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RESUMEN

El polietileno de baja densidad (PEBD) es uno de los polimeros plasticos mas
abundantes en sistemas de tratamiento de aguas residuales y la aplicacion de
biodegradacion microbiana de estos polimeros aun no ha sido investigada en aguas
residuales procedentes de zonas altoandinas, donde la variabilidad genética de los
microorganismos nativos y las caracteristicas adversas del ambiente podrian influir
positivamente en las tasas de biodegradacion. En este estudio, se evalud la
biodegradacion de PEBD usando dos consorcios microbianos procedentes de las
lagunas de estabilizacion de aguas residuales “El Espinar” en Puno, cultivados en medio
de cultivo natural (AR) y medio minimo de sales (SK), con PEBD como Unica fuente
de carbono. Las peliculas de PEBD que mostraron mayor pérdida de peso a 90 dias de
ensayo (6.36 +/- 0.12 %) fueron las de los tratamientos con medio SK a pH 7 y
suplementados con Tween 80. En la caracterizacién molecular de los microorganismos
destacan especies que estan incluidos los géneros Pedobacter, Acinetobacter y
Pseudomonas, con potencial capacidad biodegradativa de plasticos e hidrocarburos
derivados de petréleo. Los andlisis de resistencia a la traccion determinaron que el
promedio de fuerza alcanzado por las muestras control fue de 24.46 +/- 1.74 MPa,
seguido por AR con 23.81 +/- 1.47 MPa; sin embargo, el grupo SK present6 una
resistencia de 22.67 +/- 2.07 MPa. Los analisis FTIR, Raman y SEM confirmaron que
en ambos medios de cultivo se alteré la composicion quimica y morfologia de la

superficie en las laminas de PEBD.

Palabras clave:

Aguas residuales, biodegradacion, contaminacion, polietileno de baja densidad.
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ABSTRACT

Low-density polyethylene (LDPE) is one of the most abundant plastic polymers in
wastewater treatment systems and the application of microbial biodegradation of these
polymers has not yet been investigated in wastewater from high Andean areas, where
the genetic variability of native microorganisms and adverse environmental
characteristics could positively influence biodegradation rates. In this study, the
biodegradation of LDPE was evaluated using two microbial consortiums from the "El
Espinar” wastewater stabilization ponds in Puno, cultivated in natural culture medium
(AR) and minimal salt media (SK), with LDPE as the sole carbon source. The LDPE
films that show the greatest weight loss at 90 days of testing (6.36 +/- 0.12%) were those
of the treatments with SK medium at pH 7 and supplemented with Tween 80. The
molecular characterization of the microorganisms identified species that are including
in the genera Pedobacter, Acinetobacter and Pseudomonas, with potential
biodegradation capacity for plastics and oil-derived hydrocarbons. The tensile strength
analysis determined that the average strength reached by the control samples was 24.46
+/- 1.74 MPa, followed by AR with 23.81 +/- 1.47 MPa; however, the SK group
presented a resistance of 22.67 +/- 2.07 MPa. The FTIR, Raman and SEM analyzes
confirmed that the chemical composition and morphology of the surface of the LDPE

sheets were altered in both culture media.

Keywords:
Wastewater, biodegradation, contamination, low-density polyethylene.
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INTRODUCCION

Los avances tecnolégicos y el acelerado incremento de la poblacion causaron que por mas
de 50 afios la produccion de pléstico se masificara de forma exponencial a nivel global
(Ranjan & Goel, 2019). Los plasticos son polimeros que tienen amplias aplicaciones en
muchos aspectos de la vida diaria y la industria debido a las ventajas de propiedades como
su ligereza, maleabilidad, durabilidad, versatilidad y bajo costo (Ranjan & Goel, 2019).
Desafortunadamente, el desarrollo de la “era del plastico” tuvo repercusiones inmediatas
en el ambiente, produciendose la acumulacion y fragmentacion de estos polimeros,
considerandose a estos residuos como un problema ambiental, global y emergente
(Eriksen et al., 2013; Julienne et al., 2019; Wagner et al., 2014).

Por lo general, los polimeros plasticos no son biodegradables sin tratamiento previo por
calor o luz ultravioleta (UV) debido a su superficie hidrofoba (Arutchelvi et al., 2008;
Mahalakshmi, 2018), por lo que pueden persistir en ambientes naturales durante cientos
de afios (Tokiwa et al., 2009). Sin embargo, la composicién de la membrana celular de
un numero limitado de especies bacterianas presentan grupos hidrofobicos que hacen

posible la adhesion de estos a las superficies poliméricas (Soleimani et al., 2020).

Las estrategias de biorremediacién microbiana para la mitigacion de ecosistemas
impactados por contaminantes plasticos, no han sido suficientemente documentadas. No
obstante, los registros cientificos elucidan poco a poco los mecanismos fisicoquimicos y
bioldgicos utilizados por hongos y bacterias hallados en medios terrestres (Braissant et
al., 2003; Carolina Monmany-Garzia et al., 2020; Soleimani et al., 2020), acuéticos
(Harrison et al., 2011; Mauller et al., 2005; Wagner et al., 2014) e incluso en otros

organismos vivos de mayor jerarquia (Sini Francis et al., 2021).

Las investigaciones coinciden en enfocar la bisqueda de microorganismos con potencial
de degradacion en depositos dotados de antecedentes histéricos de acumulacion de
residuos y una presunta actividad microbiana originada por hongos, levaduras, bacterias
y consorcios microbianos en general (Gargouri et al., 2015; Moharir & Kumar, 2019).
Por otro lado, se conoce que las caracteristicas ambientales podrian influir en la
variabilidad genética de los microorganismos nativos y en los mecanismos de
degradacion de compuestos organicos (Boone et al., 2001; Gong et al., 2019; N6lvak et
al., 2013).

1
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Enmarcado en las ciencias ambientales, biotecnolégicas y ciencias de los materiales, esta
investigacion abarca varios enfoques fisicos, quimicos, mecéanicos y bioldgicos
involucrados en procesos de biodegradacion microbiana sobre polietileno de baja
densidad (PEBD).

El proposito de este estudio fue determinar la degradacion de PEBD aplicando
microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas, adaptados a las condiciones
ambientales de sistemas acuéticos altoandinos mediante el método mixto secuencial

explicativo experimental que permitio obtener perspectivas multiples de las evaluaciones.

En el capitulo 1 se desarrolla la revision de literatura correspondiente al marco tedrico y
antecedentes de la investigacion; en el capitulo 2 se presenta el planteamiento del
problema, justificacion, objetivos e hipdtesis; en el capitulo 3 se describen detalladamente
los materiales y métodos utilizados para el cumplimiento de los objetivos; finalmente, en
el capitulo 4 se muestran los resultados y la discusién generada a partir de los mismos y

del contraste con la literatura.

2
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 Polimeros plasticos

La palabra polimero deriva de los términos “poly” que significa “muchas” y “meres”
que significa “partes”. Los polimeros son moléculas de largas cadenas, unidades
repetidas y estructura idéntica (Fried, 2014) y existen diversos tipos como las
proteinas, celulosa o el almidon que se encuentran de forma natural, mientras que otros
como el poliestireno, polietileno y el nailon son producidos a partir de procesos de
sintesis artificial (Scott, 1999).

Los plasticos son materiales poliméricos formados por cadenas hidrocarbonadas que
poseen masas moleculares elevadas y cuya naturaleza organica los hace susceptibles a
ser moldeados (Scott, 1999). La palabra plastico proviene del vocablo griego

“plastikos”, cuyo significado refiere al tipo de material que es capaz de ser maleables

(Fried, 2014).

La produccion de plastico sintético es uno de los campos de mas rapido crecimiento
de la industria mundial, estimandose 367 millones de toneladas métricas de plastico
en 2020. En 2020 la produccion disminuyd aproximadamente un 0.3 % en
comparacion con el afio anterior debido a los impactos de COVID-19 en la industria.
La gran versatilidad de este grupo de materiales explica el continuo crecimiento de la
produccién afio tras afio (Figura 1). Junto con ese crecimiento, el valor comercial de

los plésticos también continla en ascenso (Statista, 2022).

3
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Figura 1. Produccion anual de plasticos a nivel mundial desde 1950 al 2020.
Fuente: https://www.statista.com/statistics/282732/global-production-of-plastics-
since-1950/

1.1.2 Aplicaciones de los pléasticos

Debido a la diversificacion de aplicaciones de los plasticos, actualmente son fabricados
a partir de materias primas inorgéanicas y organicas como carbono, silicio, hidrégeno,
nitrégeno, oxigeno y cloruro (Seymour, 1988). Sus propiedades pueden variar
dependiendo de la conformacién quimica y de los aditivos que se apliquen a las
mezclas para su conformacion. Debido a sus propiedades quimicas y fisicas
favorables, los plasticos se han convertido en un material indispensable para la vida al
ser utilizados para reemplazar a materiales naturales como la madera, el carbon y el
metal (Boonmee et al., 2022; Shah et al., 2008).

Algunas de las propiedades mas importantes de estos polimeros son su fuerza, ligereza,
impermeabilidad y maleabilidad; sin embargo, la amplia gama de aplicaciones de los
plasticos no solo se debe a sus propiedades mecanicas sino también a su estabilidad y
durabilidad a largo plazo (Rivard et al., 1995). De hecho, los plasticos son comunes en
aplicaciones de un solo uso, especialmente en bolsas de plastico para el envasado de
productos alimenticios, cosméticos, detergentes, productos quimicos y materiales
médicos (Chanprateep, 2010). Aproximadamente el 30% de los plasticos se utilizan

en todo el mundo para aplicaciones de embalaje (Sabir, 2004).

Los plasticos més utilizados en los envases son el polietileno (LDPE, MDPE, HDPE
y LLDPE), el polipropileno (PP), el poliestireno (PS), el policloruro de vinilo (PVC),
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poliuretano (PUR), poli(tereftalato de etileno) (PET), poli(tereftalato de butileno)
(PBT), nailon (Figura 2 y Tabla 1).
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Figura 2. Estructura quimica de polimeros plasticos.

Tabla 1

Fuente: Ru et al. (2020)

Uso de los pléasticos sintéticos

Plastico Uso
Polietileno Bolsas para productos alimenticios, envases para
almacenamiento de aceites, peliculas de envasado de
alimentos, juguetes y tuberias
Poliestireno Materiales de empaque, articulos de laboratorio, vasos
descartables usos electronicos
Poliuretano Neumaticos, esponjas, parachoques, aislamiento de

refrigeradores, recubrimientos y chalecos

Policloruro de vinilo

Zuelas de zapatos, fundas de asientos de automaviles,
cortinas de bafio, impermeables, botellas, tuberias
eléctricas y mangueras de jardin

Polipropileno

Tapas de botellas, frascos de medicamentos, asientos y
baterias de automadviles, jeringas, parachoques,
respaldos de alfombras, sorbetes

Polietileno ptereftalato
(PET)

Botellas de gaseosas y productos carbonatados,
empaques de carne procesada, sacos de dormir, fibras
textiles

5

repositorio.unap.edu.pe
No olvide ydecuadamente esta tesis



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Nailon Engranajes de velocimetro, boquillas de mangueras de
agua, cascos, limpiaparabrisas, zapatos para caballos de
carreras, telas para ropa impermeable.

Policarbonato Lentes, viseras de seguridad, luces traseras de
automoviles, alumbrado publico, biberones y articulos
para el hogar. También se utiliza en tragaluces, terrazas
acristaladas.

Fuente: Fahrenfeld et al. (2019)
1.1.3 Residuos plasticos

No se puede ignorar los problemas asociados a las aplicaciones de los pléasticos, a pesar
de constituir una parte importante de la economia global (Urbanek et al., 2018).
Grandes cantidades de polimeros plasticos sintéticos se introducen en el ecosistema
como desechos industriales (Shimao, 2001). En la investigacion realizada por Geyer
et al., 2017, se obtuvo la aproximacion de 6300 millones de toneladas de desechos
plasticos generados desde el afio 2015 hasta el 2017, de los cuales un porcentaje
significativo ha llegado al medio ambiente como resultado del vertido incontrolado de

desechos; asimismo, presentaron proyecciones de tendencia histérica hasta el afio 2050

(Figura 3).
Cumulative plastic waste generation and disposal
[
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l"
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’
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—All waste recycled / .
I’ s
/ k]
s 15,000 £
/ k]
. £
. - -~ 28
s - =
# Pt 10,000 =

5000

0
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Figura 3. Generacion y eliminacion acumulada de residuos plasticos (en millones de
toneladas métricas). Las lineas solidas muestran datos historicos desde 1950 hasta
2015; las lineas discontinuas muestran proyecciones de tendencias historicas hasta 2050.
Fuente: Geyer et al. (2017).
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En los dltimos afios, debido a la durabilidad y visibilidad de la basura en diversos
cuerpos ambientales, ha aumentado la atencion de los medios y preocupacion del
publico en general por la disposicién de los residuos sélidos, especialmente del
plastico de naturaleza no degradable y recalcitrante, que ha ocasionado grandes
problemas para el ambiente, llegando a un punto critico de contaminacion que podria
persistir durante siglos (Abdel-Shafy & Mansour, 2018; Quecholac-Pifa et al., 2020),
a comparacion de cualquier otro componente presente en los flujos de desechos solidos
(Shah et al., 2008).

En general, los desechos son eliminados a través de vertederos, incineracion y reciclaje
(Shah et al., 2008). Las fracciones de residuos hechos con plastico conforman una
parte importante de las fracciones inorganicas de los residuos sélidos urbanos (RSU).
De acuerdo al Banco Mundial, Capitulo 5, EPA (2012), aproximadamente 10-13% de
residuos plasticos constituyen los RSU de todo el mundo (Figura 4a). Los desechos
plasticos en los RSU incluyen principalmente los plasticos basicos utilizados en los
envases (por ejemplo, comida répida), la industria y la agricultura; asimismo, estos
usos producen una gran cantidad de residuos de vertedero (Shah et al., 2008). Los
polimeros plasticos mas comunes son el polietileno (PE) y el polipropileno (PP), que
son utilizados en diferentes aplicaciones entre todos los demas tipos (Banco Mundial,
Capitulo 5, EPA , 2012). En la Figura 4b se observan los tipos de plasticos encontrados
normalmente en vertederos de RSU (Aitziber Adrados et al., 2012).

Glass Other PVC
Rubber, Wood 5y \ / 3%
Leather & 6%
Textile
8%

Figura 4. a: Fuentes de RSU (Banco Mundial, 2012). b: Composicion de desechos
plasticos (A. Adrados et al., 2012)
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Una forma de disposicion inadecuada de los residuos plasticos es la quema de estos
polimeros que producen contaminantes organicos persistentes (COP) conocidos como
furanos y dioxinas (Jayasekara et al., 2005), en algunos casos liberan sustancias

quimicas toxicas y carcindgenas que contamina el aire (Shah et al., 2008).

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR’s) son consideradas como
fuentes que liberan plésticos en ambientes acuaticos y terrestres, que pueden ocasionar
una contaminacién mayor debido al flujo y transporte de los polimeros (Bayo et al.,
2021). Las lagunas de estabilizacion son reservorios artificiales para el tratamiento de
las aguas residuales y comprenden una o varias series de lagunas anaerobias, lagunas
facultativas y lagunas de maduracién. La tecnologia de las lagunas de estabilizacion
es uno de los métodos naturales mas importantes para el tratamiento de aguas
residuales empleado sobre todo en climas calidos donde funcionan en forma dptima
ya que el calor favorece la degradacion de la materia organica (Sistema Regional de

Informacion Ambiental, 2011)

Los desechos mal operados podrian eventualmente introducirse al océano, lagos,
lagunas, rios, pozos y otros cuerpos de agua a través de vias navegables interiores,
salidas de aguas residuales y transporte por el viento o las mareas. Las estimaciones
de la masa de desechos plasticos dependen de las caracteristicas de las cuencas
hidrograficas locales, estos resultados no pueden extrapolarse facilmente a una escala
global (Okoffo et al., 2019).

Los materiales plasticos que son eliminados incorrectamente pueden convertirse en

una fuente importante de contaminacion, que puede dafar la vida (Shah et al., 2008).

En los ambientes marinos ocurre la acumulacion de basura plastica (Halpern et al.,
2008), tanto en la superficie como en las zonas de convergencia de cada uno de los
cinco giros subtropicales (Cdzar et al., 2014). Asimismo, se han encontrado desechos
plasticos en altas concentraciones (cientos de miles de piezas por kilémetro cuadrado)
de los mares de Groenlandia y Barents (Cdzar et al., 2017). Ademas, en el sistema
marino antartico (Océano Austral), se han encontrado plasticos en la superficie y en
sedimentos de aguas profundas. En estas regiones se han sido hallados principalmente

microplasticos (<5 mm) y mesoplasticos (< 5 cm) (Waller et al., 2017).
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Los articulos de plastico grandes que se degradan lentamente generan particulas de
microplasticos que pueden trasladarse a largas distancias a la circulacion de la capa
superficial del océano impulsada por el viento (Thevenon et al., 2014). Asi, los lugares
alejados de las fuentes de contaminacion se ven afectados por los desechos plasticos.
También existe la preocupacion de que el plastico sea una fuente de productos
quimicos toxicos como los bifenilos o ftalatos policlorados y el bisfenol A (Bryant et
al., 2016). Estas contaminaciones también tienen una influencia significativa en la
fauna marina debido al enredo, la asfixia y la interrupcién de la digestion en aves,
peces, mamiferos y tortugas (Derraik, 2002). Segun la investigacion de Tekman (2017)
del Instituto Alfred Wegener, Centro Helmholtz para la Investigacion Polar y Marina,
1506 especies se ven afectadas por la basura. Debido a su persistencia en el ambiente,
varias comunidades son mas sensibles al impacto del plastico desechado y dispersado
por los cuerpos de agua, incluidos los efectos nocivos sobre la vida silvestre y las
cualidades estéticas de las ciudades y los bosques (Shah et al., 2008).

1.1.4 Tecnologias de remediacion de residuos plasticos
1.1.4.1 Tecnologia de membrana

Las tecnologias de membrana son précticas para eliminar las altas concentraciones
de plasticos de pequefias dimensiones que existen como desechos poliméricos
(Gurung et al., 2016). En Finlandia, se utilizaron diferentes técnicas, como la
filtracion de arena por gravedad, flotacion por aire disuelto y los biorreactores de
membrana (MBR) para el tratamiento terciario de MP, con tasas de remediacion
superiores al 95 % (Pico et al., 2019). Aunque una PTAR puede eliminar alrededor
del 99% de los microplasticos, millones de pequefios fragmentos de plastico (1°
mm) pueden escapar de esas instalaciones de tratamiento (Novotna et al., 2019). La
filtracion de carbdn activado granular, altas dosis de FeClz.6H,O/AICI3.6H0 y la
ultrafiltracion a través de membranas de fluoruro de polivinilideno también se han
sugerido como metodologias de tratamiento vitales para eliminar particulas pequefias
(Novotna et al.,, 2019). Se ha observado que la técnica MBR ha mejorado
moderadamente la eficiencia de eliminacion (99,4 %) en relacion con el proceso

convencional basado en lodos activados (98,3 %) (Pico et al., 2019).
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1.1.4.2 Tecnologia de Coagulacion

La coagulacion se utiliza frecuentemente en las PTAR’s para la eliminacion de
plasticos (Skaf et al., 2020). EI método de coagulacion quimica consiste en que las
sales de Fe y Al se unen con particulas de plastico mediante el intercambio de
ligandos para facilitar la remediacion mediante la formacion de complejos (Chorghe
et al., 2017). Dada la naturaleza coloidal de los plasticos se demostré que la
coagulacion con alumbre es eficaz en su remediacion de aguas residuales (Skaf et al.,
2020). Eso redujo la turbidez y aumento la estabilidad, conduciendo a la remediacion
de PE a través de un mecanismo de floculacion de barrido (Skaf et al., 2020).
Ultimamente también se ha investigado la remediacion de PE a partir de coagulantes
ionicos basados en AI¥*y Fe** (Ariza-Tarazona et al., 2019). La coagulacion con Fe*3

fue mas eficaz que las opciones basadas en Al*2,
1.1.4.3 Biodegradacion microbiana

Las estrategias de biodegradacion para la remediacion de plasticos se desarrollan
cada vez mas con un enfoque respetuoso del ambiente. La filtracion biolégicamente
activa es una técnica eficaz para la remediacion de particulas de plasticos (Talvitie et
al., 2017). Asimismo, en las técnicas de bioingenieria, se explota el potencial de los
las bacterias, hongos y otros microorganismos para degradar plasticos mediante
accion enzimatica (Urbanek et al., 2018). La nueva cepa bacteriana 201-F6 (Ideonella
sakaiensis) pudo degradar el PET en acido tereftalico y etilenglicoles inocuos para el
medio ambiente (Yoshida et al., 2016). De igual forma, también se ha demostrado la
biorremediacion de PE mediante hidrélisis enzimatica (Zumstein et al., 2017).

