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RESUMEN

Introduccion:

La biorremediacion mediante la técnica de biopilas tiene como proposito degradar la
mayor cantidad de hidrocarburo y la restauraciéon de la calidad de los suelos tratados
mediante el empleo de texturizantes, cuyo proceso es afectado por factores abidticos.
Objetivo:

Evaluar el comportamiento de los factores abidticos y su relacion con variables
climaticas y el tipo de material texturizante en el proceso de biorremediacion de
residuos petrolizados mediante la ecotecnologia de biopilas a escala semi-piloto.
Materiales y Métodos:

Los factores abidticos se tomaron del monitoreo semanal durante 365 dias del proceso
de biorremediacion de residuos petrolizados, segin un disefio experimental
multifactorial categorico donde de evaluaron siete tipos de tratamientos. Las variables
climaticas fueron tomadas de los registros de la estacion meteoroldgica “La Piedra”
perteneciente a la provincia de Villa Clara, Cuba.

Resultados y Discusion:

Los cambios en el pH de los tratamientos estan relacionados con la capacidad tampon
del suelo y con de los texturizantes empleados y no presentan relacion con las variables
climaticas. Los tratamientos con mejor retencion de agua fueron Thalassia testudinum y

Este es un articulo de acceso abierto, lo que permite su uso ilimitado, distribucion y reproduccién en
cualquier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada.
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Bagazo, este ultimo mantuvo como promedio sus valores de humedad por encima del
20% prestablecido. No se encontraron diferencias estadisticas entre las temperaturas de
los tratamientos y estas tuvieron una relacion directa moderadamente fuerte con la
temperatura del proceso.

Conclusiones:

Debido a las caracteristicas favorables de absorcion de agua por el bagazo éste resulté el
mejor tratamiento para mantener los requerimientos necesarios de humedad en las
biopilas Ilegandose hasta valores de 35% de humedad.

Palabras clave: biopilas; biorremediacion; factores abidticos; residuos petrolizados;
texturizantes.

ABSTRACT

Introduction:

Bioremediation using biopile technique is intended to degrade the hydrocarbon greatest
amount and restore treated soil quality using texturizers whose process is affected by
abiotic factors.

Objective:

To evaluate the abiotic factors behavior and their relationship with climatic variables
and texturizing material type in bioremediation of petrolized waste process through the
biopile ecotechnology at semi-pilot scale.

Materials and Methods:

Abiotic factors were monitoring weekly during 365 days in petrolized residues
bioremediation process, according to a categorical multifactorial experimental design
where seven types of treatments were evaluated. Climatic variables were taken from
records of “La Piedra” weather station belonging to Villa Clara, Cuba province.

Results and Discussion:

Changes in treatments pH are related to soil buffer capacity and used texturizers, it’s
have no relation with climatic variables. The best water retention treatments were
Bagasse and Thalassia testudinum. Bagasse treatment maintained its average humidity
values above preset 20%. No statistical differences were found between treatments'
temperatures and they had a moderately strong direct relationship with process
temperature.

Conclusions:

Due to the favorable characteristics of bagasse water absorption, this proved to be the
best treatment to maintain the necessary moisture requirements in biopiles, observing up
to 35% humidity values.

Keywords: biopiles; bioremediation; abiotic factors; petroleum waste; texturizers.

1. INTRODUCCION

La biorremediacion es un método de saneamiento ambiental dentro de las estrategias de
remediacién basado en el uso de organismos para degradar desechos organicos o
inorgénicos peligrosos y transformarlos en compuestos menos contaminantes 0 no
contaminantes, como parte de su metabolismo (Abad, 2017). Estos cambios en las
propiedades fisico-quimicas son importantes, ya que en términos generales
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determinaran la toxicidad de los hidrocarburos y el comportamiento de éstos (Van
Deuren et al., 1997). La biorremediacion mediante el empleo de biopilas involucra
interacciones complejas de procesos bioldgicos, quimicos y fisicos debido a la
oxidacion aerobica de los hidrocarburos que requieren de la integracion de fenémenos
que ocurren a escala microscopica como a gran escala (Rodriguez, 2017). Estas
consisten en un proceso de descomposicion biologica desarrollado en una pila aireada
donde la tierra se mezcla con agentes de modificacion en un area de tratamiento (EPA,
2017). El compostaje efectivo se puede lograr proporcionando condiciones ambientales
Optimas para los descomponedores. La temperatura, contenido de humedad, relacion
carbono-nitrégeno, nivel de pH, velocidad de aireacion y la estructura fisica de los
materiales organicos son factores importantes que influyen en la velocidad y la
eficiencia del compostaje (Mustafi¢ et al., 2017).

