelos minerales
oscila entre 2,60 y 2,70 g/ml (Buckman,
1985).

La cantidad de materia organica en un
suelo afecta a la densidad, al pesar mucho
menos que un volumen igual de sdlidos de
minerales (Buckman, 1985).

Porosidad

La porosidad de los suelos
habitualmente se determina de forma
indirecta a partir del valor de la densidad
aparente; en laboratorio se puede medir
de forma directa utilizando un porémetro

(FAO, 1997).

La densidad real normalmente se
considera estandar para todos los suelos, y
se le asigna un valor medio de 2,65 g/cm3

(FAO, 1997).

El espacio poroso de un suelo estd
ocupado por aire y agua. Para la mayor
parte de los suelos, la porosidad varia
entre 25 y 50%, sin embargo en los suelos
varia considerablemente debido a los
cambios resultantes de procesos como la
contraccién,

expansion, dispersion,

compactacion y fisura. Los suelos
compactados presentan una porosidad

baja (Buckman, 1985) (Eweis, 1999).
Humedad

En general al agua del suelo se la ha
clasificado en tres tipos: la gravitacional es
la que se desplaza en sentido descendente
bajo la influencia de la gravedad, estd
disponible para microorganismos y plantas,
juega un papel muy importante en el
transporte. El agua capilar es la que se
encuentra retenida en los poros, estd
disponible para microorganismos. El agua
osmotica es retenida por las particulas de

arcilla y humus, esta no estd disponible



para los microorganismos ni las plantas
(Eweis, 1999).

La capacidad de campo definida por
(Veihmeyer & Hendrickson, 1949), como la
cantidad de agua retenida en el suelo
saturado, oscila entre 18 y 30% en peso en
funcién del contenido de arcilla.

pH

Como indica (Benzina, 2001), el pH es
el grado de alcalinidad o acides del suelo,
basada en la concentracion de iones
hidrogeno en solucién. El valor de pH en la
mayoria de los suelos se encuentra entre 4

y 8.

El balance hidrico de un suelo es
decisivo para el pH. Segun (Benzina, 2001),
1985),
acidificarse en

(Buckman, los suelos arcillosos

tienden a los climas
himedos, debido al cambio iénico y a la

lixiviacion de cationes basicos.

Una acidez marcada es un sintoma de
deficiencia de nutrientes. En suelos con pH
menor a 6,5 se reduce la biodisponibilidad
de P, Mg, Al, Ca, Mo, B. en suelos con pH
mayores a 6,5 se reduce la disponibilidad
de Cu, Mn, Zn, Fe, B (Suquilanda, 1996).

Contaminacion por hidrocarburos

Suelo contaminado es todo aquel
cuyas caracteristicas fisicas, quimicas vy
bioldgicas naturales, han sido alteradas
debido a actividades antropogénicas vy
representa un riesgo para la salud humana
o al medio ambiente (MAE, 2000).

Quimicamente, el petréleo es una

mezcla compleja de  hidrocarburos

principalmente por carbono e hidrogeno,

con contenidos menores de otros

elementos  como azufre, oxigeno,

nitrégeno y trazas de metales pesados.
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La extraccién, transporte y
procesamiento del crudo, genera grandes
volumenes de desechos como ripios, lodos
petrolizados, aguas de formacion vy
petrdleo crudo, constituidos bdasicamente
por

poliaromaticos,

compuestos organicos aromaticos,

derivados de
hidrocarburos, compuestos inorganicos y
dificiles de

por la

metales, los cuales son

degradar de manera natural
complejidad de su estructura y pueden
actuar como contaminantes si no se
manejan de manera adecuada (Eweis,

1999).

La contaminacién se produce como
consecuencia de accidentes durante la
produccidn y transporte de petrdleo; esta
situacidon ha causado dafios ecoldgicos de
gran importancia en el mundo, por lo que
la recuperacion de terrenos y aguas
contaminadas se ha convertido en una
importante industria en todo el mundo
(Levin & Lee, 1997).

Fundamento bioquimico de |Ia

biorremediacion

Segun Eweis 1999., el fundamento
bioquimico de la biorremediacidn se basa
la cadena

en que en respiratoria, o

transportadora de electrones de las

células, van a producir una serie de
reacciones de oxido-reduccidn cuyo fin es
la obtencidn de energia. La cadena la inicia
un  sustrato  organico  (compuestos
hidrocarburados) que es externo a la célula
y que actia como dador de electrones, de
modo que la actividad metabdlica de la
célula acaba degradando y consumiendo

dicha sustancia.