La biodegradacidon de plasticos se produce en 4 pasos:

(1) Formacion de biopeliculas microbianas: el desarrollo de biopeliculas que
conforman plastisferas, disminuyendo la flotabilidad y la hidrofobicidad del
polimero (Lobelle & Cunliffe, 2011).

(2) Biodeterioro: la generacion de biopeliculas es seguida por el deterioro ocasionado

por la accion enzimatica (exo/endo-enzimas) y exo-polisacaridos (Rai et al., 2021).
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(3) Biofragmentacidn: después del biodeterioro, la cadena carbonada del polimero se
desestabiliza mediante la despolimerizacion enzimatica con amidasas, oxidasas,

lacasas y peroxidasas (Gomez-Méndez et al., 2018).

(4) Mineralizacion: en este paso final pero determinante de la velocidad, los
polimeros se degradan por completo, lo que resulta en la liberacion de productos

finales como CO2,
H20 y CH4 (Ganesh Kumar et al., 2021).

Estos pasos secuenciales pueden ser condicionados dependiendo de varios factores

fisicoquimicos ambientales involucrados en la microrremediacion:

(1) Caracteristicas del polimero: los atributos integrales de los plésticos, como el peso
molecular, la estructura 3D y la hidrofobicidad (Hadad et al., 2005) y la quimica
compleja de las mezclas que contienen plastificantes/aditivos influyen en la tasa de

degradacion microbiana. degradacion (Min’ et al., 2015).

(2) Condiciones ambientales: Factores como la temperatura, luz UV, calor, salinidad,
etc. (Tabla 2) afectan la tasa de hidrdlisis al intervenir en la biodisponibilidad de los
sitios cataliticos en los polimeros abiertos al ataque microbiano y la degradacién (Ho
etal., 1999).

Tabla 2

Factores que afectan los procesos de biodegradacion de polimeros plasticos.

Degradacion

Factores Fotodegradacion termo - Biodegradacion
(requerimiento) -
oxidativa

Agente activo Luz UV o alta Calor y oxigeno  Agentes

energia de microbianos

radiacion
Requerimiento de No requiere Requiere altas No requiere
calor temperaturas

ambientales

Velocidad de Iniciacion lenta,  Répida Moderado
degradacion propagacion

rapida
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Otras Amigable Ambientalmente Ambientalmente
consideraciones ambientalmente  no aceptable amigable
si no se usa alta
energia de
radiacioén
Aceptacion general Aceptable pero No aceptable Barato y bastante
costoso aceptable

Fuente: ICPE (2006).

Las enzimas hidrolasas como ureasas, proteasas y esterasas, juegan un papel
fundamental en la hidrolisis de los polimeros plasticos y, consecuentemente, en la
tasa de biodegradacion (Ho et al., 2018). Por esta razon, la exploracion de enzimas
microbianas y el esclarecimiento de los mecanismos de degradacién pueden ampliar
la posibilidad de remediacion a través de la biodegradacion (Xu & Wang, 2018). Las
biopeliculas microbianas también pueden conducir a la remediacion de micro y nano
plasticos a través de la degradacién bioguimica (Yuan et al., 2020). En este proceso,
los factores ambientales como la irradiacion solar, materia organica del medio y
material particulado también influyen en el proceso de degradacion efectuado por los
microbiomas. Las biopeliculas en micro y nano plasticos pueden facilitar la
produccion de enzimas cataliticas que permiten degradar eficientemente los
polimeros sintéticos (Ganesh Kumar et al., 2021). Ciertos microorganismos, como
Alcanivorax borkumensis, juegan un papel clave en la degradacién de PEBD
(Delacuvellerie et al., 2019). Por lo tanto, los enfoques biotecnoldgicos pueden ser
de gran utilidad en la biodegradacion de los polimeros plasticos en general (Moog et
al., 2019).

En la

12

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Tabla 3 se presenta una lista de microorganismos y enzimas asociadas que participan
en procesos de degradacion de polietileno. EI proceso de degradacion de plasticos
estd estrechamente relacionado con la dinamica de biopelicula dominante, es decir,
cambios en las comunidades microbianas (por ejemplo, de Rhodobacterales,
Oceanospirillales y Burkholderiales) (Syranidou et al., 2019). Las variaciones
fisicoquimicas del medio se pueden observar y medir a través de instrumentos
analiticos. Cepas bacterianas como Bacillus cereus y Bacillus gottheilii remediaron
de manera efectiva muchos polimeros plasticos (PET, PP, PE y PS) procedentes de
sedimentos de manglares (Auta et al., 2018). El hongo Zalerion maritimum mostro
potencial para degradar particulas de plastico (Paco et al., 2017). Generalmente las
hifas de los hongos estan equipadas con recubrimientos superficiales que liberan
biosurfactantes naturales pegajosos como las hidrofobinas (Sanchez, 2020). Estas
hidrofobinas (p. ej., ABHL1 de Agaricus bisporus, Rod A de Claviceps fusiformis y
SC 1;3;4 de Schizophyllum commune) pueden unirse con superficies plasticas
hidrofobicas, lo que conduce a la biodegradacion del plastico, utilizandolo como
fuente de carbono y energia. La biodegradacion de PP utilizando dos hongos
(Phanerochaete chrysosporium NCIM 1170 y Engyodontium album MTPQ91)
mejoré mediante un pretratamiento con almidén/prooxidante (Jeyakumar et al.,
2013).
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Bacterias, hongos y enzimas asociadas a la biodegradacion de polietileno (PE).

. Tiempo g
Cepa/Enzima Fuente Tipo de incubagén, Pérdida
PE d de peso
Rhodococcus ruber Suelo Film de 30 4
C208 LDPE
Bacillus sphericus Alt Agua de mar Film de 180 2.5-10
LDPE
Arthrobacter sp. GMB5  Botaderode  Film de 30 12-15
plasticos HDPE
Pseudomonas sp. E4 Suelo LMWPE 80 5
Pseudomonas sp. AKS2 Botadero de  Film de 45 1.75
residuos LDPE
Bacillus subtilis H1584  Agua de mar Film de 30 6-11
LDPE
Enterobacter asburiae Intestinode  Film de 60
YT1 gusano LDPE
Serratia marcescens Suelo Film de 70 36
LLDPE
Achromobacter Suelo Film de 150 9.38
xylosoxidans HDPE
Zalerion maritimum Ambiente Pellets de 28
marino PE
Phormidium lucidum Agua Film de 42
doméstica LDPE
Alcanivorax Mar Film de 7 3.5
borkumensis mediterraneo LDPE
Fuente: Ru et al. (2020)
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 ldentificacion del problema

La presencia de particulas de plastico en plantas de tratamiento de agua y aguas residuales
plantea una preocupacion por la calidad del agua tratada a nivel mundial. Debido a su
amplia distribucion, pequefio tamafio y su naturaleza quimica diversa, los
nano/microplasticos pueden viajar facilmente a lo largo de la linea de procesos del
tratamiento de agua, afectando la eficiencia de la remediacion en varios niveles, lo que

representa desafios operativos y de estabilidad de procesos.
2.2 Enunciado del problema

Las estrategias de reduccidon de contaminantes plasticos en plantas de tratamiento de
aguas residuales mediante la aplicacién de sistemas bioldgicos controlados, no han sido
suficientemente investigados como alternativa de atenuacion natural y menos en zonas
altoandinas, en donde las caracteristicas adversas del medio podrian influir en la
variabilidad genética de especies microbianas involucradas en los procesos de

biodegradacion de polimeros plasticos.

El conocimiento de microorganismos nativos con potencial de biodegradacion de
plasticos puede ser la pieza clave para el desarrollo de tecnologias de procesamiento de
aguas tratadas en la region, teniendo impactos economicos importantes, como la
generacion de empleos en diversos sectores industriales que apuestan por la
sostenibilidad; sociales, que aseguren la calidad de la salud en la poblacion y que permitan

un 6ptimo desarrollo ecolégico.
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2.3 Justificacién

Entre las soluciones para limitar los impactos de los nano y microplasticos en agua y
aguas residuales, se contemplan como alternativas la separacion por densidad,
coagulacién y biodegradacion, los cuales podrian actuar de manera individual o en
conjunto en algunas etapas del tratamiento. La degradacién microbiana, adaptada a las
condiciones ambientales o¢ptimas y la amplia variabilidad genética de los
microorganismos, pueden contribuir con la fragmentacion de los polimeros plasticos
presentes en sistemas acuaticos a condiciones ambientales adecuadas (Restrepo-Florez et
al., 2014), hasta lograr la transformacion final de la materia organica, conocida también

como mineralizacion.
2.4 Objetivos
2.4.1. Objetivo general

Evaluar la biodegradacién del polietileno de baja densidad efectuada por
microorganismos adaptados a las condiciones altoandinas en aguas residuales urbanas

de la ciudad de Puno.
2.4.2 Objetivos especificos

Objetivo Especifico 1 (OEL): Determinar los parametros de pH, tipo de medio de
cultivo y surfactante que requieren los microorganismos procedentes de aguas

residuales urbanas de la ciudad de Puno para biodegradar polietileno de baja densidad.

Objetivo Especifico 2 (OE2): Identificar microorganismos procedentes de aguas
residuales urbanas de la ciudad de Puno con capacidad biodegradativa sobre

polietileno de baja densidad.

Objetivo Especifico 3 (OE3): Analizar las propiedades fisico-mecéanicas, quimicas y
microestructurales en polietileno de baja densidad biodegradado en sistemas reactores
provistos de microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas de la ciudad

de Puno.
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2.5 Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

Los microorganismos adaptados a las condiciones altoandinas en aguas residuales
urbanas de la ciudad de Puno influyen positivamente en la biodegradacion del
polietileno de baja densidad.

2.5.2 Hipotesis especificas

Hipdtesis Especifica 1 (HEL): Los pardmetros 6ptimos de pH, tipo de medio de
cultivo y surfactante permiten a los microorganismos desarrollar una significativa

capacidad biodegradativa sobre el polietileno de baja densidad.

Hipotesis Especifica 2 (HE2): La variabilidad de microorganismos procedentes de
aguas residuales urbanas de la ciudad de Puno asociada a la biodegradacion de

polietileno de baja densidad es significativa.

Hipdtesis Especifica 3 (HE3): Las propiedades fisico-mecéanicas, quimicas y
microestructurales del polietileno de baja densidad son determinadas a partir de la
biodegradacion significativa en sistemas reactores provistos de microorganismos

procedentes de aguas residuales urbanas de la ciudad de Puno.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

El area de estudio estd comprendida por las Lagunas de Estabilizacion “El Espinar” (-
15.8553 S, -70.0045 O), definidas por un area total de 23 has y ubicadas en el extremo
sur de la ciudad de Puno (Per0), entre la Isla Espinar y los Barrios de Chanu-Chanu
(Figura 5) a 3810 m.s.n.m. Se trata de un sistema de tratamiento conformado por dos
lagunas en serie (primaria y secundaria) en donde desembocan afluentes residuales
provenientes de la ciudad de Puno, las cuales son trasladadas a traves de la red de
alcantarillado. El sistema comprende de un tratamiento preliminar mediante un sistema
de camara de rejas, asi como de un desarenador y seguido de dos médulos hidraulicos de
caudal unidos de forma paralela, de alli los liquidos residuales son derivados a siete tubos
de descarga distribuidos alrededor de la Laguna de Estabilizacién Primaria. Asimismo,
los residuales se retiran mediante seis buzones de salida que derivan a seis tuberias hacia
la Laguna de Estabilizacion Secundaria, desde alli son dirigidos hacia tres buzones que
se dirigen a una tuberia de descarga final que desemboca a la Bahia Interior del Lago

Titicaca (Sistema Regional de Informacién Ambiental, 2011).
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Google Earth

Figura 5. Lagunas de estabilizacion EI Espinar, Puno — Perd.
3.2 Poblacion

La poblacion para la obtencién de microorganismos degradadores estad determinada por
muestras de plésticos contaminados en zonas de depdsito de residuos con historia de
deposicion.

La poblacién de muestras para el cultivo de microorganismos en medio de origen natural
estd definida por submuestras tomadas en cada tubo colector de las lagunas de
estabilizacion de aguas residuales “El Espinar” (siete colectores), de los cuales se

conformara una sola muestra compuesta y representativa.
3.3 Muestra

Las muestras fueron un total de 7 plasticos con signos de degradacion microbiana en cada

punto receptor de agua residual.
3.4 Método de investigacion

Se desarrollé el método de investigacion experimental para estudiar los fendmenos
asociados a la biodegradacion de microorganismos procedentes de aguas residuales de

las lagunas de estabilizacion “El Espinar” sobre PEBD.
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3.5 Métodos por objetivos especificos

OE 1: Determinar los pardmetros de pH, tipo de medio de cultivo y surfactante que
requieren los microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas de la ciudad de

Puno para biodegradar polietileno de baja densidad.
3.5.1 Recoleccién y preparacion de muestras

Se tom0 1 L de muestras de agua superficial a 50 metros de distancia de 7 puntos de
vertimientos de aguas residuales de las Lagunas de Estabilizacion “El Espinar”, luego
las muestras fueron mezcladas y homogeneizadas en un mismo recipiente
conformando una mezcla compuesta, siguiendo las directrices del Protocolo Nacional
para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales (ANA, 2016).
Asimismo, se recogieron muestras de desechos de polietileno en zonas que presentan
gran acumulacion de residuos plasticos durante mucho tiempo (10-20 afios), donde
existe una mayor probabilidad encontrar bacterias con potencial de degradacion de
PEBD. Las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento en el laboratorio.
Por otro lado, se prepararon laminas de bolsas de plastico con cierre hermético (Ziploc)
de un espesor aproximado de 63 um, cortadas en tiras de 10 x 2 cm. Las ldminas fueron
desinfectadas con una solucion compuesta por 10 mL de lejiay 7 mL de Tween 80 en
983 mL de agua bidestilada por 30 a 60 minutos, luego fueron transferidas a un frasco
con agua destilada estéril y movidas por 30 minutos para, seguidamente, traspasarlas
con etanol al 70% por 30 minutos. Por ultimo, las tiras se secaron a 60 °C por 12 h

antes de someterlas a las pruebas de degradacion bacteriana (Maroof et al., 2020).
3.5.2 Preparacion de medios de cultivo

Para el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, entre ellos los
degradadores mas exigentes, se prepar6 caldo nutritivo (HIMEDIA) como medio de
pre-enriquecimiento, suspendiendo 13 g en 1000 mL de agua destilada y se calent6 lo

necesario para disolver el medio completamente.

Para el aislamiento de los consorcios microbianos degradadores se prepararon dos
medios: medio mineral salino (SK) usando 1.73 K;HPOs (CDH), 0.68 KH2PO4
(CDH), 0.1 MgS04.7H.O (HIMEDIA), 4 NaCl (CDH), 0.03 FeSO..7H.0
(HIMEDIA), 1 NHsNO3 (CDH), 0.02 CaCl2.2H,0 (HIMEDIA), 5 CsH1,06 (CDH) en

g/L de agua ultrapura y medio de agua residual procedente de las lagunas de
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estabilizacion “El Espinar” (AR), haciendo un filtrado inicial con mallas para separar
la materia solida de gran tamafio. Ambos medios fueron esterilizados en una autoclave
digital vertical automatico de 105 litros (JSR JSAT-105) a 121 °C por 20 minutos.

3.5.3 Determinacion de cinética microbiana y preparacion de inoculos

A partir de las muestras de polietileno obtenidas de las lagunas de estabilizacién “El
Espinar” se cortaron tiras de 10 x 2 cm, las cuales fueron introducidas en un balén
volumétrico que contenia 100 mL de caldo nutritivo de pre-enriquecimiento. Después
de 24 h de incubacidén a 30 °C, se introdujo 1 mL del cultivo pre-enriquecido en 100
mL (dilucion 1/100) de caldo nutritivo nuevo que sirvio como medio para la
determinacion de cinética microbiana. Para hacer el seguimiento del crecimiento del
consorcio cultivado se midid la absorbancia a 600 nm, cada hora, durante 24 horas.
Asimismo, se realiz6 un recuento de viables, haciendo para todas las muestras un
banco de diluciones hasta la dilucion 107 y se sembraron por duplicado 100 p de las
diluciones 107, 10°, 108y 107"y se registraron las unidades formadoras de colonias
(UFC) obtenidas en las diferentes placas de dos duplicados de aquellos que atendian a
cada muestreo en el rango estadisticamente valido de 30 — 300 UFC) por placa (Tortora
et al., 2007). Para cada uno de los tiempos de muestreo se calculd el promedio del
recuento de las dos placas en UFC/mL, asi como la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion. Con estos datos se determinaron los parametros de crecimiento

microbiano: tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion o generacion.

3.5.4 Establecimiento de sistemas reactores para ensayos de biodegradacion sobre
PEBD

Se tom6 1 mL del medio de pre-enriquecimiento previamente incubado por 16 horas
(crecimiento maximo del consorcio microbiano) y se inoculé en los balones de cuello
liso con fondo plano configurados como sistemas reactores de biodegradacion. Se
establecio un disefio completamente aleatorizado (DCA) con arreglo factorial
multinivel con tres repeticiones, teniendo como factores el medio de cultivo, pH y
surfactante en los niveles que se detallan en la Tabla 4, siendo un total de 36
tratamientos distribuidos en dos bloques; la ejecucion de la matriz mostrada fue de
manera aleatoria en cada bloque. Cada reactor contenia una lamina de PEBD cuyo

peso se registro al inicio de los ensayos de degradacion. La respuesta Pérdida de Peso
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de PEBD (%) fue evaluada a través del tiempo al cumplirse 30, 60 y 90 dias de ensayo
con la férmula:
Peso inicial — Peso final

P taje de pérdida d = 100
orcentaje de perataa ae peso Peso inicial X

Con dichos resultados, se procedio a seleccionar el tiempo de pérdida de peso méaxima
y los factores significativos a los procesos de biodegradacion realizados por los

consorcios microbianos.

Tabla 4

Factores y niveles de la configuracion experimental para la evaluacion del potencial

de biodegradacion de los consorcios sobre PEBD.

Variables Niveles
pH 4.2 5 7 9 9.8
Surfactante Sin Tween 20 Tween 80 - -
surfactante

Medio de AR SK - - -

cultivo o

Tipo de

Agua

OE 2: Identificar microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas de la ciudad
de Puno con capacidad biodegradativa sobre polietileno de baja densidad.