Los cambios en la temperatura ambiental provocan variaciones en la temperatura de la
pila, por lo que habra ciertos periodos en el afio en el cual el crecimiento bacteriano y
por tanto la degradacion de constituyentes aumentara o disminuird, segin el
comportamiento de la temperatura ambiental. El contenido de humedad pude verse
alterado por las precipitaciones que caen en el area de la biopila y a su vez causan
erosion. También es afectada por los vientos en diferentes condiciones climaticas la cual
puede ser limitada aplicando humedad periddicamente a la superficie de la biopila
(Martinez et al., 2017). Esta es de vital importancia ya que cantidades suficientes de
agua deben estar presentes en el suelo para garantizar la actividad microbiologica. La
ausencia de esta puede inhibir la actividad de los microorganismos, mientras que un
exceso de la misma puede evitar la difusion de oxigeno hacia los microorganismos
(Bahmani et al., 2018).

Dentro de la problematica descrita, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el
comportamiento de los factores abi6ticos y su relacion con variables climaticas y el tipo
de material texturizante en el proceso de biorremediacion de residuos petrolizados
mediante la ecotecnologia de biopilas a escala semi-piloto.

2. MATERIALES Y METODOS

El proceso de monitoreo y control de los factores abioticos fue realizado en el marco
correspondiente a la primera fase del proyecto: “Evaluacién a escala piloto de la
ecotecnologia de biopilas para la biorremediaciéon de residuos petrolizados utilizando
texturizantes locales”. En esta primera fase del proyecto se evalud, en un periodo de 365
dias, la biodegradacién de grasas y aceites (GyA) e hidrocarburos totales del petréleo
(HTP) en un suelo pardo grisdceo con caracteristicas arena-arcillo-limoso de baja
plasticidad con una permeabilidad (Kf) de 1x10" a 1x10>, pH=5,72, con una
concentracion total de metales pesados de 1 951,49 mg/kg y con un contenido de
nitrégeno y fosforo de 1,98 y 1,24 mg/g respectivamente. EI mismo fue contaminado
con 26230,4 mg/kg y 10626,8 mg/kg de GyA e HTP respectivamente, de un residuo
petrolizado caracteristico de la Refineria “Camilo Cienfuegos”. Se realizaron 7
tratamientos en forma de piramide truncada con una altura de 20 cm y un angulo de 45°,
los cuales estuvieron constituidos por una mezcla de suelo, hidrocarburo y un tipo de
texturizante en base humeda (pulpa de café (PC), estiércol vacuno (EV), cachaza, serrin,
Thalassia testudinum y bagazo), en una relacion 10:1,5:1. El otro tratamiento utilizado
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fue el nombrado “control”, que estuvo constituido solamente por la mezcla de suelo e
hidrocarburo. Los tratamientos fueron homogenizados y aireados manualmente en una
frecuencia de 15 dias y se humectaron los mismos cada 4 dias.

Para la evaluacion del comportamiento de los factores abidticos, tales como la
temperatura (T), humedad (H) y el potencial de hidrogeno (pH), se realiz6 un monitoreo
semanal de los mismos correspondientes al periodo de un afio el cual fue registrado en
una hoja de chequeo. La temperatura fue medida con un termémetro de escala de O-
50°C con un error de estimacion de +0,1°C, marca Silber Brand, en el centro de la
biopila, cuidando que el orificio de introduccion del termémetro no tuviese un diametro
muy ancho para que no se disipara la temperatura. El valor de la temperatura fue
tomado aproximadamente 10 minutos despues de haber introducido el termdmetro para
garantizar la estabilizacion de la medicion.

Para el monitoreo del pH y de la humedad se tomaron pequefias submuestras de
profundidad y superficie alternando en 5 puntos dispuestos en las diagonales que se
correspondan, cuatro de ellos en las esquinas y uno en el centro de las biopilas. A partir
de estas submuestras se conformd una muestra compuesta homogenizando bien las
porciones de suelo tomadas y realizando un cuarteo para la seleccion de 3 g para el
andlisis de pH y para la determinacion del porcentaje de humedad. La caracterizacion
con respecto a los valores de pH y el porcentaje de humedad se realizaron de acuerdo
con las normas cubanas 2001: 2015 y 110: 2011 de calidad del suelo respectivamente.
Ademas, se tomaron datos semanales correspondientes a las variables de temperatura
media (°C), humedad relativa media (%), precipitacion (mm) y viento medio (km/h)
durante el periodo experimentacion, de los registros de la estacion meteorolégica “La
Piedra” ubicada en Carretera a Jibacoa, km 4, Manicaragua, Villa Clara.