Los aceptores mds comunmente
utilizados por los microorganismos son el
oxigeno, los nitratos, el hierro (lll), los

sulfatos y el diéxido de carbono. Cuando el



oxigeno es utilizado como aceptor de
electrones la respiracién microbiana se
produce en condiciones aerobias, y los
procesos de biodegradacion seran de tipo
aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos
o el diéxido de carbono se produce en
condiciones reductoras o anaerobias, y los
procesos de biodegradacion serdn de tipo
anaerobio

Landfarming

El landfarming o  tratamiento
superficial en tierra, es una técnica de
remediacion ex situ aerobia, cuya
aplicacion usual es la reduccién de la
concentracion de TPH en

contaminados (EPA, 2012).

suelos

Los suelos contaminados  son
excavados y tratados en espacios abiertos,
sobre la superficie revestida con
geomembrana para evitar toda posibilidad
de percolacién de lixiviados. El drenaje se
recolecta mediante tuberias perforadas y
se trata por separado o se recircula. La
eficacia del tratamiento es menor a medida
que se incrementa el peso molecular de los
contaminantes a ser degradados (Eweis,

1999).
Biodegradacion de los hidrocarburos.

Al conjunto de caminos metabdlicos

por medio de los cuales

incrementan lo polaridad de un téxico se lo

los tejidos

denomina biotransformacién. En algunos
casos, la biotransformacion resulta en la
produccidon de un metabolito que es mas
toxico que el compuesto original, al
proceso se le denomina bioactivacion. Si
estos metabolitos se acumulan y vencen
del

producir un

las defensas organismo entonces

pueden dafio que se
manifieste en una respuesta toxica (Atlas,

2002).
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Materiales y Métodos

La dosificacion fue calculada de
acuerdo a lo establecido en |las
instrucciones de uso de inéculo.

Se toma la relacibn a una

concentracion de TPH de 16000 ppm en
suelo, la concentracién recomendable de
adicion del indculo es de 2560 gramos por
toneladas métrica de suelo, el experimento
al tomar un cantidad de suelo de 40 kg con
una concentracion media aproximada de
16000 ppm de TPH en el
dosificacidn calculada con 40% de pérdida

suelo, la

por lixiviacion es de 28 gramos de indculo a
una densidad de 0,98 g/ml,
referencia se toma un valor del doble de

con la

concentracién ideal, un valor de la mitad
de concentracién y un valor de 0 como
muestra control:

Concentracién Alta 40 ml
Concentracién Media (Ideal) 20 ml
Concentracién Baja 10 ml

Sin dosis (control) 0 ml

Primera dosificacion

Dosis 1: 40 ml de in6culo enzimatico +
40 ml de agua destilada

Dosis 1: 20 ml de inéculo enzimdtico +
20 ml de agua destilada

Dosis 1: 10 ml de inéculo enzimdtico +
10 ml de agua destilada

Dosis 1: 0 ml de indculo enzimatico + 0
ml de agua destilada

Segunda dosificacién, 30 dias después

de iniciado el proceso



Dosis 2: 20 ml de inéculo enzimatico +
20 ml de agua destilada

Dosis 2: 8 ml de inéculo enzimatico + 8
ml de agua destilada

Dosis 2: 4 ml de indculo enzimatico + 4
ml de agua destilada

Dosis 2: 0 ml de indculo enzimatico + 0
ml de agua destilada

Resultados
Ensayos de landfarm

El grado de descontaminacién durante
el proceso de biorremediacidn del suelo
contaminado con diésel y bunker por la
técnica de landfarming se evalué mediante
el monitoreo de las variables de respuesta
y las variables control para cada uno de los
tratamientos en cada unidad experimental
se necesité de 40 kg de suelo para cada
uno de los tratamientos. Para realizar el
proceso de contaminacidn del suelo se uso:
suelo natural propio de la zona, fertilizante
comercial, aserrin, diésel y bunker.

Caracterizacion del suelo

contaminado.