3.5.5 Identificacién molecular de consorcios microbianos

Para capturar los microorganismos de las muestras liquidas se realizé la filtracion de
una muestra integrada y homogeneizada de agua residual procedente de la Laguna de
Estabilizacion “El Espinar” (AR), ademas, se seleccionaron las dos configuraciones
que obtuvieron mejores resultados de pérdida de peso (%) tanto para el medio sintético
(SK) como para el medio conformado por agua residual estéril (AR2). Para ello, se
conect6 un embudo de filtro desechable (Pall MicroFunnel — Thermo Fisher Scientific)
a un colector de vacio, después se vertid6 100 mL de la muestra en el embudo y se
encendié la bomba de vacio para iniciar la filtracion. Cuando el filtro estuvo
visiblemente seco, se apago la bomba y se retird el embudo desenroscando la base con

cuidado de no tocar la membrana de 0.2 um (Whatman Nucleopore — Sigma Aldrich).
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Se esterilizé dos pares de pinzas empapandolas en etanol y luego aplicandolas a una
llama, cuando las pinzas se enfriaron se dobl6 con cuidado el filtro por la mitad,
manipulando por los bordes. Se dobl6 el filtro dos veces de nuevo, se coloc6 en un

tubo precargado con perlas de vidrio y se almacend en el ultracongelador a -80 °C.

La extraccion de ADN se realizd utilizando el kit de purificacion de ADN de
microbioma (PureLink — Thermo Fisher Scientific) y siguiendo la guia de usuario del
producto (Anexo 1).

La cuantificacion de las muestras de ADN obtenidas se realiz6 colocando 2 pL de
ADN en un espectrofotdmetro de microvolimenes UV/Vis (Lambda — PCR max).

Para visualizar la calidad del ADN extraido, se realizé una corrida electroforética de
las muestras. Primero se prepar6 el buffer de corrida TAE (Tris Acetatos EDTA) al

1% que permitié el flujo de corriente para la migracion del ADN.

Se prepar6 un gel disolviendo 0.5 g de agarosa en 50 mL de agua destilada, se calentd
hasta ebullicién para disolver el polvo y se agitd la solucion para evitar la formacion
de burbujas. Cuando enfrié aproximadamente a 60°C, la preparacion fue vertida al
contenedor de geles de la camara electroforética, se colocé el peine para la formacion
de los pozos en donde se cargaron las muestras. Cuando el gel solidifico y enfrié por
completo, se agrego el buffer TAE hasta cubrir bien, retirando el peine con cuidado de
no romper el fondo de los pozos. Se mezclé cada muestra con un colorante de corrida
y se vertié 2 pL de ADN en un pozo. Cuando los pozos estan cargados, se conectan
los cables de la cdmara electroforética a la fuente de poder (cable rojo para conectarlo
al polo positivo y uno negro en el negativo). Se programa la corrida a 100 V por 30
minutos y, al finalizar, se coloca el gel en el transiluminador para observar la migracion
de las bandas con luz UV. Finalmente, se realizo la secuenciacion mediante el analisis
del metagenoma por tecnologia de secuenciacion Shotgun, con una longitud de lectura
PE 2x150 pb y 10 millones de lecturas por muestra (5M en cada direccion). Para la
obtencion del arbol filogenético, se programd en Linux, usando los programas
MEGAMHit para los contigs (segmentos de ADN superpuestos), MetaPhlAn2 para

obtener los arboles y Graphlan para los graficos.
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OE 3: Analizar las propiedades fisico-mecanicas, quimicas y microestructurales en
polietileno de baja densidad biodegradado en sistemas reactores provistos de

microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas de la ciudad de Puno.
3.5.6 Ensayos para la determinacion de la biodegradacion en PEBD

Después de la incubacion en los sistemas de degradacion, se recolectaron las ldminas
de PEBD de los reactores con mejor respuesta de la evaluacion de pérdida de peso,
tanto para las cultivadas en ambiente natural (AR) como para las cultivadas en
ambiente sintético (SK) correspondientes a cada mes de ensayo (1 tira por mes). Las
ld&minas se lavaron con agua destilada doble desionizada estéril y etanol al 70%.

3.5.6.1 Ensayo de traccién

Se midio la resistencia a la traccion de las tiras de PEBD seleccionas para determinar
la tensidn maxima que pueden soportar a los 30, 60 y 90 dias de degradacién en los
sistemas reactores (Ranjan & Goel, 2019; Soleimani et al., 2020), para ello se usé
una maquina de prueba universal (INSTRON 3365, USA). El procedimiento para
realizar las pruebas se desarrollé de acuerdo a la norma ASTM 882-02 (ASTM,
2010). La longitud de calibre de PEBD fue de 90.00 mm, anchura de 20.00 mm y
velocidad 150.00 mm y los resultados fueron registrados en MPa. La resistencia a la
traccion del LDPE tratado con cultivo bacteriano se compard con un control (sin

indculo en el sistema reactor).
3.5.6.2 Ensayo de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Para la determinacién de los cambios en la composicion quimica de PEBD sometido
a tratamiento de biodegradacion, se realizo el analisis de espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (IR Prestige 21 - Shimadzu), se utilizé el accesorio ATR

con un barrido de 650 cm™ hasta 4000 cm™.
3.5.6.3 Ensayo de espectroscopia Raman

Los espectros Raman se obtuvieron utilizando un microscopio Raman NTEGRA
SPECTRA — NT-MDT), el laser utilizado fue de 532 nm y 45 mW. Los espectros se
recogieron de 1000 a 3200 cm™* a temperatura ambiente, utilizando una resolucion
espectral de 3 cm ™.
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3.5.6.4 Ensayo de microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el fin de observar los cambios en la microestructura de la superficie de las
peliculas de PEBD, se utilizé un microscopio electronico de barrido (Zeiss — EVO
MA 10), bajo diferentes aumentos que van de 500 X a 10.00 KX. Se tomaron
imagenes en diferentes zonas de todas las muestras de PEBD sometidas a

biodegradacion y se compararon con las imagenes de la muestra control.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros de pH, tipo de medio de cultivo y surfactante que requieren los
microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas para biodegradar

polietileno de baja densidad.

4.1.1 Determinacion de la cinética de microorganismos procedentes de la laguna

de estabilizacion “El Espinar”

En la Figura 6, se observa la evolucion en el tiempo de las medidas de absorbancia a
600 nm. Se trata de una representacion lineal en la que, en un periodo de tiempo inicial,
no se establece claramente el crecimiento (0 - 3 horas), luego crece de manera muy
eficaz (3 — 15 horas) y, finalmente, se presenta un periodo en el que el crecimiento

nuevamente y se detiene (15 — 24 horas).
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Figura 6. Curva de crecimiento de microorganismos procedentes de muestras de
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polietileno de aguas residuales "El Espinar”.

Los puntos blancos refieren el mismo pardmetro representado de manera lineal, pero
en UFC/mL, donde el comportamiento es parecido a las absorbancias a 600 nm. Al
inicio la curva muestra bajo crecimiento (0 - 5 horas), luego empieza a proyectarse (7
-16 horas) y, finalmente, entra en la fase estacionaria (16 — 24 horas). En este rango,
la curva empieza a decaer debido a que registra UFC y las células empiezan a entrar
en fase de muerte. Reportando en absorbancias no se puede visualizar la fase de

muerte, pero en la curva de UFC si es mucho mas visible.

En la Figura 7, se muestra el crecimiento de los microorganismos en escala
logaritmica, a partir de la absorbancia a 600 nm y de las UFC. Se evidencia que ambas
curvas casi se superponen, algunas de las pendientes son muy parecidas; por lo tanto,

se puede ver en qué punto se pierde la linealidad y se presentan las fases de

crecimiento.
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Figura 7. Curva de crecimiento en escala logaritmica de microorganismos

procedentes de muestras de polietileno de aguas residuales "EI Espinar".

Al analizar las UFC/ml en escala logaritmica, se puede observar que la recta se
mantiene con tendencia lineal hasta la hora 16, para despues perder incremento de
tamafio poblacional de células viables; es asi que, al analizar las medidas de
absorbancia, el rango en que mantiene este crecimiento exponencial es mas estrecho

que el numero de unidades formadoras de colonia por mililitro, en donde el rango es
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mucho mayor. Los resultados hicieron factible la toma de muestras después de 16
horas de incubacién del cultivo de pre-enriquecimiento (consorcio) para su
subsecuente inoculacion en los sistemas reactores que biodegradacién sobre el

polietileno de baja densidad (Anexo 2).

4.1.2 Pérdida de peso de PEBD sometidos a ensayos de biodegradacion con

variaciones de pH, tipo de medio de cultivo y uso de surfactante

En la Figura 8 se puede observar los promedios de pérdida de peso (%) de PEBD al
mes 1 de ensayo. El promedio alcanzado segln el uso de surfactante fue de 1.48 %
(sin surfactante), 3.45% (surfactante Tween 20) y 4.23 (surfactante Tween 80).
Respecto al tipo de medio empleado se obtuvo un 2.49 % de pérdida de peso con agua
residual de laguna y un 3.62% de pérdida de peso con MSM. Por su parte los pH
empleados en el medio permitieron obtener porcentajes de remocion de 2.38% (pH
4.2), 2.81% (pH 5), 3.67% (pH 7), 3.23% (pH 9), 2.92 % (pH 9.8) y 3.32% (pH sin

modificar).
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Figura 8. Promedios de pérdida de peso (%) al mes 1. Segun A) Surfactante, B) Tipo
de agua y C) pH.
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Figura 9. Interacciones de factores con la pérdida de peso (%) al mes 1. Donde A)
Surfactante*Tipo de agua, B) pH*Surfactante y C) pH*Tipo de agua.

Para identificar diferencias significativas entre estos factores y posibles interacciones

se procedio a realizar el analisis de varianza factorial respectivo Tabla 5.
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Tabla 5

Analisis de varianza multifactorial para Pérdida de Peso (%) al mes 1.

Fuente cigtrjnraaggs GL Cﬁgg%do F Valor P
Surfactante 144.0 2 72.02 521.50 0.0000
Tipo de agua 34.76 1 34.76 251.69 0.0000
pH 18.1 5 3.621 26.22  0.0000
Surfactante*Tipo de agua 6.359 2 3.179 23.02  0.0000
Surfactante*pH 4.181 10 0.4181 3.03 0.0030
Tipo de agua*pH 1.53 5 0.306 2.22 0.0619
asgl:;icgil”te*ﬂpo de 8.34 10 0.834 604  0.0000
Residual 9.943 72 0.1381
Total (corrected) 227.3 107

El andlisis de varianza factorial realizado a la pérdida de peso de PEBD al primer mes
permitié identificar diferencias estadisticamente significativas en los factores:
Surfactante  F(2,107)=521.50, valor-p=0.0001, n2p=0.38; Tipo de agua
F(1,107)=251.69, valor-p=0.0001, n2p=0.13 y pH F(5,107)=26.22, valor-p=0.0001,
n2p=0.07.

Asi como también en las interacciones Surfactante*Tipo de agua, Surfactante*pH y la
interaccion triple, no siendo significativa, por el contrario de la interaccién Tipo de
agua*pH con F(5,107)=2.22, valor-p=0.0619, n2p=0.006.

El analisis de Tukey realizado evidencié que el uso de T80, medio MSM y pH 7
presentan valores superiores de pérdida de peso del PEBD, correspondiendo dichas
condiciones al tratamiento T28 que alcanzé un promedio de pérdida de peso de 5.12+/-
0.12 %.

En la Figura 10 se pueden observar los promedios de pérdida de peso (%) de PEBD al
mes 2 de ensayo. El promedio alcanzado segun el uso de surfactante fue de 1.88 %
(sin surfactante), 3.93 % (surfactante Tween 20) y 4.85 % (surfactante Tween 80).

Respecto al tipo de medio empleado se obtuvo un 2.94 % de pérdida de peso con agua
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residual de laguna y un 4.17 % de pérdida de peso con MSM. Por su parte los pH
empleados en el medio permitieron obtener porcentajes de remocion de 2.94 % (pH
4.2), 3.44 % (pH 5), 4.21 % (pH 7), 3.61 % (pH 9), 3.38 % (pH 9.8) y 3.75 % (pH sin
modificar) (ANEXO 3).
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Figura 10. Promedios de pérdida de peso (%) al mes 2. Segun A) Surfactante, B) Tipo
de aguay C) pH.
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Figura 11. Interacciones de factores en la pérdida de peso (%) al mes 2. Donde A)

Surfactante*Tipo de agua, B) pH*Surfactante y C) pH*Tipo de agua
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Para identificar diferencias significativas entre estos factores y posibles interacciones
se procedié a realizar el analisis de varianza factorial respectivo Tabla 6.

Tabla 6

Analisis de varianza multifactorial para Pérdida de Peso (%) al mes 2.

S o Gt ¢ Ve
Surfactante 167.003 2 835013 55342 0.0000
Tipo de agua 41.3022 1 413022 27374 0.0000
pH 15.8988 5 317976  21.07 0.0000
asgl:;a“a”te*ﬂpo de 6.33522 2 316761  20.99 0.0000
Surfactante*pH 8.00114 10 0.800114 5.30 0.0000
Tipo de agua*pH 0.805513 5 0161103 107 0.3855
:;l:;icgaH”te*Tipo de 17.2435 10 172435 1143 0.0000
Residual 10.8635 72 0.150882
Total (corrected) 267.452 107

El andlisis de varianza factorial realizado a la pérdida de peso de PEBD al segundo
mes permitio identificar diferencias estadisticamente significativas en los factores:
Surfactante  F(2,107)=553.42,valor-p=0.0001, 1%=0.38, Tipo de agua
F(1,107)=273.74, valor-p=0.0001, 1%=0.13 y pH F(5,107)=21.07, valor-p=0.0001,
1n%=0.06.

Se mantuvo como no significativa estadisticamente la interaccion Tipo de agua*pH
con F(5,107)=1.07, valor-p=0.3855, 12,=0.003.

El anélisis de Tukey realizado evidencié nuevamente que el uso de T80, medio MSM
y pH 7 presentan valores superiores de pérdida de peso del PEBD, correspondiendo
dichas condiciones al tratamiento T28 que alcanz6 un promedio de pérdida de peso de
5.83+/-0.12 %.
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En la Figura 12 se puede observar los promedios de pérdida de peso (%) de PEBD al
mes 3 de ensayo. El promedio alcanzado segun el uso de surfactante fue de 2.03 %
(sin surfactante), 4.04 % (surfactante Tween 20) y 5.30 % (surfactante Tween 80).
Respecto al tipo de medio empleado se obtuvo un 3.14 % de pérdida de peso con agua
residual de laguna y un 4.44 % de pérdida de peso con MSM. Por su parte los pH
empleados en el medio permitieron obtener porcentajes de remocion de 3.24 % (pH
4.2), 3.60 % (pH 5), 4.51 % (pH 7), 3.97 % (pH 9), 3.53 % (pH 9.8) y 3.91 % (pH sin
modificar) (ANEXO 3).
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Figura 12. Promedios de pérdida de peso (%) al mes 3. Segun A) Surfactante, B) Tipo
de aguay C) pH.
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Figura 13. Interacciones de factores en la pérdida de peso (%) al mes 3. Donde A)
Surfactante*Tipo de agua, B) pH*Surfactante y C) pH*Tipo de agua.

Para identificar diferencias significativas entre estos factores y posibles interacciones se

procedio a realizar el analisis de varianza factorial respectivo Tabla 7.
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Tabla 7

Analisis de varianza multifactorial para la pérdida de peso (%) al mes 3

Fuente ci:(rjnraaggs GL Clﬁgg%do F Valor P
Surfactante 196.009 2 98.0045 74547  0.0000
Tipo de agua 45.9008 1 459008 34915  0.0000
pH 17.6533 5 353067 2686  0.0000
i‘;l:;a"ta”te*ﬂpo de 453156 2 226578 1723  0.0000
Surfactante*pH 8.9563 10 089563 681  0.0000
Tipo de agua*pH 0.689707 5 0137941 105  0.3957
aS;l:;iC;aH”te*Tipo d 109313 10 109313 831  0.0000
Residual 9.46556 72 0.131466
Total (corrected) 294.137 107

El andlisis de varianza factorial realizado a la pérdida de peso de las tiras de PEBD al
tercer mes permitio identificar diferencias estadisticamente significativas en los
factores: Surfactante F(2,107)=745.7, valor-p=0.0001, 12=0.40, Tipo de agua
F(1,107)=349.15, valor-p=0.0001, n%=0.13 y pH F(5,107)=26.86, valor-p=0.0001,
1n%=0.06.

Se mantuvo como no significativa estadisticamente la interaccion Tipo de agua*pH
con F(5,107)=1.05, valor-p=0.3957, 12,=0.002.

El anélisis de Tukey realizado evidencié nuevamente que el uso de T80, medio MSM
y pH 7 presentan valores superiores de pérdida de peso del PEBD, correspondiendo
dichas condiciones al tratamiento T28 que alcanz6 un promedio de pérdida de peso de
6.36+/-0.12 %. (ANEXO 3).

De acuerdo a la literatura, la pérdida de masa de especimenes de prueba, como
peliculas o barras de prueba, se aplica ampliamente en las pruebas de degradacion
(especialmente en pruebas de campo y de simulacidn); sin embargo, no constituye una

prueba directa de biodegradacion (Shah et al., 2008). No obstante, al combinar un
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analisis estructural del material residual y los intermedios de bajo peso molecular
obtenidos de las pruebas de composicion quimica del material, se puede obtener
informacidn detallada sobre el proceso de degradacion, especialmente si se usa un
medio de prueba sintético definido (Witt et al., 2001).

Las pérdidas de masa de los polimeros ensayados en las pruebas de degradacion,
podrian deberse a la migracion de algin material de bajo peso molecular, tal como se
argumenta en los hallazgos de Witt et al. (2001), quienes también experimentaron en
copoliésteres aromaticos alifaticos comerciales, determinando la pérdida de masa por
el método de centrifugacion de sustancia solida. Para obtener mas informacion
cuantitativa sobre posibles residuos derivados de polimeros en la fraccion sélida,
realizaron un andlisis por cromatografia de gases, sin hallar cantidades significativas

de dioles y diacidos (1,4-butanodiol, tereftalato y adipato).

Estudios previos reportaron pérdidas de peso (%) de aislados bacterianos como
Bacillus siamensis (8.46 +/-0.3), Bacillus cereus (6.33+/-0.2), Bacillus wiedmannii
(5.39+/-0.3) y Bacillus subtilis (3.75+/-0.1); los microorganismos fueron obtenidos de
botaderos donde se depositaron pilas de plasticos durante mucho tiempo (10-20 afios),
luego fueron cultivados en medio mineral salino (MSM) liquido y subsecuentemente
aislados en MSM sélido (Maroof et al., 2020). Por otro lado, Dey et al. (2020) encontro
que Stenotrophomonas sp P2 y Achromobacter sp. DF22, microorganismos obtenidos
a partir de muestras de suelo y fluido drenado, también presentaron pérdidas de peso
en peliculas de polietileno de baja densidad a 100 dias de tratamiento (~8 %).

Asimismo, Soleimani et al. (2020) reportaron pérdidas de peso (%) en peliculas de
polietileno de baja densidad en cultivos con Streptomyces sp. IR-SGS-Y1 (6.69 +/-
0.16), Streptomyces alborgiseolus IR-SGS-T10 (9.5 +/-0.3), Streptomyces sp. 1G-
SGS-T4 (6.48 +/- 0.75), Nocardia sp. IG-SGS-T3 (5.98 +/- 0.72) y Rhodococcus ruber
IR-SGS-T6 (6.23 +/- 0.5). Los autores resaltan los resultados inesperados de la mezcla
bacteriana, de los cuales se obtuvo pequefias cantidades de pérdida de peso a los 60
dias de evaluacion (3.69 +/-0.39). En contraste, este estudio reportd porcentajes
promedio de pérdida de peso a 90 dias similares a los hallazgos de los aislados de
Soleimani et al., 2020 (6.358 +/-0.12 %), lo cual podria atribuirse a las diferencias
metodologicas de los estudios, partiendo desde el origen de los aislados y consorcios

en zonas climéticas diversas, las diferencias de espesor del polimero tratado, los
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tiempos de incubacion o el procedimiento adicional de aislamiento en placa que
produce la disminucion de la variabilidad de especies microbianas presentes en medios

solidos.