Los datos fueron procesados estadisticamente utilizando el software Statgraphics
Centurion versién 16.1.18. Se llevé a cabo un andlisis de varianza ANOVA para cada
variable de anélisis con el objetivo de determinar las diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos. Se realizaron analisis para la identificacion de datos
aberrantes aplicando la Prueba de Grubb. Se realizaron graficas de cajas y bigotes para
conocer cuales eran las medias significativamente diferentes de otras. Ademas, se
utilizaron pruebas graficas y tabulares para verificar el cumplimiento de supuestos
subyacentes al analisis de varianza. Para evaluar la incidencia de las variables climaticas
sobre el comportamiento de los factores abidticos se aplicé el procedimiento de analisis
multivariado para verificar la relacion de las variables T, H'y pH de las biopilas, con las
variables climaticas analizadas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Del analisis de varianza realizado se obtuvo que no existen diferencias estadisticas
significativas entre los diferentes tratamientos para la variable temperatura (valor-
p>0,05 con un 95% de confianza). Lo anterior sugiere que dicha variable no esta
influenciada por el tipo de material texturizante. Sin embargo, las variables pH y H no
se comportaron de igual manera, puesto que presentaron valores-p iguales a 0,
indicando la existencia de diferencias estadisticas significativas. Por tanto, el tipo de
material texturizante en la mezcla se relaciona con la existencia de cambios
significativos en las variables H y el pH con un 95% de confianza. A continuacion, se
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realiza un andlisis por separado de cada una de las variables en la frecuencia pH,
Humedad y Temperatura respectivamente.

3.1. pH

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de los valores de pH de todos los
tratamientos en funcién de los muestreos semanales consecutivos. En el periodo
correspondiente a los primeros 135 dias, se observo irregularidad en los valores de pH
con una tendencia de la disminucion de estos. Este resultado podria explicarse por la
produccion de &cidos organicos, CO, disuelto en el medio y subproductos de la
degradacién de compuestos facilmente biodegradables (Ma et al., 2016). A partir de los
135 dias se comienza a observar un aumento progresivo en el comportamiento del pH
para todos los tratamientos, lo cual pudiera estar relacionado con la produccion de
amoniaco a partir de la degradacion de las aminas (Majbar et al., 2018), como producto
del agotamiento de los carbohidratos disponibles como fuente de energia. Por lo
general, el pH se comporto en el intervalo de 6 a 8 marcado como los limites inferior y
superior, requerido para la ecotecnologia de biopilas (Osoria, 2018), con excepcion del
Control que super6 frecuentemente el valor de 8, predominando en el periodo un pH
bésico para dicho tratamiento. Lo anterior, podria indicar una baja capacidad tampdn del
suelo contaminado, la cual es dependiente de la cantidad de materia orgénica y las
arcillas, quienes reducen los cambios en el pH (Vallejo y col., 2016).

8,8 —4—Bagazo

Cachaza

—&— Control
—— Estiércol Vacuno

—¥— Pulpa de café

—e— Serrin
Thalassia
58 o .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 = Limitesuperior
Semanas = imite inferior

Figura 1. Gréfica de los valores de pH de Tratamientos vs. Semanas

En la Figura 2 se muestran los diagramas de caja y bigotes para determinar qué medias
son significativamente diferentes de cuéles otras.

: : : : ‘ : ‘ — ;
Bagazoph | +——| | BagazoH | D] e ;
Cachaza pH CachazaH ﬂ_l—
Control pH ‘ [I] ‘ Control H »—m—
Estiércol V pH . Estiércol VH n—[ﬂ~
Pulpa de C pH — Pulpa de C H - —
Serrin pH % Semin H )—|—I}—
Thalassia pH % ThalassiaH - D] |
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ L L
a) 6.4 6.9 74 79 84 8.9 9.4 b) 0 10 2 ) ) 50 )

Figura 2. Diagramas de caja y bigotes, a) diagramas de caja y bigote para el pH entre
tratamientos, b) diagramas de caja y bigote para la humedad entre tratamientos
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Del andlisis de la Figura 2a se lograron identificar 5 grupos homogéneos segun la
coincidencia de las muescas de cada par de medianas para cada tratamiento. Este
comportamiento del pH entre tratamientos puede estar relacionado con el tamafio de
particula de cada texturizante ya que a mayor tamafio la degradacion es mas lenta y los
cambios en el pH producidos por la fermentacién son menores (Ordaz y col., 2011).