Los resultados de la caracterizacién del
suelo contaminado con hidrocarburos que
se presentan en la tabla 7 muestran que la
densidad real es de 1600 kg/m3 la cual es
inferior para un suelo mineral de 2700
kg/m?, ligado a suelos
arcillosos. El valor de 29% de porosidad del

lo cual estd

suelo evidencia un
(Buckman, 1985).

suelo compactado

El suelo contaminado con

hidrocarburos presenta un pH de 5.6 por
tanto es ligeramente acido, este
comportamiento es tipico para suelo de
debido a

precipitaciones son altas como para lixiviar

climas humedos, que las
las bases segin Buckman (1985). Este valor
se encuentra dentro del rango permitido
para aplicar la técnica de landfarming
segln los parametros establecidos en Ewis
(1990). Quien ademas establece que la
capacidad de campo para un suelo va de 18
a 30% en funcién del contenido de arcilla,
por lo que el valor de 29,5% en el suelo
caracterizado es un valor que estad dentro
de parametros aunque en el limite para un

suelo arcilloso.

Los valores reportados en la
caracterizacion inicial son muy elevados y
estan sobre los 23000 ppm de TPH muy
de
permitidos por la legislacion ecuatoriana
RAOH 1215 de 2500 ppm de TPH para

suelo de uso agricola. Tabla 1y Cuadro 1

lejos los pardmetros maximos

TR TPH (mg/Kg) / TIEMPO (dias)

Diesel 40ml T1D1 7.976,7 6.130,0 4.930,0 3.315,7 2.329,0 1.606,7 897,3
Diesel 20ml T1D2 9.246,7 7.077,7 5.717,7 4.252,7 3.096,0 2.046,7 1.170,7
Diesel 10ml T1D3 8.762,0 8.023,3 6.184,0 4.622,7 3.356,7 2.841,7 1.806,0
Testigo Diesel T1D4 9.165,0 8.739,7 8.218,0 7.604,7 7.153,3 6.585,3 6.300,0
Bunker 40ml T2D1 22.410,7 18.266,3 15.666,7 10.646,7 7.993,3 3.982,0 2.551,0
Bunker 20ml T2D2 23.161,7 19.480,0 16.173,0 12.649,3 9.973,3 6.216,0 4.744,3
Bunker 10ml T2D3 23.373,3 21.361,0 19.426,0 17.432,0 13.931,3 10.091,3 8.162,0
Testigo bunker T2D4 20.853,0 20.369,7 19.937,3 19.291,3 19.192,7 19.101,0 18.772,7

Tabla 1. Concentraciéon de TPH.
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Variacionde TPH

25.000,0
B 22.5000 ===T1D1
? 20.000,0 == T1D2
— 17.500,0
T N et T1D3
a 15.000,0
= N i T1D4
c 12.500,0 N <
'§ 10.000,0 == T2D1
.E 7.500,0 === T2D2
g 5.000,0 203
8 2.500,0 204
0,0
0 15 30 45 60 75 90 105
Tiempo (dias)
Cuadro 1. Concentracién de TPH.
Cinética de Primer Orden Diesel
10,00
E 8,00
8 6,00
g ¥ y=-0,0238x+9,1052
[J] -
g 400 R2=0,9808
g
£ 2,00
0,00
0 20 40 60 80 100
Tiempo (dias)
Gréfico 1. Cinética de primer orden para diésel.
Cinética de Primer Orden Bunker
12,00
—= 10,00
]
S 8,00
= y=-0,0179x + 10,159
g 6,00 R2=0,9741
S 4,00
S 200
0,00
0 20 40 60 80 100

Tiempo (dias)

Gréfico 2. Cinética de primer orden para bunker.
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DISCUSION

El método de ex-situ de landfarm para

remediar suelos contaminados por

hidrocarburos es una técnica que da
excelentes resultados frente a otras
técnicas de remediacion, es asi que esta
metodologia altos

lograr grados de

eficiencia en la remocion de
contaminantes, tomando en cuenta que las
técnicas in-situ pueden lograr igual o
mejores resultados siempre y cuando se
utilicen de manera adecuada los
parametros de control (pH, temperatura,
humedad), ademas de realizar un control al
sistema de manera puntual y riguroso
donde no varié las condiciones de manera
que pueda afectar al proceso de
bioremediacién (Bongkeun, 2000), (Ebru,

2004).