4.2 Microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas con capacidad

biodegradativa sobre polietileno de baja densidad.
4.2.1 Apariencia visual del crecimiento de consorcios sobre PEBD

En los films de PEBD seleccionados para ensayos fisico-quimicos, correspondientes
a los cultivos en AR2 (agua residual) y SK (agua sintética), se logro distinguir varios
tipos de colonizacion microbiana a nivel macroscopico (Figura 14 y Figura 15,

respectivamente).

Figura 14. Vista macroscopica superficial de colonizacion de consorcio microbiano en
PEBD (Unica fuente de carbono) obtenido del cultivo AR (agua residual estéril), a 30,

60 y 90 dias de tratamiento.
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Figura 15. Vista macroscopica superficial de colonizacion de consorcio microbiano en
PEBD (unica fuente de carbono) obtenido del cultivo SK (medio mineral salino) a los
30, 60 y 90 dias de tratamiento.

Los tratamientos en PEBD mostraron algunos cambios fisicos debido a la colonizacion
de los consorcios después de 30, 60 y 90 dias de incubacion. Estos cambios no tuvieron
una distribucion uniforme en la totalidad de la superficie de los films, pues los
microorganismos colonizaron preferentemente algunas zonas, con la subsecuente
formacion de biofilms que es comdnmente reportado en la literatura al referirse a una

biodegradacion eficiente (Maroof et al., 2020).

Si bien la presencia de colonizacion microbiana y biofilm son mas evidentes en los films
de AR (Figura 14), es en la tira de PEBD cultivada a 90 dias en SK la que muestra severos
cambios en zonas de coloracién oscura que no han mostrado otras muestras y que
coincidiria con cambios microestructurales de mayor relevancia. Se reportaron hallazgos
similares en las investigaciones de Maroof et al., 2020, donde se confirm¢é la
biodegradacion bacteriana en la superficie de films de PEBD asi como la pérdida de peso

hasta un 8.46 +/-3 % con la especie Bacillus siamensis.

4.2.2 Cuantificacion de ADN extraido de microorganismos procedentes de agua
residual de “El Espinar” (AR) y consorcios desarrollados en medio nutritivo
(NT), medio mineral salino (SK) y agua residual estéril (AR2) con PEBD como

fuente de carbono

Las concentraciones de ADN de los consorcios microbianos que se desarrollaron en

los distintos medios de cultivo se muestran en la Tabla 8.
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Se observo que los datos siguieron una distribucién normal pero no presentaron
homogeneidad de varianza (F= 3.89, valor p=0.0324), por ello se procedié a realizar
el andlisis de varianza con el test de Welch, identificando que existié diferencia
estadisticamente significativa (F(3,6.19)=217.61, p=0.0001) entre las concentraciones
de ADN, siendo mayor la concentracion en NT (54.51+/-9.35) y AR (55.99+/-7.64),
seguido de SK (38.58+/-2.09) y AR2 (10.3+/-1.08), con menor concentracion (Anexo
4).

Tabla 8

Estadistica descriptiva de las concentraciones de ADN extraidos a partir de cultivos

liquidos.
AR NT SK AR2

Conteo 5 4 4 5
Promedio 53.99+/- 54.51+/- 38.58+/-  10.36+/-

7.64 C 9.35BC 209B 1.08 A
% CV 0.14 0.17 0.05 0.10
Minimo 43.06 46.58 36.61 8.98
Maximo 61.60 68.05 41.43 12.00
Rango 18.54 21.47 4.83 3.02
Sesgo

. -0.4662 1.2922 0.8581 0.5195
estandarizado

Curtosis

) -0.3016 1.2097 0.3642 0.8257
estandarizada

En la Figura 16 se presentan los registros fotograficos de las bandas expresadas en las
corridas electroforéticas de las muestras de ADN. En el primer y Gltimo carril de ambas
fotografias se muestran los marcadores moleculares de bajo y alto peso molecular,
respectivamente. En la Figura 16a se corrieron 20 ng de ADN procedente de AR (agua
residual natural) y NT (cultivo en medio nutritivo con PEBD) en los carriles 2 y 3,
respectivamente; asi como el peso molecular total de ARy NT (carriles 4 y 5). En la
Figura 16b se presentan las corridas de 20 ng de ADN procedente de SK (cultivo en
medio mineral salino con PEBD) y AR2 (cultivo en medio de agua residual con PEBD)
en los carriles 2 y 3, respectivamente), asi como el peso molecular total de ARy NT

(carriles 4y 5).
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Figura 16. Productos de electroforesis en gel de agarosa con contenido de ADN
obtenido a partir de cultivos desarrollados en a) AR (medio agua residual natural) y NT
(medio nutritivo); b) SK (medio mineral salino) y AR2 (medio agua residual estéril) con

PEBD como Unica fuente de carbono.

Esta prueba cualitativa sirvié para determinar la integridad de la extraccion de ADN
(Watson et al.,, 2000). Las moléculas cargadas de é&cidos nucleicos migraron
favorablemente al aplicarle el campo eléctrico y fueron claramente visibles en el
transiluminador UV. Ademas, las representaciones coinciden con la proporcion de

concentraciones de cuantificacion halladas en cada muestra donde NT > AR > SK >

AR2.

4.2.3 ldentificacion molecular de microorganismos cultivados en agua residual

(AR2) y en medio mineral salino (SK)

Las ordenes més representativas de los microorganismos hallados en el consorcio
microbiano que proliferd en el medio de cultivo SK con PEBD como unica fuente de

carbono fueron aeromonadales, alteromonadales, bacteroidales, burkholderiales,

42

repositorio.unap.edu.pe



" NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

enterobacteriales, pseudomonadales, rhizobiales, sphingobacteriales, viruses noname
y xanthomonadales, las que incluyeron 15 especies no clasificadas y otras 15
previamente determinadas en las bases de datos bioinformaticas (Figura 17a). En AR
se desarrollaron mas grupos u drdenes taxondmicos: bacteroidales, burkholderiales,
caulobacterale, enterobacteriales flavobacteriales, lactobacillales, pseudomonadales,
rhodospirillales, sphingobacteriales, viruses noname, xanthomonadales, pero menor

cantidad de especies, de las cuales 14 ain no han sido clasificadas (Figura 17Db).
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Figura 17. Arbol filogenético de microorganismos que conforman el consorcio

microbiano cultivado en SK con PEBD como Unica fuente de carbono.
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De los resultados se puede interpretar que SK es un medio donde se desarrollan mejor
los microorganismos, hay mayor viabilidad microbiana, pero AR presenta una mayor
variabilidad de 6rdenes, aunque menor variabilidad de especies en dichas 6rdenes y en

menor abundancia, tal y como se puede apreciar en la Figura 18.

10110?
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Comamonas_testosteroni
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Figura 18. Mapa de calor de la abundancia de especies en el consorcio AR y SK. La
escala se representa al principio con un color negro que representa baja abundancia y

al final con un color amarillo que representa una alta medida de abundancia.

Los pléasticos provienen de reacciones de polimerizacién a partir de derivados del
petréleo. Wu et al., 2017 han reportado al género Pedobacter (del orden bacteroidetes),
identificandolo en su estudio como potencial degradador de hidrocarburos derivados
de petroleo. Asimismo, Al-Hadithi et al., 2017 reportan especies del género
Acinetobacter aisladas de fuentes ambientales contaminadas con diésel, las cuales
presentaron altas tasas de degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos,
confirmando su alto potencial de biorremediacion. Por otro lado, varios estudios han

reportado la biodegradacion de PEBD efectuado por especies de Pseudomonas
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obtenidas de muestras ambientales (Kyaw et al., 2012; Maroof et al., 2020; Saminathan
et al., 2014), coincidiendo con los hallazgos de este estudio

Se ha demostrado que las Actinobacterias desempefian funciones importantes en la
biorremediacion (Amoroso et al., 2013) y la eliminacion de contaminantes inorganicos
como los metales pesados (Alvarez et al., 2017), contaminantes organicos como los
hidrocarburos arométicos policiclicos (Chaudhary et al., 2011), y compuestos
poliaromaticos (Antai & Crawford, 1983). La capacidad de biodegradar plésticos,
especialmente polimeros de polietileno, ha sido desarrollada por varias cepas de
Streptomyces (Penkhrue et al., 2015). Usha et al. (2011) aislaron una serie de bacterias
que degradan el polietileno del suelo y sugirieron que, entre las bacterias que degradan,
las especies de Streptomyces tienen una mayor capacidad para degradar el polietileno
que otros aislados de hongos como Aspergillus y bacterias como Pseudomonas,
Staphylococcus y géneros de bacilos. Aproximadamente el 35 % de la pérdida de peso
en peliculas de polietileno después de 6 meses de incubacién con especies de
Streptomyces se ha informado anteriormente Usha et al. (2011). Las especies de
Rhodococcus, especialmente Rhodococcus ruber, se encuentran entre las bacterias
degradadoras de polietileno mas importantes. Estas bacterias tienen la capacidad de

formar una biopelicula en la superficie hidrofoba de las peliculas de LDPE.

4.3 Propiedades fisico-mecanicas, quimicas y microestructurales del polietileno
de baja densidad biodegradado en sistemas reactores provistos de

microorganismos procedentes de aguas residuales urbanas
4.3.1 Anélisis de resistencia a la traccion de PEBD

Se obtuvieron tipicas curvas de fuerza de tensién de PEBD expuestos a los diferentes
tratamientos, las cuales se muestran en las Figura 19, Figura 20 y Figura 21,
correspondientes a las muestras que provienen de los tratamientos Control, AR2 y SK,

respectivamente.
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Figura 19. Fuerza de tensién de pelicula de PEBD (control) analizado por la relacién

entre elongacion y fuerza.
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Figura 20. Fuerza de tension de pelicula de PEBD (AR2) analizado por la relacion entre

elongacion y fuerza.
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Figura 21. Fuerza de tensién de pelicula de PEBD (SK) analizado por la relacién entre

elongacion y fuerza.

En la Tabla 9 se observan los resultados cuantitativos del ensayo para la determinacion
de la fuerza de traccion de los films de PEBD controles y de los films sometidos a
tratamientos en los medios AR2 y SK. El promedio de fuerza alcanzado por las
muestras control fue de 24.46 N/mm? +/- 1.74, seguido por el agua residual 23.81 +/-
1.47 N/mm? MPa; sin embargo, el grupo de SK presentaron resistencias promedio de
22.67 +/- 2.07 N/mm?,

Tabla 9

Propiedades de PEBD (control), en medio AR y medio SK a 90 dias de ensayo de

traccion.
Propiedad Control Medio AR Medio SK

Elongacion (mm) 361.15 23.36 221.99
Médulo elastico (MPa) 1170.08 1295.94 863.04
Punto de fluencia

(N/mm?) 21.99 21.26 19.52
Reswtegua a la traccion 24.46 93,81 99 67
(N/mm?)

Punto de rotura (N/mm?) 17.84 20.87 19.97
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Resiliencia (MPa) 0.27 0.17 0.19
Tenacidad (MPa) 66.71 38.66 54.01
Ductilidad (%) 535.80 526.23 504.94

Trabajos previos hallaron decrementos de la fuerza de traccion de hasta 13.15 MPa
después de 60 dias de degradacion, utilizando especies microbianas aisladas
(Rhodococcus sp.) procedentes de vertederos y suelos ricos en residuos plasticos que
fueron capaces de participar en la degradacion de films de polietileno de baja densidad
(Soleimani et al., 2020). Dey et al. (2020) reportaron una disminucion de resistencia a
la tensién de 0.43 MPa en LDPE degradado por el aislado bacteriano Marinobacter
H-246. Todos estos cambios caracteristicos en polietileno ocurrieron debido a la

produccion de la enzima esterasa (Khandare et al., 2022).

Por otro lado, Kyaw et al (2012) estudiaron la degradacion de PEBD usando
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15729), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15692), Pseudomonas putida (KT2440 ATCC 47054) y Pseudomonas syringae
(DC3000 ATCC 10862), reportando 20%, 11%, 9%, 11,3% y 0,3% de degradacion en
120 dias. También hallaron la disminucion de la resistencia a la traccion de las laminas
de PEBD de 0,0032 MPa a -0,00078 MPa.

El médulo de elasticidad longitudinal (médulo de Young), revel6 el comportamiento
del material elastico en funcidn de la tipologia de fuerza que se les aplico a las peliculas
de PEBD y el consiguiente aumento o disminucién de la longitud de los materiales. Es
asi, que se obtuvo la relacion que se da entre la tension que se le aplica al objeto en su
eje longitudinal y la deformacién medida en ese mismo eje. En esta zona las
deformaciones se reparten a lo largo de la probeta de PEBD, los resultados de pequefia
magnitud indican que, si se retirara la carga aplicada, la probeta recuperaria su forma
inicial, confirmando que es un pardmetro Gtil para predecir hasta qué punto se estiraron
las piezas bajo la carga aplicada y confirmando las caracteristicas plasticas del
polietileno (Sridharan et al., 2021). En este estudio no se hallaron diferencias
significativas de la fuerza de tension de las muestras control con respecto a los
tratamientos en AR y SK, esto pudo deberse a la generacion de ramificaciones
producidas por reacciones enzimaticas de los microorganismos involucrados en el

proceso de degradacién, dichas ramificaciones podrian fortalecer las uniones entre
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cadenas u otros productos de degradacion (Allende Ponce y Arriagada Gonzales,
2013); sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que las diferencias de
ajuste manual de las pinzas de la maquina de ensayo universal hayan influenciado en
los resultados. En el estudio realizado por Soleimani et al. (2020), usando
microorganismos de las familias de Streptomyces y Rhodococcus ruber también se
reportaron valores de fuerza de tension que superaron los obtenidos por el control; sin

embargo, los ensayos de FTIR y SEM respaldaron su accion biodegradativa.
4.3.2 Analisis de espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

El espectro control de la pelicula de PEBD (sin tratamiento) muestra un nimero de
picos que reflejan la naturaleza compleja del material. En las muestras previamente
afectadas por los ensayos de biodegradacion se muestran variaciones en la intensidad
de las bandas de diferentes regiones, pero las mas importantes a considerar para
procesos de biodegradacién son los cambios en los grupos carbonilos o los dobles

enlaces.

Para el espectro de la muestra control (Figura 22), las bandas con caracteristicas de
fuerte absorcion se asignaron a 717 cm™ (-C-H), 1472 cm™ (-C-H), 2847 — 2914 (=C-
H). Este resultado para PEBD no sometido a biodegradacion (control) es muy
aproximado al que reporta Soleimani et al., 2020, cuyas bandas representativas se

encontraron a 719, 1472 y 2820 — 2850 cm™?, respectivamente.

El espectro de la muestra AR1 (Figura 23) no muestra la aparicion de cambios
significativos al tratarse de la muestra que estuvo sometida a un mes de tratamiento;
sin embargo, se observa la aparicion de nuevos picos a 1045, 1643 y 3308 cm™ en
AR2 (Figura 24) y, con mayor intensidad, a 1072, 1643 y 3352 cm™ en la muestra
AR3 (Figura 25),

Se encontraron cambios significativos y similares para las peliculas de LDPE tratadas
en medio SK; no obstante, las modificaciones fueron evidentes desde el primer mes de
cultivo de PEBD con el consorcio en el medio selectivo (Figura 26) y las intensidades

fueron aumentando conforme pasaron los meses (Figura 27 y Figura 28).
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Figura 22. Espectrogramas FTIR de los films control de PEBD.
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Figura 23. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por
microorganismos cultivados en medio AR a 30 dias.
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Figura 24. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por
microorganismos cultivados en medio AR a 60 dias.
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Figura 25. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por

microorganismos cultivados en medio AR a 90 dias.
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Figura 26. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por

microorganismos cultivados en medio SK a 30 dias.
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Figura 27. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por

microorganismos cultivados en medio SK a 60 dias.
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Figura 28. Espectrogramas FTIR de los films de PEBD degradados por

microorganismos cultivados en medio SK a 90 dias.

Estos resultados son consistentes debido a que la aparicién de las bandas de absorcion
de carbonilo se pueden observar en el rango de 1670-1820 cm™! debido a la formacion
de grupos cetona o aldehido C=0 por accidon del consorcio bacteriano (Maroof et al.,
2020; Soleimani et al., 2020). El pico medio en 1045-1150 cm™! representaria el grupo
C—O0, y la absorbancia en la region de 2020— 2260 cm—1 esté asociada con el tramo —
C=C-, mientras que 3200 — 3400 representa el grupo funcional O-H (Soleimani et al.,

2020), manifestandose al 2do y tercer mes de ensayo.

Se ha demostrado que el analisis FTIR de peliculas de PE después del crecimiento
bacteriano suele acompanar a variaciones en el grupo carbonilo y formaciones de
dobles enlaces (Saha et al. 2003). Los resultados de este estudio en FTIR indican que
los consorcios crean cambios significativos en las peliculas de PE, lo cual es
confirmado por otros investigadores que trabajan en la biodegradacion de PEBD
(Kunlere et al. 2019, Maroof et al., 2020 y Soleimani et al., 2020)

53

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic
I



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

4.3.3 Analisis de espectroscopia Raman

Las propiedades estructurales de las muestras de PEBD se investigaron mediante
espectroscopia Raman. La Figura 29 muestra el espectro con las bandas tipicas de
LDPE (Sato et al., 2002; Vasileiou et al., 2014) centradas entre 1200 y 1400 cm™,
asignadas a los grupos -(CH)- y a las partes anisotropicas del polimero,

respectivamente.

. CONTROL

AR1

.- AR2

~ AR3

Figura 29. Espectrogramas Raman de los films de PEBD degradados por

microorganismos cultivados en medio AR a 30, 60 y 90 dias, respectivamente.
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Figura 30. Espectrogramas Raman de los films de PEBD degradados por
microorganismos cultivados en medio SK a 30, 60 y 90 dias, respectivamente.

Dos bandas mas entre 2800 y 2900 cm™ pueden atribuirse a vibraciones de
estiramiento C-H (metilo). En la Figura 30, se puede ver que el espectro Raman al
tercer mes de tratamiento se ve afectado por un mayor nivel de ruido y la aparicion de
nuevas bandas. Estas pueden atribuirse a la cantidad de desorden/defectos en la

estructura (Palomba et al., 2018), mas no a degradacion de estructuras poliméricas.
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4.3.4 Analisis de morfologia de la superficie de PEBD por microscopia electronica
de barrido (MEB)

Los ensayos de MEB permitieron observar los fendmenos de colonizacion y
penetracién microbiana en las peliculas de PEBD para validar ain mas la modificacion
de la superficie de PEBD debido a la accién enzimatica de microorganismos. Las
muestras tratadas mostraron algunas modificaciones fisicas, disrupciones leves en la
superficie que se manifiestan a partir de regiones con relieves pronunciados y evidente
colonizacidn bacteriana. En contraste, la muestra control mantuvo una superficie lisa
en las mismas condiciones. Estos cambios no tuvieron una distribucion uniforme en
las superficies de las muestras, ya que los microbios se adhirieron solo a ciertas

regiones.
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Figura 31. Micrografia superficial SEM de peliculas de PEBD a 30, 60 y 90 dias de
incubacion en medio AR que muestra una ligera alteracion de la superficie y pequefios
orificios con un aumento de 5.00 KX. Representacion de la union microbiana a la
pelicula de PEBD.
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Figura 32. Micrografia superficial SEM de peliculas de PEBD a 30, 60 y 90 dias de
incubacion en medio SK que muestra una ligera alteracion de la superficie y pequefios
orificios con un aumento de 5.00 KX. Representacion de la union microbiana a la
pelicula de PEBD.