3.2. Humedad

En la Figura 3 se muestra cada uno de los porcientos de las humedades registradas en
los monitoreos correspondientes a los 365 dias estudiados. Se aprecia que existen dos
observaciones menos debido a que no se pudieron realizar las mediciones
correspondientes por problemas técnicos y debido a que la humedad reporto para todos
los tratamientos valores por encima del 40% en uno de los monitoreos. Esto ultimo
pudo ser identificado mediante el analisis de la Figura 2b, en la cual se aprecian 9
puntos muy alejados que pueden indicar valores aberrantes La razon por la cual esta
semana fue excluida del analisis es que: segln la prueba de Grubb para la identificacién
de valores atipicos (valor-p < 0,05), dicha observacion para cada uno de los tratamientos
constituy6 un valor aberrante significativo con un nivel de confianza del 95%. Ello
significa que existié una causa de variacion que influyé en el comportamiento de la
variable humedad.

35 —— Bagazo
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(=]
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)
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w:%,/ :

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Semanas
Figura 3. Gréfica de los valores de Humedad de Tratamientos vs. Semanas.
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Se observa que la humedad no fue constante durante el tratamiento, registrandose
valores minimos de 7% para el tratamiento con pulpa de café y valores maximos de
34% para el tratamiento con bagazo. El aumento de la humedad puede estar relacionado
con la actividad metabdlica de los microorganismos ya que se pueden producir de 0,5-
0,6 g de H,O por gramo de solidos volatiles descompuestos. Las biopilas, a su vez, se
secan producto de los flujos de aire producidos por la conveccion natural evaporando
parte del agua presente en los poros del material, el cual se favorece durante las
operaciones de homogenizacién y aeracion de la biopila (EPA, 2017; Richard et al.,
2002).

De manera analoga al andlisis realizado con el pH, se identificaron 3 grupos
homogéneos del analisis de la Figura 2b, dentro de los cuales, los tratamientos de
Thalassia testudinum y Bagazo coexisten en el grupo que posee los mayores valores
medios de humedad. Sin embargo, al analizar sus respectivos intervalos de confianza
para la media 17,4228-19,4148 y 19,227-21,219 se aprecia que solo coincidiran sus
medias desde el valor 19,227 hasta 19,4148. Se observa ademas que el Unico
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tratamiento que mantuvo como promedio sus valores de humedad por encima del 20%
prestablecido fue el bagazo. El comportamiento del bagazo se explica dada su
morfologia ya que es capaz de absorber de 5 a 10 veces su peso en agua y es capaz de
contener de una a dos partes de agua por una parte de fibra. EI agua presente en el

bagazo es retenida a través de mecanismos de absorcion y de capilaridad (Hugot,
1989).

3.3. Temperatura

La evolucion de la temperatura de los diferentes tratamientos durante el proceso de
biorremediacion de residuos petrolizados mediante las biopilas, se muestra en la Figura
4. Junto con las temperaturas de los tratamientos también se graficaron las temperaturas
ambientales registradas en el periodo de experimentacion. Se graficaron dos
observaciones menos debido a que por la ocurrencia de eventos meteorologicos
extremos no fue posible la medicion de la temperatura en esos dias. Se observé un
comportamiento similar en el tiempo entre todos los tratamientos empleados en el
estudio.

29

——0

—
Q 27 —8— (Cacha
o
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e
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aé‘_ —t— P i
£ 19
@ Serrin
|_ 17

—_—T sla

Semanas
Figura 4. Gréfica de los valores de Temperatura de Tratamientos y Temperatura

ambiental vs. Semanas

A lo largo del proceso los valores de T de los tratamientos oscilaron entre en un rango
de 16 a 30°C con una ligera tendencia en la disminucion de la temperatura. Anza et al.,
(2016) mencionan que la temperatura ideal para el proceso de biorremediacion debe
estar entre 25 y 35°C y resaltan la importancia de la temperatura para el desarrollo de
microorganismos. Sin embargo, los criterios expuestos por Behrentz y Giraldo, (1999)
exponen que, en pequefias escalas, como es el caso del presente estudio, existe un valor
grande para la razén existente entre el area superficial de las biopilas y el volumen
reaccionante. Lo anterior, impide que no se acumule el calor de reaccion y por lo tanto
no se logran las temperaturas que caracterizan este tipo de sistemas en condiciones
reales de operacion.