Soto  (2000) los

contaminaste de

reporta que

hidrocarburo como
gasolinas, diésel, kerosén son compuestos
de hidrocarburos que por su naturaleza de
compuestos simples con menos enlaces y
ramificaciones son mas faciles de degradar
en comparacién a los hidrocarburos como
parafinas, aromadticos y asfaltenos, ciclo
parafinas, estos se consideran los mas

resistentes a la bioremediacion.

El coctel de enzimas (oxigenasas y

peroxidasas), incluidas en el indculo

enzimatico aceleran el proceso de
remediacién, segun Benavidez (2005) la
técnica ex-situ de landfarm puede alcanzar
valores aceptables de remocién en
periodos que varian de 6 meses a varios

anos.

La alta eficiencia en la remocién de
TPH del
enzimdtico se debe a su gran especificidad

suelo por parte del indculo

esto gracias a que puede romper las

cadenas de carbono en cadenas mas
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pequefias con los cual este carbono puede
ser asimilado por las colonias de bacterias
(Qilfield

autdéctonas propias del suelo

Chemicals, 1900).

La bioaumentacion con nutrientes NPK
tiene resultados positivos los porcentajes
de remedicién utilizando esta técnica son
considerables y van desde un 62% a un
85% en un tiempo de 45 dias (Roberto,
2000),
porcentajes estuvieron en un rango del

para esta investigacién los

82% en un tiempo de 90 dias.

(2001), la
necesidad de condiciones dptimas de pH,

Seglun reporta Arroyo

temperatura y nutrientes debe estar
balanceada de manera que no se dé
efectos contraproducentes ya que un
desbalance en estos elementos puede
generar que los tiempos de proceso se
alarguen y en el peor de las casos el
enzimatico no las

inéculo tenga

condiciones necesarias para en conjunto

con las bacterias poder degradar los
compuestos de hidrocarburos.
CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

Como se evidencio la temperatura
afecta directamente a la temperatura del
suelo, al proceso de landfarm al ser un
proceso que no genera calor interno a
del
regulado por la temperatura ambiente los

diferencia compost este estard
valores reportados tuvieron una media de
23° C lo cual es ideal para el proceso los
ligeros picos que se dieron a los dias 15y

75 no afectaron de manera significante.

Las variaciones del pH de la misma
manera no fueron muy significativas salvo
en el dia 60 donde se evidencio un pico de
bajada llegando a ser un suelo acido para
lo cual se tuvo que adicionar cal para
regular el sistema, el descenso del pH no



tuvo wuna incidencia directa sobre el
proceso se hubiera esperado que el indculo
y las poblaciones autéctonas si inhibieran a
un pH bajo pero a la rapida accién de
equilibrar el sistema no se evidenciaron

cambios tan drésticos.

Como se ha mencionado en capitulos
anteriores el control de estas condiciones y
un buen control son fundamentales una
demostracién cuantitativa es que las
concentracién de TPH se redujeron de
valores de 229819 mg/kg hasta 5152.4
mg/kg para el caso del bunker y para el
caso del diésel 8661 mg/kg hasta 1291
mg/kg de haber existido condiciones
desfavorables de pH y temperatura este
proceso jamas hubiera podido ser tan

eficiente.

El uso de un indculo enzimatico
deberia ser estudiado de manera mas
exhaustiva, en base a la legislacion
ambiental vigente RAOH 1215 en donde
estipula que el recurso suelo para ser
considerado remediado debe cumplir
cuatro parametros quimicos TPH, Plomo,
Cadmio, Niquel y HAP’s, debido al costo de
los analisis de todos estos parametros esta

investigacion se centré solo en TPH.

Para procesos de biorremediacidon en
suelos que contengan contaminantes como
bunker y

crudo pesado en grandes

cantidades, se recomienda primero se
realice un pre tratamiento mediante
lavados con detergentes surfactantes para
mediante arrastre hidraulico se elimine de
manera mecdnica gran parte de
contaminante y de esta manera bajar las
concentraciones de TPH a concentraciones

6ptimas de trabajo para la enzima.

Durante el proceso de
biorremediacién de suelo por landfarm es

necesario estimular el crecimiento de los
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microorganismos mediante la adicién de

variables abidticas principalmente

provision de agua mediante la

humectacion, el oxigeno mediante la
aireacion mecanica, ya que este es el
proceso

aerobio, llevado a cabo por bacterias y el

aceptor de electrones en el

adecuado suministro de nutrientes
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