Se reportaron vistas similares en un estudio anterior donde se demostr6 la formacion de
relieves en las micrografias de peliculas de LDPE cuando se trataron con Bacillus

wiedmannii, Bacillus subtilis, Bacillus siamensis, Bacillus cereus (Maroof et al., 2020).
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Koutny et al. (2006) informaron que transcurridos 100 dias de incubacion con
microorganismos, el analisis MEB no reveld signos claros de bioerosion en la superficie
de las peliculas sometidas a tratamientos de biodegradacion de PEBD, lo cual coincide
con nuestros hallazgos de accién bacteriana desarrollada solo en la superficie de la
pelicula de PEBD, presentando Unicamente ligeras alteraciones de la superficie y la
respectiva colonizacion, indicando que la biodegradacion es un proceso relativamente

lento y continuo.
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CONCLUSIONES

Se estudio la capacidad de biodegradacion de PEBD de consorcios microbianos obtenidos

de aguas residuales de las Lagunas de Oxidacion “El Espinar” y cultivados en dos medios

enriquecidos con PEBD (AR y SK) durante 90 dias.

El uso de T80, medio MSM y pH 7, con respecto a los otros niveles estudiados, mostrd
significativa reduccion de peso de las peliculas de PEBD sometidos a tratamientos de
biodegradacion, lo cual fue el indicador inicial de la capacidad biodegradativa de los

€onsorcios.

Diez érdenes microbianas fueron determinadas en SK con PEBD como Unica fuente de
carbono, las que contienen quince especies clasificadas y otras quince no clasificadas con
potencial capacidad biodegradativa de hidrocarburos derivados de petréleo como
polietileno. Entre los géneros mas representativos se encuentran Pedobacter,

Acinetobacter y Pseudomonas, con potencial capacidad biodegradativa de plasticos.

Los analisis de resistencia a la traccion determinaron que la variacion del promedio de
fuerza de tensién alcanzado por las muestras no muestra significancia, sin embargo; esto
podria atribuirse a la formacién de ramificaciones producto de reacciones enzimaticas

bacterianas.

Los analisis FTIR y SEM confirmaron que en ambos medios de cultivo se alterd la
morfologia de la superficie de las ldminas de PEBD. La aparicion de nuevos picos
alrededor de 1045, 1643 y 3308 cm™ en los medios AR y SK sugieren que ocurren
cambios quimicos a partir de oxidacion y deshidrogenacion, posiblemente debido a
accion enzimatica del consorcio bacteriano y de forma gradual desde el segundo hasta el
tercer mes de tratamiento. Finalmente, las micrografias en MEB mostraron algunas
modificaciones como disrupciones leves en la superficie, ademas de una evidente

colonizacién bacteriana.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos de determinacion gravimétrica de pérdida de peso de
PEBD sometido a tratamientos en sistemas reactores a diferentes temperaturas
controladas que pudieran afectar la actividad enzimatica de los consorcios estudiados y a

mayor tiempo de cultivo.

También se sugiere comparar la identificacion molecular con la capacidad de crecimiento
en placa de microorganismos aislados en medios enriquecidos con PEBD, asi como la
determinacion de genes promotores para la sintesis enzimatica asociada a la
biodegradacion de PEBD.
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Anexo 1. Protocolo de Kit de Purificacién de ADN Invitrogen.

USER GUIDE invitrogen

PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit

Purification of high-quality microbial DMA from microbial culture and transport media samples

Catalog Number az9770
Pub. No. MANDD14332 Rev. A.D

Component Quantity Storage
WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and N ——— . -
N . i - ureLink™ Spin Columns wil 5

follow the handling mom. Wear appropriate Collection Tubes

protective eyewsar, clothing, and gloves. Safety Data Sheets 15°C 1o 30°C

(SD5s) are available from thermofisher.com/support. PureLink™ Collection Tubes 100

Bead Tubes™! 50
Product description M Wotused inthis procedur.
B Add 13 miL of $6-100% ethanol before use. See “Before you begin® on

The Invitrogen™ PureLink™ Microbiome DINA Purification it page I -
enables fast purification of high-quality microbial and host DINA Pl Ships separatety.

from a wide variety of sample types. The kit uses proven
PureLink™ spin-cohumn techmology for robust yields of purified

DIMNA that is ready for dowmnstream PCE, sequencing, or other Reqmmd materlals

applications. Unless otherwise indicated, all materials are available through
Typical DNA recovery is 5-20 pg from 1 mi of microbial culture. thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific
FE:rtraa.'ls_port media, DNA is recoversd in sufficient quantity for {www.fisherscientific.com) or cther major laboratory supplier.
downstream PCE. detection, but may be undetectable by
spectrophotometric methods. Table 2 Required materials not included with the kit
Procedure overview Itam Source
This guide describes purification of DNA from microbial culture Heat block, dry bath, or water bath, 65°C MLS
(for example, from single colondes or from broth cultures) or iquid
transport media (for example, Amies or Stuart Transport |Optional] For dry bath, Lab Armor™ Beads Cat. no. A12543
Medium). In this procedure, the microorganisms are efficiently N _
Iysed by a comme;ﬁcn af heat, d'l.ermc,afanﬂ mechamical Microcentrifuge capable of 14,000« g MLS
distuption with specialized beads. The sample is then applied to a Vortex micers, 211 MLS
Purelink™ spin columr, and the DNA that is bound to the column
undergoes a single wash step before elution. For vortex bead homogenization: hands-free | Fisher Scientific
adapter for vortex mixer, with horizontal twbe | NCOD 70748l
orientatian
Kit contents [Qp!."a.'.'a."; alternative to vortex bead Omni 19-040, or
. . i o . hemogenization] Bead mill homogenizer equivalent
Table 1 PurelLink™ Micrebiome DMA Purification Kit [Cat. no. A29790,
50 reactions] Adjustable pipettors, 1001000 pl MLS
Microcentri t 1 = , 1.5 o S
© — o _ . o 2.z_-l:lr_n_en rifuge tubes, DMase-free, 1.5 mL or | ML
51— Lysis Buffer A0 ml Ethanol. 96-100% MLS
52—Lysis Enhancer Sml M Fgrvorex baad hoMOgEniIaton: We FEComImEend USIng TWo MIEars, one
- — dedicated 1 e hands- free adaper.
S3—Cleanup Bufferl!l 125 mL 15°C 10 30°C B Cawno. AM10024 [not avallable for sale] can also be used,
5°C to 30°C
S&—Binding Buffer &5 mL
55—Wash Buffer Concentrate’™ 13 ml
S4—Elution Buffer 5mL

For Research Use Only. Mot for use In diagnostic procedures.
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Table 3 Additional materials reguired for sample volumes -2.0 mL i L
Alternatives to the optimized procedure

Item Saurce * This procedure is optimized for homogenization by bead
beating on the vortex mixer with horizontal agitation This is
Conical tubes, 15 mL, DMase-free Cat. no. AM 12500 a cost-effective method for recovery of high-quality microbial
. ; DMNA_ Ensure that the vortex adapter emables horizontal
Benchtop centrifuge for 15-mL conical tubes MLS agitation; adapters with a vertical tube crientation may not
agitate adequately.
Workflow Note: Balance the vortex adapter to ensure proper movement
of the adapter and optimal homogenization.
e=o,  Centrifuge If you use a bead mill homogenizer, follow the
F'H'_El manufachirer’s instructions to optimize sample distuption
E & *b;“*ﬁz Heat * This procedure is optimized for centrifugations at 14,000 = g
Fraparetha . .o m . The PureLink™ Spin Columns with Collection Tubes can
ysate 1l Bead baat withstand up to 16,000 « g.
5 =‘;= If your microcentrifuge is not capable of 14,000 x g, adjust the
Supemamn centrifugation times to ensure that all of the sample passes
¥ through the column.
+24
Options for elution
Bindthe ON& - == Bind P . .
ta the column min * The DMNA can be ehuted from the colurmm with 50-200 pL of
5S6—Elution Buffer, to optimize the concentration of the
v recovered DNA
+35 * Two sequential elution steps with 56 —Elution Buffer might
== increase the yvield slightly. For example, for a total elution
G volume of 100 pl., either
‘Wash and 5 mii L X X i
alute the DNA min —  Perform two sequential elution steps with 50 pL of 56—
*BE Elute Elution Buffer, or
Flows-thrmugh — Perform the first elution step with 100 puL of 56— Elution
Buffer, then apply the ﬂaw—thrm.lgh (cardaining the
=5y : centrifugation eluted DNA} to the same column and repeat for a
second elution
- = If desired, perform the final elation spin inte nudease-free
Important procedural guidelines 1.5-mL microcentrifuge tubes, instead of the cellection tubes
supphied with the kit, which do not have caps. Position the
Sample input requirements and handling cap of the micrecentrifuge tubes oppoesite the direction of
» Collect samples according to your laboratory guidelines and rotation.
experimental needs.
* Becommended input amount: Before you hegin
Sample type Amount Before first use of the kit: prepare S5—Wash Buffer
Microbial culture 0.2-2 mL Add 13 mL of 26-100% ethanol to 55 —Wash Buffer Concentrate |
mix well, and store at room temperature.
Transport medial'l 0.2-5mL
M swab removed; squesze swab against the side of the wbe balors Before each use of the kit
ramival 1o ensure mazimal relazase of cells irmo the media. prre-dpitzt\e iz visible in 51 —Lwrsis Buffer or 54—&.11:11.]15 Buffer,
For sifher sample type, val 25 low 25 0.2 mL can be ;Tn:fﬂ?eiiersat:: C for 5 minutes and shake well to dissolve
used For 0.2-ml samples, you may add the sample directly preapuats.
to 600 pL of 51 —Lysis Buffer, instead of centrifuging and
resuspending the microbial pellet in 800 uL of 51 —Lysis
Buffer.
* Ensure that samples are mixed thoroughly with 51 —Lysis
Buffer and 52 —Lysis Enhancer to create a homogenous
sample.
2 Purelink™ Microbiome DNA Purification Kit User Guide [Microbial Cwiture and Transport Media Samples!
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Methods
Perform the pmoedu.re at room temperatu.re (20=25°C), unless otherwise indicated.
-‘| Prepare the lysate 8. Centrifuge the sample at 12,000 g for 10 mimates to pellet the microorganisms.
Samples larger than & mL may require longer centrifugation times for optimal recovery of
MiCTOOTEATSImS.

Use an appropriately sized cenirifuge tube; do not use a Bead Tube.

b. Carefully remowe the supematant and discard.

Avoid disturbing the micrebial pellet during this step. Loss of pellet will result in decreased
vield.

c. Resuspend the microbial pellet in 800 pL of 51 —Lysis Buffer, pipet up and down or vortex to
resuspend, then fransfer the sample to the Bead Tube.

d. Add 100 pL of 52—Lysis Enhancer, cap securely, and vortex briefly.
e. Incubate at 65°C for 10 minutes.
f. Homogenize by bead beating for 10 mimutes at maxdmum speed on the vortex mixer.
Use the hands-free adapter and horizontal agitation
g. Cenirifuge at 14000 « ¢ for 2 minutes.

h. Transfer up to 500 pL of the supematant to a clean microceninifuge tube, avciding the bead pellet
and amy debris.

2 Bind the DNA to the a. Add 900 pl of 54—Binding Buffer, and wortex briefly.

I
retma b. Lead 700 uL of the sample mixture onfo a spin column-tube assembly, and centrifuge at

14,000 = g for 1 minute.

c. Discard the Aow-through, and repeat step 2b with the remaining sample mixture.

3 Wash and elute the DNA a. Flace the spin column in a dean collection fube, add 500 uL of 55—Wash Buffer, then cenirifuge
the spin column-tube assembly at 14,000 = ¢ for 1 minute.

b. Diiscard the ﬂow—ﬂ'l.rough, then Uen‘.ri.f'u,ge the s_[:u.n oolummi-tube assembl}‘ at 14 000 = Sfc\r
30 seconds.

The second cendrifugation optimizes removal of 55 —Wash Buffer, which could interfere with
downstream applications.

c. Flace the spin columm in a clean tube, add 100 uL of 56 —Elation Buffer, then incubate at room
temperature for 1 minute.

d. Cenftrifuge the spin column-tube assembly at 12,000 = g for 1 mimuste, then discard the column.
The purified DMA is in the tube.
The DINA is ready for immediate use. Alternatively, store the purified DINA:
= A4°C for up to 1 week.
= AP-20°C for long-term storage.

Purelink™ Microbiome ONA Purification Kit User Guide (Micolial Cullure and Transport Media Samples] 3
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Troubleshooting

Observation Possible cause Recommended action

Lows yield Inefficient bysis. Heat samples at 95°C for 510 minutes instead of at 85°C for
10 minutes.

Heat at ¥5°C for 5-10 minutes, and bead beat for a longer time or
using a higher power setting.

Low levels of DMAin the sample. Repeat the purification with more starting material.
Larger sample volumes may require longer centrifugation times in
the initial step to pellat the microorganisms.

Inhibition of PCR or other Presence of inhigitors in the Dilute the DMA 10- to 100-fold for PCR.
downstream reactions recovered DMA.

Repeat the purification with an additional cleanup step:
1. After bead beating and centrifugation. transfer up to 00 pL of
the supernatant to a clean microcentrifuge tube.

2. Add 750 pL of 53—Cleanup Buffer. and vortex immediately.
3. Centrifuge at 14,000 = g for 2 minutes, then transfer up to

500 pL of the supernatant to a clean microcentrifuge tube,
avoiding the pellet.

4. Proceed to "Bind the DNA to the column™ on page 3.

Documentation and support Limited product warranty

. i . Life Technologies Corporation and/for its afiliate(s) warrant their
Revision history MANDD14332 (English] products as set forth in the Life Technologies' General Terms and
— — Conditions of Sale found on Life Techmologies' website at
Revision Date Description www.thermofisher.com/us/en/home/global/terms-and-
conditions.html. If you have any questions, please contact Life
Techmiclogies at www.thermofsher.com/support.

AD September 2015 | Mew documeant.

Tha informaticn in thes guide is subjoct to changs without notice

DSCLAIMER

T0 THE EXTENT ALLOWED BEY LAW, LIFE TECHNOLDGIES ANDJOR ITSAFFILIATE|S] WILL MOT BE LIABLE
COMSE TIAL DAMAGES IN CONNECTION WITH DR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING YOUR U

mpartant Licensang Informaton: These products may be covered by one or more Limited Use Label Licenses. By use of these products, you acoept the terms and conditions of all
applicable Limited Use Label Licerses.

FECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, PUNITVE, MULTIPLE. DR

@DI01E Thermao Fisher Scientific Inc. AL nghts reserved. All trademarks are the property of Therme Fisher Soentdic and its subsidianies unless otherwise speciied.

For support visit thermofisher.com/support or email techsupport@lifetech.com

thermofisher.com

10 Semambar 2015
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Anexo 3. Resultados estadisticos del % de pérdida de peso de polimeros corridos

en Statgraphic.

Stnd. Lower Upper
Level Count [Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 108 [3.0572 [0.0357592 [2.98592 |3.12849
Surfactante
sin 36 1.48639 ]0.0619368 |1.36292 |1.60986
T20 36 3.45533 [0.0619368 |3.33186 |3.5788
T80 36 4.22989 [0.0619368 [4.10642 |4.35336
Tipo de agua
Laguna 54 2.48989 |0.0505712 |2.38908 |2.5907
MSM 54 3.62452 [0.0505712 |[3.52371 |3.72533
pH
4.2 18 2.38611 |0.0875918 |[2.2115 |2.56072
5 18 2.81378 [0.0875918 |2.63917 |2.98839
7 18 3.67194 ]0.0875918 |[3.49733 |3.84656
9 18 3.23267 [0.0875918 [3.05806 |3.40728
9.8 18 2.91972 |0.0875918 |[2.74511 ]3.09433
sin mod pH 18 3.319 0.0875918 [3.14439 [3.49361
Surfactante by Tipo de agua
sin Laguna 18 0.915667 [0.0875918 [0.741055 |1.09028
sin MSM 18 2.05711 |0.0875918 |1.8825 |2.23172
T20 Laguna 18 2.59256 [0.0875918 |[2.41794 |2.76717
T20 MSM 18 431811 [0.0875918 (4.1435  4.49272
T80 Laguna 18 3.96144 [0.0875918 |[3.78683 |4.13606
T80 MSM 18 4.49833 [0.0875918 [4.32372 |4.67294
Surfactante by pH
sin 4.2 6 0.885833 [0.151713 [0.583397 |1.18827
sin 5 6 0.989667 [0.151713 [0.687231 |1.2921
sin 7 6 2.05983 [0.151713 |[1.7574 |2.36227
sin 9 6 149683 |0.151713 |1.1944 1.79927
sin 9.8 6 1.33983 |0.151713 |1.0374 |1.64227
sin sin mod pH 6 2.14633 |0.151713 |1.8439  |2.44877
T20 4.2 6 2.61833 [0.151713 |[2.3159 |2.92077
T20 5 6 3.34767 [0.151713 [3.04523 |3.6501
T20 7 6 4.0585 |0.151713 |[3.75606 |4.36094
T20 9 6 3.71467 ]0.151713 |3.41223 [4.0171
T20 9.8 6 3.1475 ]0.151713 [2.84506 |3.44994
T20 sin mod pH 6 3.84533 |0.151713 |[3.5429 414777
T80 4.2 6 3.65417 [0.151713 |[3.35173 |3.9566
T80 5 6 4.104 0.151713 |3.80156 (4.40644
T80 7 6 48975 ]0.151713 [4.59506 |5.19994
T80 9 6 44865 |0.151713 [4.18406 |4.78894
T80 9.8 6 427183 10.151713 |3.9694 457427
T80 sin mod pH 6 3.96533 [0.151713 [3.6629  |4.26777
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Tipo de agua by pH

Laguna 4.2 9 1.90044 0.123874 |1.65351 |2.14738
Laguna 5 9 2.10178 [0.123874 [1.85484 |2.34872
Laguna 7 9 2.95433 (0.123874 |2.7074  |3.20127
Laguna 9 9 2.62367 [0.123874 |2.37673 |2.8706
Laguna 9.8 9 2.49678 (0.123874 |2.24984 |2.74372
Laguna sin mod pH 9 2.86233 0.123874 |2.6154  [3.10927
MSM 4.2 9 2.87178 [0.123874 |2.62484 |3.11872
MSM 5 9 3.52578 [0.123874 |3.27884 |3.77272
MSM 7 9 4.38956 |0.123874 |4.14262 |4.63649
MSM 9 9 3.84167 (0.123874 |3.59473 |4.0886
MSM 9.8 9 3.34267 (0.123874 |3.09573 |3.5896
MSM sin mod pH 9 3.77567 ]0.123874 |3.52873 [4.0226

Multiple Range Tests for %Perdida Mes 1 by Tratamiento

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamiento [Count [Mean Homogeneous Groups
1 3 0.673667 X