3.4. Relacion con variables ambientales

Se realizaron andlisis multivariados para las variables climaticas sin arrojar en su
mayoria relacion lineal ni ningun otro patrén o comportamiento. Solamente se
comprobd  significacion  estadistica  (valores-p<0,05 indican  correlaciones
significativamente diferentes de cero, con un nivel de confianza del 95%.) de la variable
ambiental temperatura ambiente respecto a las temperaturas de las biopilas. Es oportuno
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destacar que los coeficientes de Pearson obtenidos, corresponden con relaciones directas
y moderadamente fuertes.
En correspondencia con lo anterior y como se muestra en la Figura 4, el
comportamiento de la temperatura ambiental se ajustdé a un comportamiento similar con
las temperaturas de cada tratamiento. Teniendo en cuenta el comportamiento similar de
ambas temperaturas se realizd un analisis de regresion lineal entre la temperatura
ambiente como variable independiente, para determinar en qué proporcion influy6 sobre
la temperatura de las biopilas, que actuaria como variable dependiente. Dado que se
comprobo que no existen diferencias estadisticas significativas entre las temperaturas de
cada tratamiento, y como estos poseen la misma cantidad de observaciones; se
promediaron todos los valores para obtener la temperatura de biopilas promedio y
realizar una regresion lineal simple respecto a la temperatura ambiente.
Basados en los resultados obtenidos del andlisis de varianza realizado se obtuvo un
valor-p=0, resultando entonces que el modelo de regresion es significativo para un 95%
de confianza, con un coeficiente de correlacion igual a 0,70, indicando una relacién
moderadamente fuerte entre las variables y una R-Cuadrada que indica que el modelo
ajustado explica 49,251 % de la variabilidad en Temperatura intra-tratamientos. El
modelo explica aproximadamente la mitad de la dispersidn que regula la temperatura de
las biopilas. Si bien, los valores de R-cuadrado no se consideran altos respecto a otras
aplicaciones de ingenieria, logran justificar casi la mitad de la variacion existente en la
temperatura de en un proceso que ademas se encuentra influenciado por otros
parametros como pueden ser: actividad metabdlica de los microorganismos; régimen de
homogenizacidn, aireacién y volteo; frecuencia de humectacion, entre otros factores no
estudiados. Por tanto, se considera valida la ecuacion (1) del modelo ajustado como
herramienta de monitoreo y estimacion de la temperatura de las biopilas a escala
semipiloto.

Temperatura biopilas = 4,80918 + 0,77901 - Temperatura ambiente (1)

En la Figura 5 se muestra el analisis grafico para la verificacion de los supuestos del
modelo de regresion. Como se aprecia en las Figuras 5a y b, no existen patrones que
indiquen heteroescedasticidad en los datos ni una influencia exterior sobre los mismos.
En las figuras 5¢ y d se puede comprobar un buen ajuste a la distribucion normal. Por
tanto, se cumplen los supuestos del modelo de regresion lineal simple.
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porcentaje
frecuencia

: L ]
o1l | | | | ] ob ‘ ‘ ‘ } B
C) M ! RE%JJUOS regriﬁién * > d) ¢ ! ? RESIDUOSO regresion ’ ! ’
Figura 5. Anélisis de supuestos de la regresion Temperatura intra-tratamientos vs. Temperatura
ambiente (a) Residuos vs. Predicho (Igualdad de varianza), (b) Residuos vs. Namero de fila
(Independencia), (c) Gréafica de probabilidad normal, (d) Histograma de frecuencia ajustado a la

campana de Gauss (normalidad)

4. CONCLUSIONES

1. Los cambios en el pH de los tratamientos no se ven afectado por ninguna de las
variables climéaticas empleadas en el estudio. Estos cambios estan relacionados
con la capacidad tampon del suelo y con el tamafio de particula de los
texturizantes empleados.

2. Para las condiciones de estudio, las variables climaticas tampoco tuvieron relacion
con en el comportamiento de la humedad de los tratamientos y debido a las
caracteristicas favorables de absorcion de agua por el bagazo este result6 ser el
mejor tratamiento para mantener los requerimientos necesarios de humedad en las
biopilas llegdndose a observar hasta valores de 35% de humedad.

3. La temperatura de los tratamientos tuvo un comportamiento similar entre cada
uno de ellos sin mostrar diferencias estadisticamente significativas y mostré una
relacion lineal directa moderadamente fuerte con respecto a la temperatura
ambiente, cuya ecuacion del modelo obtenido puede ser considerada como
herramienta de estimacion de la temperatura de las biopilas a escala semipiloto.
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