2 3 0.760333 [X

5 3 0.843667 |XX

4 3 0.979 XXX

3 3 1.037 XXX

6 3 1.098 XXX

31 3 1.20033 | XXX

7 3 1.219 XXXX

11 3 1.51933 [ XXXXX

10 3 1.836 XXXXX

9 3 2.01467 | XXXXX

12 3 2.06167 | XXXX

15 3 2.433 XXXX

14 3 2.66 XXXX

8 3 3.08267 XXXX

32 3 3.09233 XXXX

13 3 3.14867 XXXXX
22 3 3.48333 XXXXX
21 3 3.50833 XXXXX
35 3 3.654 XXXXX
16 3 3.71733 XXXXX
33 3 3.73267 XXXXX
26 3 3.8 XXXXXX
20 3 3.862 XXX XXX
34 3 3.958 XXXXXX
25 3 4.21367 XXXXXX
24 3 4.232 XXXXXX
36 3 4.27667 XXXXXX
30 3 4.33 XXXXX
17 3 4.63367 XXXX
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23 3 4.67733 XXXX
27 3 4.72467 XXX
29 3 4.741 XXX
19 3 4.76933 XXX
18 3 4.96833 XX
28 3 5.11767 X
Contrast |Sig. |Difference  |+/- Limits
1-2 -0.0866667 [1.21567

1-3 -0.363333 1.21567

1-4 -0.305333 1.21567

1-5 -0.17 1.21567

1-6 -0.424333 1.21567

1-7 -0.545333 1.21567

1-8 * [-2.409 1.21567

1-9 * [-1.341 1.21567
1-10 -1.16233 1.21567
1-11 -0.845667 1.21567
1-12 * 1-1.388 1.21567
1-13 * |-2.475 1.21567
1-14 * 1-1.98633 1.21567
1-15 * ]-1.75933 1.21567
1-16 * ]-3.04367 1.21567
1-17 * ]-3.96 1.21567
1-18 * 1-4.29467 1.21567
1-19 * 1-4.09567 1.21567
1-20 * ]-3.18833 1.21567
1-21 * 1-2.83467 1.21567
1-22 * 1-2.80967 1.21567
1-23 * 1-4.00367 1.21567
1-24 * ]-3.55833 1.21567
1-25 * |-3.54 1.21567
1-26 * 1-3.12633 1.21567
1-27 * [-4.051 1.21567
1-28 *  [-4.444 1.21567
1-29 * 1-4.06733 1.21567
1-30 * ]-3.65633 1.21567
1-31 -0.526667 1.21567
1-32 * 1-2.41867 1.21567
1-33 * ]-3.059 1.21567
1-34 * [-3.28433 1.21567
1-35 * 1-2.98033 1.21567
1-36 * ]-3.603 1.21567

2-3 -0.276667 1.21567

2-4 -0.218667 1.21567

2-5 -0.0833333  [1.21567

2-6 -0.337667 1.21567

2-7 -0.458667 1.21567
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2-8 *  |-2.32233 1.21567
2-9 *  |-1.25433 1.21567
2-10 -1.07567 1.21567
2-11 -0.759 1.21567
2-12 * |-1.30133 1.21567
2-13 * |-2.38833 1.21567
2-14 * |-1.89967 1.21567
2-15 *  |-1.67267 1.21567
2-16 * |-2.957 1.21567
2-17 *  |-3.87333 1.21567
2-18 *  |-4.208 1.21567
2-19 * 1-4.009 1.21567
2-20 * |-3.10167 1.21567
2-21 *  |-2.748 1.21567
2-22 *  |-2.723 1.21567
2-23 *  [-3.917 1.21567
2-24 * |-3.47167 1.21567
2-25 * |-3.45333 1.21567
2-26 * |-3.03967 1.21567
2-27 *1-3.96433 1.21567
2-28 *  |-4.35733 1.21567
2-29 * 1-3.98067 1.21567
2-30 *  |-3.56967 1.21567
2-31 -0.44 1.21567
2-32 * |-2.332 1.21567
2-33 * |-2.97233 1.21567
2-34 * |-3.19767 1.21567
2-35 * |-2.89367 1.21567
2-36 * |-3.51633 1.21567
3-4 0.058 1.21567
3-5 0.193333 1.21567
3-6 -0.061 1.21567
3-7 -0.182 1.21567
3-8 * |-2.04567 1.21567
3-9 -0.977667 1.21567
3-10 -0.799 1.21567
3-11 -0.482333 1.21567
3-12 -1.02467 1.21567
3-13 *  |-2.11167 1.21567
3-14 * 1-1.623 1.21567
3-15 * |-1.396 1.21567
3-16 * |-2.68033 1.21567
3-17 *  |-3.59667 1.21567
3-18 *1-3.93133 1.21567
3-19 * |-3.73233 1.21567
3-20 *  |-2.825 1.21567
3-21 *  |-2.47133 1.21567
3-22 *  |-2.44633 1.21567
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3-23 *  |-3.64033 1.21567
3-24 * |-3.195 1.21567
3-25 * |-3.17667 1.21567
3-26 * |-2.763 1.21567
3-27 *  |-3.68767 1.21567
3-28 * |-4.08067 1.21567
3-29 * |-8.704 1.21567
3-30 *  [-3.293 1.21567
3-31 -0.163333 1.21567
3-32 *  |-2.05533 1.21567
3-33 * |-2.69567 1.21567
3-34 * 1-2.921 1.21567
3-35 *  |-2.617 1.21567
3-36 * |-3.23967 1.21567

4-5 0.135333 1.21567
4-6 -0.119 1.21567
4-7 -0.24 1.21567
4-8 * |-2.10367 1.21567
4-9
4-1
4-1

-1.03567 1.21567

-10 -0.857 1.21567

-11 -0.540333 1.21567
4-12 -1.08267 1.21567
4-13 *  |-2.16967 1.21567
4-14 * [-1.681 1.21567
4-15 * |-1.454 1.21567
4-16 *  |-2.73833 1.21567
4-17 * |-3.65467 1.21567
4-18 *1-3.98933 1.21567
4-19 * |-3.79033 1.21567
4-20 *  1-2.883 1.21567
4-21 *  |-2.52933 1.21567
4-22 * |-2.50433 1.21567
4-23 *  1-3.69833 1.21567
4-24 *  |-3.253 1.21567
4-25 * |-3.23467 1.21567
4 -26 *  [-2.821 1.21567
4-27 *  |-3.74567 1.21567
4-28 *  |-4.13867 1.21567
4-29 *  |-3.762 1.21567
4-30 * |-3.351 1.21567
4-31 -0.221333 1.21567
4-32 *  |-2.11333 1.21567
4-33 *  |-2.75367 1.21567
4 -34 * [-2.979 1.21567
4-35 *  |-2.675 1.21567
4 - 36 *  |-3.29767 1.21567
5-6 -0.254333 1.21567
5-7 -0.375333 1.21567
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5-8 * 1-2.239 1.21567
5-9 -1.171 1.21567
5-10 -0.992333 1.21567
5-11 -0.675667 1.21567
5-12 * |-1.218 1.21567
5-13 * ]-2.305 1.21567
5-14 * |-1.81633 1.21567
5-15 *  |-1.58933 1.21567
5-16 *  |-2.87367 1.21567
5-17 * |-3.79 1.21567
5-18 > |-4.12467 1.21567
5-19 * |-3.92567 1.21567
5-20 * |-3.01833 1.21567
5-21 * |-2.66467 1.21567
5-22 *  |-2.63967 1.21567
5-23 *  |-3.83367 1.21567
5-24 *  1-3.38833 1.21567
5-25 * |-3.37 1.21567
5-26 * 1-2.95633 1.21567
5-27 * ]-3.881 1.21567
5-28 *  |-4.274 1.21567
5-29 *  |-3.89733 1.21567
5-30 *  |-3.48633 1.21567
5-31 -0.356667 1.21567
5-32 * |-2.24867 1.21567
5-33 *  [-2.889 1.21567
5-34 * |-3.11433 1.21567
5-35 * |-2.81033 1.21567
5-36 *  |-3.433 1.21567
6-7 -0.121 1.21567
6-8 * |-1.98467 1.21567
6-9 -0.916667 1.21567
6-10 -0.738 1.21567
6-11 -0.421333 1.21567
6-12 -0.963667 1.21567
6-13 * |-2.05067 1.21567
6-14 *  [-1.562 1.21567
6-15 * 1-1.335 1.21567
6-16 *  |-2.61933 1.21567
6-17 * |-3.53567 1.21567
6-18 * |-3.87033 1.21567
6-19 *  |-3.67133 1.21567
6-20 * |-2.764 1.21567
6-21 *  |-2.41033 1.21567
6-22 *  |-2.38533 1.21567
6-23 *  |-3.57933 1.21567
6-24 * |-3.134 1.21567
6-25 *  |-3.11567 1.21567
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6 - 26 > |-2.702 1.21567
6-27 *  |-3.62667 1.21567
6-28 *  |-4.01967 1.21567
6-29 * |-3.643 1.21567
6-30 * [-3.232 1.21567
6-31 -0.102333 1.21567
6-32 *1-1.99433 1.21567
6-33 *  |-2.63467 1.21567
6-34 * |-2.86 1.21567
6-35 *  |-2.556 1.21567
6 - 36 *  |-3.17867 1.21567
7-8 * |-1.86367 1.21567
7-9 -0.795667 1.21567
7-10 -0.617 1.21567
7-11 -0.300333 1.21567
7-12 -0.842667 1.21567
7-13 * 1-1.92967 1.21567
7-14 * [-1.441 1.21567
7-15 -1.214 1.21567
7-16 * |-2.49833 1.21567
7-17 * |-3.41467 1.21567
7-18 * |-3.74933 1.21567
7-19 * |-3.55033 1.21567
7-20 *  |-2.643 1.21567
7-21 * |-2.28933 1.21567
7-22 * |-2.26433 1.21567
7-23 *  |-3.45833 1.21567
7-24 * ]-3.013 1.21567
7-25 * |-2.99467 1.21567
7-26 * |-2.581 1.21567
7-27 * |-3.50567 1.21567
7-28 * |-3.89867 1.21567
7-29 *  |-3.522 1.21567
7-30 * [-3.111 1.21567
7-31 0.0186667  |1.21567
7-32 *  |-1.87333 1.21567
7-33 *  |-2.51367 1.21567
7-34 * -2.739 1.21567
7-35 *  |-2.435 1.21567
7-36 * |-3.05767 1.21567
8-9 1.068 1.21567
8-10 * |1.24667 1.21567
8-11 *  11.56333 1.21567
8-12 1.021 1.21567
8-13 -0.066 1.21567
8-14 0.422667 1.21567
8-15 0.649667 1.21567
8-16 -0.634667 1.21567
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8-17 -1.551 1.21567
8-18 -1.88567 1.21567
8-19 -1.68667 1.21567
8-20 -0.779333 1.21567
8-21 -0.425667 1.21567
8-22 -0.400667 1.21567
8-23 *|-1.59467 1.21567
8-24 -1.14933 1.21567
8-25 -1.131 1.21567
8-26 -0.717333 1.21567
8-27 * |-1.642 1.21567
8-28 * 1-2.035 1.21567
8-29 * |-1.65833 1.21567
8-30 * |-1.24733 1.21567
8-31 * ]1.88233 1.21567
8-32 -0.00966667 |1.21567
8-33 -0.65 1.21567
8-34 -0.875333 1.21567
8-35 -0.571333 1.21567
8 - 36 -1.194 1.21567
9-10 0.178667 1.21567
9-11 0.495333 1.21567
9-12 -0.047 1.21567
9-13 -1.134 1.21567
9-14 -0.645333 1.21567
9-15 -0.418333 1.21567
9-16 * |-1.70267 1.21567
9-17 * ]-2.619 1.21567
9-18 *  |-2.95367 1.21567
9-19 *|-2.75467 1.21567
9-20 *  |-1.84733 1.21567
9-21 * |-1.49367 1.21567
9-22 * |-1.46867 1.21567
9-23 *  |-2.66267 1.21567
9-24 *  |-2.21733 1.21567
9-25 * [-2.199 1.21567
9-26 * |-1.78533 1.21567
9-27 * |-2.71 1.21567
9-28 * [-3.103 1.21567
9-29 *  |-2.72633 1.21567
9-30 *  |-2.31533 1.21567
9-31 0.814333 1.21567
9-32 -1.07767 1.21567
9-33 * |-1.718 1.21567
9-34 * |-1.94333 1.21567
9-35 *  |-1.63933 1.21567
9-36 * |-2.262 1.21567
10-11 0.316667 1.21567
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10-12 -0.225667 1.21567
10-13 |[* [-1.31267 1.21567
10-14 -0.824 1.21567
10-15 -0.597 1.21567
10-16 |[* |[-1.88133 1.21567
10-17 | * [-2.79767 1.21567
10-18 |[* [-3.13233 1.21567
10-19 [* [-2.93333 1.21567
10-20 |* [-2.026 1.21567
10-21 |[* |[-1.67233 1.21567
10-22 |* |[-1.64733 1.21567
10-23 | * [-2.84133 1.21567
10-24 |[* [-2.396 1.21567
10-25 |* [-2.37767 1.21567
10-26 [* [-1.964 1.21567
10-27 |* |[-2.88867 1.21567
10-28 |* |[-3.28167 1.21567
10-29 [* [-2.905 1.21567
10-30 |* [-2.494 1.21567
10-31 0.635667 1.21567
10-32 [ * [-1.25633 1.21567
10-33 | * [-1.89667 1.21567
10-34 |* [-2.122 1.21567
10-35 ([* [-1.818 1.21567
10-36 | * |[-2.44067 1.21567
11-12 -0.542333 1.21567
11-13 | * |[-1.62933 1.21567
11-14 -1.14067 1.21567
11-15 -0.913667 1.21567
11-16 | * [-2.198 1.21567
11-17 | * |[-3.11433 1.21567
11-18 | * [-3.449 1.21567
11-19 |* [-3.25 1.21567
11-20 [* [-2.34267 1.21567
11-21 |* [-1.989 1.21567
11-22 | * [-1.964 1.21567
11-23 |[* [-3.158 1.21567
11-24 | * [-2.71267 1.21567
11-25 | * [-2.69433 1.21567
11-26 | * [-2.28067 1.21567
11-27 | * |[-3.20533 1.21567
11-28 | * [-3.59833 1.21567
11-29 |* [-3.22167 1.21567
11-30 [* [-2.81067 1.21567
11-31 0.319 1.21567
11-32 | * |-1.573 1.21567
11-33 |[* [-2.21333 1.21567
11-34 -2.43867 1.21567
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11-35 [* [-2.13467 1.21567
11-36 [ * [-2.75733 1.21567

12-13 -1.087 1.21567
12-14 -0.598333 1.21567
12-15 -0.371333 1.21567
12-16 | * [-1.65567 1.21567
12-17 | * [-2572 1.21567
12-18 |[* [-2.90667 1.21567
12-19 |* [-2.70767 1.21567
12-20 |[* |[-1.80033 1.21567
12-21 | * |[-1.44667 1.21567
12-22 | * [-1.42167 1.21567
12-23 |* [-2.61567 1.21567
12-24 |* [-2.17033 1.21567
12-25 |* [-2.152 1.21567
12-26 | * |[-1.73833 1.21567
12-27 |* [-2.663 1.21567
12-28 |* [-3.056 1.21567
12-29 | * |[-2.67933 1.21567
12-30 | * |[-2.26833 1.21567
12-31 0.861333 1.21567
12-32 -1.03067 1.21567
12-33 | * [-1.671 1.21567
12-34 | * [-1.89633 1.21567
12-35 | * [-1.59233 1.21567
12-36 [ * [-2.215 1.21567
13-14 0.488667 1.21567
13-15 0.715667 1.21567
13-16 -0.568667 1.21567
13-17 | * |[-1.485 1.21567

13-18 |[* [-1.81967 1.21567
13-19 [* [-1.62067 1.21567

13-20 -0.713333 1.21567
13-21 -0.359667 1.21567
13-22 -0.334667 1.21567
13-23 | * [-1.52867 1.21567
13-24 -1.08333 1.21567
13-25 -1.065 1.21567
13 -26 -0.651333 1.21567
13-27 |* |-1.576 1.21567
13-28 |* [-1.969 1.21567
13-29 |[* [-1.59233 1.21567
13-30 -1.18133 1.21567
13-31 | * [1.94833 1.21567
13 -32 0.0563333  |1.21567
13-33 -0.584 1.21567
13-34 -0.809333 1.21567
13-35 -0.505333 1.21567
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13- 36 -1.128 1.21567
14 -15 0.227 1.21567
14 -16 -1.05733 1.21567
14-17 | * [-1.97367 1.21567
14-18 |[* [-2.30833 1.21567
14 -19 -2.10933 1.21567
14 - 20 -1.202 1.21567
14 -21 -0.848333 1.21567
14 - 22 -0.823333 1.21567
14-23 |* [-2.01/33 1.21567
14-24 |* |-1.572 1.21567
14-25 |* |-1.55367 1.21567
14 - 26 -1.14 1.21567
14-27 |* [-2.06467 1.21567
14-28 |* [-2.45767 1.21567
14-29 |* [-2.081 1.21567
14-30 |* |-1.67 1.21567
14-31 | * [1.45967 1.21567
14 -32 -0.432333 1.21567
14 - 33 -1.07267 1.21567
14-34 [* [-1.298 1.21567
14 - 35 -0.994 1.21567
14-36 |[* [-1.61667 1.21567
15-16 |[* [-1.28433 1.21567
15-17 | * |[-2.20067 1.21567
15-18 [* [-2.53533 1.21567
15-19 [* |[-2.33633 1.21567
15-20 |* [-1.429 1.21567
15-21 -1.07533 1.21567
15-22 -1.05033 1.21567
15-23 | * [-2.24433 1.21567
15-24 |* [-1.799 1.21567
15-25 | * |-1.78067 1.21567
15-26 | * [-1.367 1.21567
15-27 |* [-2.29167 1.21567
15-28 |[* [-2.68467 1.21567
15-29 [* [-2.308 1.21567
15-30 |* [-1.897 1.21567
15-31 |[* [1.23267 1.21567
15-32 -0.659333 1.21567
15-33 | * [-1.29967 1.21567
15-34 |[* [-1.525 1.21567
15-35 |* [-1.221 1.21567
15-36 [ * [-1.84367 1.21567
16 - 17 -0.916333 1.21567
16-18 |* |[-1.251 1.21567
16 -19 -1.052 1.21567
16 - 20 -0.144667 1.21567
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16-21 0.209 1.21567
16 - 22 0.234 1.21567
16 - 23 -0.96 1.21567
16-24 -0.514667 1.21567
16 - 25 -0.496333 1.21567
16 - 26 -0.0826667  [1.21567
16 - 27 -1.00733 1.21567
16 - 28 -1.40033 1.21567
16 - 29 -1.02367 1.21567
16 - 30 -0.612667 1.21567
16-31 2.517 1.21567
16 - 32 0.625 1.21567
16 - 33 -0.0153333  |1.21567
16-34 -0.240667 1.21567
16 - 35 0.0633333  |1.21567
16 - 36 -0.559333 1.21567
17-18 -0.334667 1.21567
17-19 -0.135667 1.21567
17-20 0.771667 1.21567
17-21 1.12533 1.21567
17 -22 1.15033 1.21567
17-23 -0.0436667  [1.21567
17 -24 0.401667 1.21567
17-25 0.42 1.21567
17 - 26 0.833667 1.21567
17 -27 -0.091 1.21567
17-28 -0.484 1.21567
17-29 -0.107333 1.21567
17 -30 0.303667 1.21567
17-31 3.43333 1.21567
17 -32 1.54133 1.21567
17 -33 0.901 1.21567
17-34 0.675667 1.21567
17-35 0.979667 1.21567
17 - 36 0.357 1.21567
18-19 0.199 1.21567
18 - 20 1.10633 1.21567
18-21 1.46 1.21567
18 - 22 1.485 1.21567
18-23 0.291 1.21567
18-24 0.736333 1.21567
18 -25 0.754667 1.21567
18 - 26 1.16833 1.21567
18 - 27 0.243667 1.21567
18 - 28 -0.149333 1.21567
18-29 0.227333 1.21567
18 - 30 0.638333 1.21567
18-31 3.768 1.21567
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18-32 1.876 1.21567
18 - 33 1.23567 1.21567
18 - 34 1.01033 1.21567
18-35 1.31433 1.21567
18 - 36 0.691667 1.21567
19-20 0.907333 1.21567
19-21 1.261 1.21567
19 - 22 1.286 1.21567
19-23 0.092 1.21567
19-24 0.537333 1.21567
19-25 0.555667 1.21567
19 - 26 0.969333 1.21567
19 - 27 0.0446667  |1.21567
19-28 -0.348333 1.21567
19 -29 0.0283333  |1.21567
19 -30 0.439333 1.21567
19-31 3.569 1.21567
19 - 32 1.677 1.21567
19-33 1.03667 1.21567
19-34 0.811333 1.21567
19-35 1.11533 1.21567
19 - 36 0.492667 1.21567
20-21 0.353667 1.21567
20 - 22 0.378667 1.21567
20-23 -0.815333 1.21567
20-24 -0.37 1.21567
20-25 -0.351667 1.21567
20 - 26 0.062 1.21567
20 - 27 -0.862667 1.21567
20-28 -1.25567 1.21567
20 - 29 -0.879 1.21567
20 - 30 -0.468 1.21567
20-31 2.66167 1.21567
20 - 32 0.769667 1.21567
20-33 0.129333 1.21567
20 - 34 -0.096 1.21567
20 - 35 0.208 1.21567
20 -36 -0.414667 1.21567
21 - 22 0.025 1.21567
21-23 -1.169 1.21567
21-24 -0.723667 1.21567
21-25 -0.705333 1.21567
21-26 -0.291667 1.21567
21 - 27 -1.21633 1.21567
21 - 28 -1.60933 1.21567
21-29 -1.23267 1.21567
21 - 30 -0.821667 1.21567
21-31 2.308 1.21567
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21-32 0.416 1.21567
21 -33 -0.224333 1.21567
21-34 -0.449667 1.21567
21-35 -0.145667 1.21567
21 - 36 -0.768333 1.21567
22 - 23 -1.194 1.21567
22 -24 -0.748667 1.21567
22 -25 -0.730333 1.21567
22 -26 -0.316667 1.21567
22-27 | * |-1.24133 1.21567
22-28 |* |-1.63433 1.21567
22-29 |* |-1.25767 1.21567
22 - 30 -0.846667 1.21567
22-31 |* |2.283 1.21567
22 - 32 0.391 1.21567
22 - 33 -0.249333 1.21567
22-34 -0.474667 1.21567
22 -35 -0.170667 1.21567
22 -36 -0.793333 1.21567
23-24 0.445333 1.21567
23-25 0.463667 1.21567
23 - 26 0.877333 1.21567
23 - 27 -0.0473333  |1.21567
23 - 28 -0.440333 1.21567
23-29 -0.0636667  [1.21567
23 - 30 0.347333 1.21567
23-31 | * 3477 1.21567
23-32 | * |1.585 1.21567
23 - 33 0.944667 1.21567
23-34 0.719333 1.21567
23 -35 1.02333 1.21567
23 - 36 0.400667 1.21567
24 -25 0.0183333  |1.21567
24 - 26 0.432 1.21567
24 - 27 -0.492667 1.21567
24 - 28 -0.885667 1.21567
24 - 29 -0.509 1.21567
24 -30 -0.098 1.21567
24-31 |* |3.03167 1.21567
24 -32 1.13967 1.21567
24 -33 0.499333 1.21567
24 - 34 0.274 1.21567
24 -35 0.578 1.21567
24 - 36 -0.0446667 |1.21567
25 - 26 0.413667 1.21567
25-27 -0.511 1.21567
25-28 -0.904 1.21567
25-29 -0.527333 1.21567
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25-30 -0.116333 1.21567
25-31 3.01333 1.21567
25 -32 1.12133 1.21567
25-33 0.481 1.21567
25-34 0.255667 1.21567
25-35 0.559667 1.21567
25-36 -0.063 1.21567
26 - 27 -0.924667 1.21567
26 - 28 -1.31767 1.21567
26 - 29 -0.941 1.21567
26 - 30 -0.53 1.21567
26 -31 2.59967 1.21567
26 - 32 0.707667 1.21567
26 - 33 0.0673333  |1.21567
26 - 34 -0.158 1.21567
26 - 35 0.146 1.21567
26 - 36 -0.476667 1.21567
27 -28 -0.393 1.21567
27 -29 -0.0163333  [1.21567
27 -30 0.394667 1.21567
27 -31 3.52433 1.21567
27 -32 1.63233 1.21567
27 -33 0.992 1.21567
27 -34 0.766667 1.21567
27 -35 1.07067 1.21567
27 - 36 0.448 1.21567
28 - 29 0.376667 1.21567
28 - 30 0.787667 1.21567
28 - 31 3.91733 1.21567
28 -32 2.02533 1.21567
28 - 33 1.385 1.21567
28 - 34 1.15967 1.21567
28 - 35 1.46367 1.21567
28 - 36 0.841 1.21567
29 -30 0.411 1.21567
29 -31 3.54067 1.21567
29 - 32 1.64867 1.21567
29 -33 1.00833 1.21567
29 - 34 0.783 1.21567
29 -35 1.087 1.21567
29 - 36 0.464333 1.21567
30-31 3.12967 1.21567
30-32 1.23767 1.21567
30 - 33 0.597333 1.21567
30 - 34 0.372 1.21567
30-35 0.676 1.21567
30 - 36 0.0533333  |1.21567
31-32 -1.892 1.21567
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31-33 | * [-2.53233 1.21567
31-34 |* |-2.75767 1.21567
31-35 |* |-2.45367 1.21567
31-36 | * [-3.07633 1.21567
32 -33 -0.640333 1.21567
32-34 -0.865667 1.21567
32-35 -0.561667 1.21567
32 - 36 -1.18433 1.21567
33-34 -0.225333 1.21567
33-35 0.0786667  |1.21567
33-36 -0.544 1.21567
34-35 0.304 1.21567
34 - 36 -0.318667 1.21567
35-36 -0.622667 1.21567

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are
significantly different from which others. The bottom half of

the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has
been placed next to 348 pairs, indicating that these

pairs show statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top
of the page, 14 homogenous groups are identified

using columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of
means within which there are no statistically significant

differences. The method currently being used to discriminate among the means is
Tukey's honestly significant difference (HSD) procedure.

With this method, there is a 5.0% risk of calling one or more pairs significantly different
when their actual difference equals 0.

ANALISIS DE VARIANZA FACTORIAL

Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Surfactante 144.0 2 |72.02 521.50 10.0000
Tipo de agua 34.76 1 |[34.76 251.69 [0.0000
pH 18.1 5 (3.621 26.22 ]0.0000
Surfactante*Tipo de agua 6.359 2 |3.179 23.02 10.0000
Surfactante*pH 4.181 10 0.4181 3.03 0.0030
Tipo de agua*pH 1.53 5 ]0.306 2.22 0.0619
Surfactante*Tipo de agua*pH |8.34 10 [0.834 6.04 0.0000
Residual 9.943 72 10.1381

Total (corrected) 227.3 107

R-Squared = 95.62 percent

R-Squared (adjusted for d.f.) = 93.5 percent
Standard Error of Est. = 0.3716

Mean absolute error = 0.2131
Durbin-Watson statistic = 2.233 (P=0.8859)

93

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO

g Repositorio Institucional

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 1 by Surfactante

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Surfactante [Count |LS Mean |[LS Sigma |Homogeneous Groups
sin 36 1.48639 [0.0619368 |X

T20 36 3.45533 [0.0619368 | X

T80 36 4.22989 10.0619368 | X

Contrast |Sig. |Difference [+/- Limits

sin-T20 |* [-1.96894 [0.209629

sin-T80 |* [-2.7435 [0.209629

T20-T80|* [-0.774556 |0.209629

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 1 by Tipo de agua

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tipo de agua

Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

Laguna

54

2.48989

0.0505712

X

MSM

54

3.62452

0.0505712

X

Contrast

Difference

+/- Limits

Laguna - MS

Sig.

M

-1.13463

0.14257

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 1 by pH

Method: 95.0 percent Tukey HSD

pH Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
4.2 18 2.38611 |0.0875918 |X

5 18 2.81378 [0.0875918 | X
9.8 18 2.91972 ]0.0875918 | XX
9 18 3.23267 [0.0875918 | XX
sin mod pH |18 3.319 0.0875918 | XX
7 18 3.67194 [0.0875918 X
Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
4.2-5 * 1-0.427667 |0.362679
4.2-7 * |-1.28583 0.362679
4.2-9 * |-0.846556 |0.362679
4.2-9.8 * |-0.533611 |0.362679
4.2-sinmodpH [ * [-0.932889 |0.362679
5-7 * |-0.858167 |0.362679
5-9 * 1-0.418889 |0.362679
5-9.8 -0.105944 10.362679
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5-sinmodpH |* |-0.505222 [0.362679
7-9 * 10.439278  |0.362679
7-9.8 * 10.752222  |0.362679
7 - sin mod pH 0.352944  |0.362679
9-9.38 0.312944  |0.362679
9 - sin mod pH -0.0863333 |0.362679
9.8-sinmodpH | * |-0.399278 |0.362679

* denotes a statistically significant difference.

Summary Statistics for %oPerdida Mes 1

Tratamiento [Count |Average |[Standard deviation |Coeff. of variation [Range
1 3 0.673667 |0.497739 73.8851% 0.981
2 3 0.760333 |0.202446 26.6259% 0.401
3 3 1.037 0.108171 10.4312% 0.199
4 3 0.979 0.711117 72.6371% 1.411
5 3 0.843667 |0.103365 12.2519% 0.199
6 3 1.098 0.0569298 5.18486% 0.109
7 3 1.219 0.216723 17.7788% 0.401
8 3 3.08267 |0.637875 20.6923% 1.151
9 3 2.01467 [0.139472 6.92281% 0.276
10 3 1.836 0.24157 13.1574% 0.474
11 3 1.51933 |0.161445 10.626% 0.293
12 3 2.06167 |0.236272 11.4602% 0.467
13 3 3.14867 |0.519225 16.4903% 1.037
14 3 2.66 0.566601 21.3008% 1.025
15 3 2.433 0.202156 8.30891% 0.4

16 3 3.71733 |0.545854 14.684% 1.057
17 3 4.63367 0.458988 9.90551% 0.906
18 3 4.96833 0.879784 17.7078% 1.756
19 3 4.76933 10.289659 6.07336% 0.553
20 3 3.862 0.43223 11.1919% 0.853
21 3 3.50833 [0.0909634 2.59278% 0.174
22 3 3.48333 [0.0871569 2.50211% 0.163
23 3 4.67733 0.060302 1.28924% 0.113
24 3 4.232 0.0597578 1.41205% 0.104
25 3 4.21367 0.175015 4.15351% 0.339
26 3 3.8 0.123887 3.26019% 0.228
27 3 4.72467 0.0799396 1.69196% 0.151
28 3 5.11767 |0.124821 2.43903% 0.249
29 3 4.741 0.156144 3.29349% 0.306
30 3 4.33 0.163 3.76443% 0.299
31 3 1.20033 [0.196136 16.3401% 0.388
32 3 3.09233 |0.262611 8.49231% 0.524
33 3 3.73267 |0.508714 13.6287% 0.994
34 3 3.958 0.134347 3.3943% 0.238
35 3 3.654 0.89507 24.4956% 1.619
36 3 4.27667 0.160637 3.75613% 0.321
Total 108 [3.0572  |1.45736 47.6697% 5.582
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Tratamiento |Stnd. skewness |Stnd. kurtosis
1 0.60033
2 0.495242
3 1.14562
4 0.451217
5 -0.897953
6 0.943681
7 1.1268

8 1.19164
9 -0.51744
10 -0.67575
11 1.18044
12 0.543693
13 0.193342
14 -1.18693
15 0.52003
16 -0.842415
17 -0.571134
18 -0.232621
19 -0.96524
20 -0.575362
21 -0.950821
22 -1.08408
23 1.07493
24 -1.22436
25 -0.839429
26 -1.14444
27 -1.03356
28 -0.261615
29 -0.694629
30 1.15413
31 0.525159
32 -0.248861
33 -0.736368
34 1.21551
35 1.18718
36 0.151519
Total -1.23889 -2.58681
The StatAdvisor

This table shows various statistics for each of the 36 columns of data. To test for
significant differences amongst the column means, select

Analysis of Variance from the list of Tabular Options. Select Means Plot from the list
of Graphical Options to display the means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard
deviation and the largest. This may cause problems since the
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analysis of variance assumes that the standard deviations at all levels are equal. Select
Variance Check from the list of Tabular Options to run

a formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider
transforming the data to remove any dependence of the

standard deviation on the mean.
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Table of Least Squares Means for %Perdida Mes 2
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd. Lower Upper
Level Count |Mean  [Error Limit Limit
GRAND MEAN 108  [3.55491 |0.0373773 |3.4804  |3.62942
Surfactante
sin 36 1.87817 |0.0647393 |1.74911 [2.00722
T20 36 3.93406 |0.0647393 |3.805 4.06311
T80 36 4.8525 0.0647393 |4.72344 |4.98156
Tipo de agua
Laguna 54 2.9365 |0.0528594 |2.83113 |3.04187
MSM 54 4.17331 |0.0528594 14.06794 |4.27869
pH
4.2 18 2.94139 |0.0915552 |2.75888 [3.1239
5 18 3.44483 |0.0915552 |3.26232 |3.62735
7 18 4.20511 |0.0915552 |4.0226  |4.38762
9 18 3.60667 |0.0915552 |3.42415 |3.78918
9.8 18 3.37989 [0.0915552 |3.19738 |3.5624
sin mod pH 18 3.75156 |0.0915552 |3.56904 |3.93407
Surfactante by Tipo de agua
sin Laguna 18 1.14678 |0.0915552 |0.964265 [1.32929
sin MSM 18 2.60956 |0.0915552 |2.42704 |2.79207
T20 Laguna 18 3.09211 |0.0915552 |2.9096  |3.27462
T20 MSM 18 4776  |0.0915552 |4.59349 |4.95851
T80 Laguna 18 457061 |0.0915552 |4.3881  |4.75312
T80 MSM 18 5.13439 |0.0915552 [4.95188 |5.3169
Surfactante by pH
sin 4.2 6 1.35483 |0.158578 |1.03871 [1.67095
sin 5 6 1.094 0.158578 |0.777879 (1.41012
sin 7 6 2.63267 |0.158578 |2.31655 |2.94879
sin 9 6 1.89167 |0.158578 |1.57555 [2.20779
sin 9.8 6 1.69683 |0.158578 |1.38071 [2.01295
sin sin mod pH 6 2.599 ]0.158578 |2.28288 |2.91512
T20 4.2 6 3.40333 |0.158578 |3.08721 |3.71945
T20 5 6 4277 ]0.158578 |3.96088 |4.59312
T20 7 6 4.3635 |0.158578 |4.04738 |4.67962
T20 9 6 3.96583 |0.158578 |3.64971 [4.28195
T20 9.8 6 3.59567 |0.158578 |3.27955 [3.91179
T20 sin mod pH 6 3.999 |0.158578 |3.68288 |4.31512
T80 4.2 6 4,066 |0.158578 |3.74988 |4.38212
T80 5 6 49635 |0.158578 |4.64738 |5.27962
T80 7 6 5.61917 |0.158578 |5.30305 |5.93529
T80 9 6 49625 |0.158578 |4.64638 |5.27862
T80 9.8 6 4.84717 |0.158578 |4.53105 |5.16329
T80 sin mod pH 6 4.65667 |0.158578 |4.34055 |4.97279
Tipo de agua by pH
Laguna 4.2 9 2.30622 10.129479 |2.04811 |2.56433
Laguna 5 9 2.76878 10.129479 |2.51067 |3.02689
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Laguna 7 9 3.435 ]0.129479 [3.17689 |[3.69311
Laguna 9 9 3.08511 |0.129479 |2.827 3.34322
Laguna 9.8 9 2.84022 10.129479 |2.58211 |3.09833
Laguna sin mod pH 9 3.18367 |0.129479 [2.92556 |3.44178
MSM 4.2 9 3.57656 |0.129479 |3.31844 |3.83467
MSM 5 9 4.12089 [0.129479 [3.86278 [4.379

MSM 7 9 497522 10.129479 |4.71711 |5.23333
MSM 9 9 412822 10.129479 |3.87011 |4.38633
MSM 9.8 9 3.91956 |0.129479 |3.66144 |4.17767
MSM sin mod pH 9 4.31944 10.129479 |4.06133 |4.57756
ANALISIS D EVARIANZA FACTORIAL MES 2

Analysis of Variance for %Perdida Mes 2

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value

Model 256.589 35 |7.33111 48.59 10.0000

Residual 10.8635 72 (0.150882

Total (Corr.) |267.452 107

Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Surfactante 167.003 2 [83.5013 553.42 [0.0000
Tipo de agua 41.3022 1 |41.3022 273.74 [0.0000
pH 15.8988 5 [3.17976 21.07 |0.0000
Surfactante*Tipo de agua 6.33522 2 |3.16761 20.99 0.0000
Surfactante*pH 8.00114 10 ]0.800114 5.30 0.0000
Tipo de agua*pH 0.805513 5 (0.161103 1.07 0.3855
Surfactante*Tipo de agua*pH |17.2435 10 [1.72435 11.43 {0.0000
Residual 10.8635 72 10.150882

Total (corrected) 267.452 107

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 2 by Surfactante

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Surfactante [Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
sin 36 1.87817 [0.0647393 |X

T20 36 3.93406 [0.0647393 | X

T80 36 4.8525 10.0647393 | X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

sin-T20 |* [-2.05589 (0.219114

sin-T80 |* [-2.97433 [0.219114

T20-T80|* [-0.918444 |0.219114

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 2 by Tipo de agua
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Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tipo de agua |Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

Laguna 54

2.9365

0.0528594 |X

MSM 54

4.17331

0.0528594 | X

Contrast

Sig.

Difference

+/- Limits

Laguna - MSM

-1.23681

0.149021

* denotes a statistically significant difference.
Multiple Comparisons for %Perdida Mes 2 by pH

Method: 95.0 percent Tukey HSD

pH Count |LS Mean |LS Sigma |[Homogeneous Groups
4.2 18 2.94139 |0.0915552 |X
9.8 18 3.37989 |0.0915552 | X
5 18 3.44483 ]0.0915552 | X
9 18 3.60667 |0.0915552 | X
sin mod pH |18 3.75156 [0.0915552 | X
7 18 4.20511 ]0.0915552 | X
Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
4.2-5 * 1-0.503444 10.37909
4.2 -7 * |-1.26372  ]0.37909
4.2-9 * 1-0.665278 [0.37909
4.2-9.8 * 1-0.4385 0.37909
4.2-sinmodpH | * [-0.810167 ]0.37909
5-7 * 1-0.760278 [0.37909
5-9 -0.161833 |0.37909
5-9.38 0.0649444 10.37909

5 - sin mod pH -0.306722 [0.37909
7-9 0.598444 10.37909
7-9.8 0.825222 10.37909

7 - sin mod pH 0.453556  0.37909
9-938 0.226778 ]0.37909

9 - sin mod pH -0.144889 [0.37909
9.8 - sin mod pH -0.371667 |0.37909

* denotes a statistically significant difference.
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DESCRIPTIVO
Summary Statistics for %oPerdida Mes 2
Tratamiento [Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation |Minimum [Maximum |Range
1 3 1.358 [0.732623 53.9487% 0.555 1.99 1.435
2 3 0.878 |0.249994 28.4731% 0.717 1.166 0.449
3 3 1.19867 |0.0997112 8.31851% 1.084 1.265 0.181
4 3 1.07533 [0.245508 22.8309% 0.867 1.346 0.479
5 3 1.006 |0.0648151 6.44286% 0.935 1.062 0.127
6 3 1.35167 |0.0359212 2.65755% 1.313 1.384 0.071
7 3 1.31 0.476257 36.3555% 0.819 1.77 0.951
8 3 4.06667 |0.702716 17.2799% 3.566 4.87 1.304
9 3 2.708 |0.643802 23.7741% 2.244 3.443 1.199
10 3 2.38767 |0.435002 18.2187% 2.078 2.885 0.807
11 3 1.91 0.7805 40.8639% 1.039 2.546 1.507
12 3 3.25633 |0.356853 10.9587% 2.857 3.544 0.687
13 3 3.69733 |0.555504 15.0244% 3.143 4.254 1.111
14 3 3.28233 |0.132364 4.03263% 3.156 3.42 0.264
15 3 2.584 |0.146164 5.65651% 2.486 2.752 0.266
16 3 4.89667 |0.648006 13.2336% 4.247 5.543 1.296
17 3 5.29767 |0.307178 5.79836% 4.956 5.551 0.595
18 3 5.02967 |0.908963 18.072% 4.028 5.802 1.774
19 3 4.64933 |0.120658 2.59517% 4.516 4.751 0.235
20 3 4.60733 |0.335895 7.29044% 4.372 4.992 0.62
21 3 3.65067 |0.06914 1.8939% 3.571 3.695 0.124
22 3 4172 |0.0795676 1.90718% 4.082 4.233 0.151
23 3 5409 0.0341174 0.630753% 5.381 5.447 0.066
24 3 4.89767 |0.152959 3.12309% 4.734 5.037 0.303
25 3 4.93067 |0.0542801 1.10087% 4.868 4.963 0.095
26 3 4.48133 |0.231651 5.16925% 4.215 4.636 0.421
27 3 5.755 |0.136737 2.37597% 5.662 5.912 0.25
28 3 5.82933 [0.116899 2.00535% 5.698 5.922 0.224
29 3 5.02733 |0.0397157 0.789994% 4.984 5.062 0.078
30 3 4.76367 |0.0730365 1.5332% 4.721 4.848 0.127
31 3 1.36467 |0.0854244 6.25973% 1.268 1.43 0.162
32 3 3.83333 |0.674401 17.5931% 3.363 4.606 1.243
33 3 3.82267 [0.503363 13.1679% 3.271 4.257 0.986
34 3 4.17533 |0.153787 3.68322% 4.065 4.351 0.286
35 3 4.36367 |0.0973156 2.23013% 4.305 4.476 0.171
36 3 4.94967 |0.0215019 0.434412% 4.926 4.968 0.042
Total 108 |3.55491 [1.581 44.4737% 0.555 5.922 5.367
Tratamiento [Stnd. skewness |Stnd. kurtosis
1 -0.702237
2 1.19931
3 -1.18
4 0.75581
5 -0.696957
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6 -0.543581
7 -0.20624
8 1.11627

9 1.10209
10 1.11726
11 -0.871207
12 -0.898208
13 0.0133653
14 0.270451
15 1.17438
16 -0.0163676
17 -0.839357
18 -0.751716
19 -0.777588
20 1.13504
21 -1.20144
22 -1.00568
23 0.85253
24 -0.493393
25 -1.22287
26 -1.17744
27 1.16306
28 -0.937351
29 -0.6613
30 1.22449
31 -1.01011
32 1.1398

33 -0.701415
34 1.10783
35 1.22111
36 -0.740699
Total -1.83636 -2.39358
TUKEY

Multiple Range Tests for %Perdida Mes 2 by Tratamiento

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamiento [Count [Mean |Homogeneous Groups
2 3 0.878 |X

5 3 1.006 (X

4 3 1.07533 [X

3 3 1.19867 | XX

7 3 1.31 XX

6 3 1.35167 | XXX

1 3 1.358 |[XXX

31 3 1.36467 [ XXX

11 3 1.91 XXXX
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10 3 2.38767 | XXXX

15 3 2.584 XXXX

9 3 2.708 XXX

12 3 3.25633 | XXX

14 3 3.28233 | XXX

21 3 3.65067 | XXXX

13 3 3.69733 XXXX

33 3 3.82267 XXXXX
32 3 3.83333 XXXXX

8 3 4.06667 XXXXX
22 3 4,172 XXXXXX
34 3 4.17533 XXXXXX
35 3 4.36367 XXXXXX
26 3 4.48133 XXXXXX
20 3 4.60733 XXXXXX
19 3 4.64933 XXXXXX
30 3 4.76367 XXXXXX
16 3 4.89667 XXXXXX
24 3 4.89767 XXXXXX
25 3 4.93067 XXXXX
36 3 4.94967 XXXXX
29 3 5.02733 XXXX
18 3 5.02967 XXXX
17 3 5.29767 XXX

23 3 5.409 XX

27 3 5.755 X

28 3 5.82933 X
Contrast |Sig. |Difference  |+/- Limits

1-2 0.48 1.27068

1-3 0.159333 1.27068

1-4 0.282667 1.27068

1-5 0.352 1.27068

1-6 0.00633333 |1.27068

1-7 0.048 1.27068

1-8 -2.70867 1.27068

1-9 -1.35 1.27068

1-10 -1.02967 1.27068

1-11 -0.552 1.27068

1-12 * ]-1.89833 1.27068

1-13 * 1-2.33933 1.27068

1-14 * 1-1.92433 1.27068

1-15 -1.226 1.27068

1-16 * ]-3.53867 1.27068

1-17 * 1-3.93967 1.27068

1-18 * [-3.67167 1.27068

1-19 * ]-3.29133 1.27068

1-20 * 1-3.24933 1.27068
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1-21 *  |-2.29267 1.27068
1-22 *  |-2.814 1.27068
1-23 *  [-4.051 1.27068
1-24 * |-3.53967 1.27068
1-25 *  |-3.57267 1.27068
1-26 * |-3.12333 1.27068
1-27 *  |-4.397 1.27068
1-28 *  |-4.47133 1.27068
1-29 * |-3.66933 1.27068
1-30 * |-3.40567 1.27068
1-31 -0.00666667 [1.27068
1-32 *  |-2.47533 1.27068
1-33 * |-2.46467 1.27068
1-34 * |-2.81733 1.27068
1-35 * |-3.00567 1.27068
1-36 *  |-3.59167 1.27068
2-3 -0.320667 1.27068
2-4 -0.197333 1.27068
2-5 -0.128 1.27068
2-6 -0.473667 1.27068
2-7 -0.432 1.27068
2-8 * |-3.18867 1.27068
2-9 * |-1.83 1.27068
2-10 * |-1.50967 1.27068
2-11 -1.032 1.27068
2-12 *  |-2.37833 1.27068
2-13 * |-2.81933 1.27068
2-14 * |-2.40433 1.27068
2-15 * |-1.706 1.27068
2-16 * |-4.01867 1.27068
2-17 *  |-4.41967 1.27068
2-18 * |-4.15167 1.27068
2-19 *  |-8.77133 1.27068
2-20 *  |-3.72933 1.27068
2-21 * |-2.77267 1.27068
2-22 * |-3.294 1.27068
2-23 *  [-4.531 1.27068
2-24 *  |-4.01967 1.27068
2-25 *  |-4.05267 1.27068
2-26 * 1-3.60333 1.27068
2-27 * |-4.877 1.27068
2-28 *  |-4.95133 1.27068
2-29 * |-4.14933 1.27068
2-30 * |-3.88567 1.27068
2-31 -0.486667 1.27068
2-32 * |-2.95533 1.27068
2-33 *|-2.94467 1.27068
2-34 -3.29733 1.27068
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2-35 -3.48567 1.27068
2-36 *  |-4.07167 1.27068
3-4 0.123333 1.27068
3-5 0.192667 1.27068
3-6 -0.153 1.27068
3-7 -0.111333 1.27068
3-8 * |-2.868 1.27068
3-9 * |-1.50933 1.27068
3-10 -1.189 1.27068
3-11 -0.711333 1.27068
3-12 * |-2.05767 1.27068
3-13 * |-2.49867 1.27068
3-14 *  |-2.08367 1.27068
3-15 *  1-1.38533 1.27068
3-16 *  |-3.698 1.27068
3-17 *  [-4.099 1.27068
3-18 * ]-3.831 1.27068
3-19 * |-3.45067 1.27068
3-20 * |-3.40867 1.27068
3-21 * |-2.452 1.27068
3-22 *  |-2.97333 1.27068
3-23 *  1-4.21033 1.27068
3-24 *  [-3.699 1.27068
3-25 *  [-3.732 1.27068
3-26 *  |-3.28267 1.27068
3-27 *  |-4.55633 1.27068
3-28 *  |-4.63067 1.27068
3-29 *  |-3.82867 1.27068
3-30 *  |-3.565 1.27068
3-31 -0.166 1.27068
3-32 *  |-2.63467 1.27068
3-33 *  |-2.624 1.27068
3-34 *  |-2.97667 1.27068
3-35 *  |-3.165 1.27068
3-36 * |-8.751 1.27068
4-5 0.0693333  |1.27068
4-6 -0.276333 1.27068
4-7 -0.234667 1.27068
4-8 * |-2.99133 1.27068
4-9 -1.63267 1.27068
4-10 * |-1.31233 1.27068
4-11 -0.834667 1.27068
4-12 * |-2.181 1.27068
4-13 *  |-2.622 1.27068
4-14 * [-2.207 1.27068
4-15 * |-1.50867 1.27068
4-16 *  |-3.82133 1.27068
4-17 * |-4.22233 1.27068
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4-18 * 1-3.95433 1.27068
4-19 * |-3.574 1.27068
4-20 *  [-3.532 1.27068
4-21 * |-2.57533 1.27068
4-22 *  |-3.09667 1.27068
4 -23 * |-4.33367 1.27068
4-24 *  |-3.82233 1.27068
4-25 *  |-3.85533 1.27068
4-26 * |-3.406 1.27068
4-27 *  |-4.67967 1.27068
4 -28 *  |-4.754 1.27068
4-29 *  ]-3.952 1.27068
4-30 * |-3.68833 1.27068
4-31 -0.289333 1.27068
4-32 *  |-2.758 1.27068
4 -33 *  |-2.74733 1.27068
4-34 * 8.1 1.27068
4-35 *  |-3.28833 1.27068
4 - 36 *  |-3.87433 1.27068
5-6 -0.345667 1.27068
5-7 -0.304 1.27068
5-8 * |-3.06067 1.27068
5-9 -1.702 1.27068
5-10 * |-1.38167 1.27068
5-11 -0.904 1.27068
5-12 *  |-2.25033 1.27068
5-13 *  1-2.69133 1.27068
5-14 *  |-2.27633 1.27068
5-15 * |-1.578 1.27068
5-16 *|-3.89067 1.27068
5-17 *  |-4.29167 1.27068
5-18 *  |-4.02367 1.27068
5-19 * |-3.64333 1.27068
5-20 * |-3.60133 1.27068
5-21 * |-2.64467 1.27068
5-22 * |-3.166 1.27068
5-23 *  |-4.403 1.27068
5-24 * |-3.89167 1.27068
5-25 *  |-3.92467 1.27068
5-26 *  |-3.47533 1.27068
5-27 * |-4.749 1.27068
5-28 *  |-4.82333 1.27068
5-29 *  |-4.02133 1.27068
5-30 *  |-3.75767 1.27068
5-31 -0.358667 1.27068
5-32 *  |-2.82733 1.27068
5-33 *  |-2.81667 1.27068
5-34 *  1-3.16933 1.27068
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5-35 *  |-3.35767 1.27068
5-36 * |-3.94367 1.27068
6-7 0.0416667  |1.27068
6-8 * |-2.715 1.27068
6-9 *  |-1.35633 1.27068
6-10 -1.036 1.27068
6-11 -0.558333 1.27068
6-12 * |-1.90467 1.27068
6-13 * |-2.34567 1.27068
6-14 * |-1.93067 1.27068
6-15 -1.23233 1.27068
6-16 * |-8.545 1.27068
6-17 * |-3.946 1.27068
6-18 * |-3.678 1.27068
6-19 *  |-3.29767 1.27068
6-20 *  |-3.25567 1.27068
6-21 > 1-2.299 1.27068
6-22 *  |-2.82033 1.27068
6-23 *  |-4.05733 1.27068
6-24 * |-3.546 1.27068
6-25 * [-3.579 1.27068
6-26 *  |-3.12967 1.27068
6-27 * |-4.40333 1.27068
6-28 * |-4.47767 1.27068
6-29 * |-3.67567 1.27068
6-30 * [-3.412 1.27068
6-31 -0.013 1.27068
6-32 *  |-2.48167 1.27068
6-33 * [-2471 1.27068
6-34 *  |-2.82367 1.27068
6-35 * [-3.012 1.27068
6-36 * |-3.598 1.27068
7-8 *  |-2.75667 1.27068
7-9 * |-1.398 1.27068
7-10 -1.07767 1.27068
7-11 -0.6 1.27068
7-12 *  1-1.94633 1.27068
7-13 *  |-2.38733 1.27068
7-14 * |-1.97233 1.27068
7-15 * |-1.274 1.27068
7-16 * |-3.58667 1.27068
7-17 *  |-3.98767 1.27068
7-18 *  |-3.71967 1.27068
7-19 * 1-3.33933 1.27068
7-20 *  |-3.29733 1.27068
7-21 *|-2.34067 1.27068
7-22 *  |-2.862 1.27068
7-23 * 1-4.099 1.27068

TESIS EPG UNA - PUNO

107

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

7-24 * |-3.58767 1.27068
7-25 *  |-3.62067 1.27068
7-26 * |-3.17133 1.27068
7-27 *  |-4.445 1.27068
7-28 *  |-4.51933 1.27068
7-29 * |-8.71733 1.27068
7-30 *  |-3.45367 1.27068

7-31 -0.0546667 |1.27068

7-32 *  |-2.52333 1.27068
7-33 *  |-2.51267 1.27068
7-34 * |-2.86533 1.27068
7-35 * |-3.05367 1.27068
7-36 *  |-3.63967 1.27068
8-9 * 11.35867 1.27068
8-10 * |1.679 1.27068
8-11 * |2.15667 1.27068
8-12 0.810333 1.27068
8-13 0.369333 1.27068
8-14 0.784333 1.27068
8-15 * 11.48267 1.27068
8-16 -0.83 1.27068
8-17 -1.231 1.27068
8-18 -0.963 1.27068
8-19 -0.582667 1.27068
8-20 -0.540667 1.27068
8-21 0.416 1.27068
8 -22 -0.105333 1.27068
8-23 * |-1.34233 1.27068
8-24 -0.831 1.27068
8-25 -0.864 1.27068
8-26 -0.414667 1.27068

8 -27 *  |-1.68833 1.27068
8-28 > |-1.76267 1.27068

8-29 -0.960667 1.27068
8-30 -0.697 1.27068
8-31 * 12.702 1.27068
8-32 0.233333 1.27068
8-33 0.244 1.27068
8-34 -0.108667 1.27068
8-35 -0.297 1.27068
8 - 36 -0.883 1.27068
9-10 0.320333 1.27068
9-11 0.798 1.27068
9-12 -0.548333 1.27068
9-13 -0.989333 1.27068
9-14 -0.574333 1.27068
9-15 0.124 1.27068

9-16 *  |-2.18867 1.27068
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9-17 * |-2.58967 1.27068
9-18 *  |-2.32167 1.27068
9-19 * |-1.94133 1.27068
9-20 *1-1.89933 1.27068
9-21 -0.942667 1.27068
9-22 * |-1.464 1.27068
9-23 * |-2.701 1.27068
9-24 *  |-2.18967 1.27068
9-25 > |-2.22267 1.27068
9-26 *  |-1.77333 1.27068
9-27 * |-3.047 1.27068
9-28 * 1-3.12133 1.27068
9-29 *  |-2.31933 1.27068
9-30 * |-2.05567 1.27068
9-31 * ]1.34333 1.27068
9-32 -1.12533 1.27068
9-33 -1.11467 1.27068
9-34 *  |-1.46733 1.27068
9-35 * |-1.65567 1.27068
9-36 -2.24167 1.27068
10-11 0.477667 1.27068
10-12 -0.868667 1.27068
10-13 |[* [-1.30967 1.27068
10-14 -0.894667 1.27068
10-15 -0.196333 1.27068
10-16 [* [-2.509 1.27068
10-17 |* [-291 1.27068
10-18 |* [-2.642 1.27068
10-19 [* [-2.26167 1.27068
10-20 |* |[-2.21967 1.27068
10-21 -1.263 1.27068
10-22 | * |[-1.78433 1.27068
10-23 | * |[-3.02133 1.27068
10-24 |[* |-251 1.27068
10-25 |* [-2.543 1.27068
10-26 [ * [-2.09367 1.27068
10-27 |* [-3.36733 1.27068
10-28 |* |[-3.44167 1.27068
10-29 [* [-2.63967 1.27068
10-30 |* [-2.376 1.27068
10-31 1.023 1.27068
10-32 | * [-1.44567 1.27068
10-33 | * [-1435 1.27068
10-34 |[* [-1.78767 1.27068
10-35 [* [-1.976 1.27068
10-36 | * [-2.562 1.27068
11-12 | * |[-1.34633 1.27068
11-13 | * |-1.78733 1.27068
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11-14 |* |[-1.37233 1.27068
11-15 -0.674 1.27068
11-16 |[* [-2.98667 1.27068
11-17 | * |[-3.38767 1.27068
11-18 |[* [-3.11967 1.27068
11-19 |[* [-2.73933 1.27068
11-20 |[* [-2.69733 1.27068
11-21 |[* |[-1.74067 1.27068
11-22 | * [-2.262 1.27068
11-23 | * [-3.499 1.27068
11-24 |* [-2.98767 1.27068
11-25 |* [-3.02067 1.27068
11-26 | * [-2.57133 1.27068
11-27 | * [-3.845 1.27068
11-28 |[* [-3.91933 1.27068
11-29 |[* [-3.11733 1.27068
11-30 | * |[-2.85367 1.27068
11-31 0.545333 1.27068
11-32 | * |[-1.92333 1.27068
11-33 | * [-1.91267 1.27068
11-34 |[* [-2.26533 1.27068
11-35 |* |[-2.45367 1.27068
11-36 [ * [-3.03967 1.27068
12 -13 -0.441 1.27068
12-14 -0.026 1.27068
12-15 0.672333 1.27068
12-16 | * |[-1.64033 1.27068
12-17 |* [-2.04133 1.27068
12-18 [ * [-1.77333 1.27068
12-19 |* |-1.393 1.27068
12-20 |* [-1.351 1.27068
12-21 -0.394333 1.27068
12 -22 -0.915667 1.27068
12-23 | * [-2.15267 1.27068
12-24 |* [-1.64133 1.27068
12-25 |* [-1.67433 1.27068
12 - 26 -1.225 1.27068
12-27 | * [-2.49867 1.27068
12-28 |* [-2.573 1.27068
12-29 |* [-1.771 1.27068
12-30 | * |[-1.50733 1.27068
12-31 | * [1.89167 1.27068
12-32 -0.577 1.27068
12 - 33 -0.566333 1.27068
12 - 34 -0.919 1.27068
12-35 -1.10733 1.27068
12-36 | * [-1.69333 1.27068
13-14 0.415 1.27068
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13-15 1.11333 1.27068
13-16 -1.19933 1.27068
13-17 |* |[-1.60033 1.27068
13-18 | * |[-1.33233 1.27068
13-19 -0.952 1.27068
13-20 -0.91 1.27068
13-21 0.0466667  |1.27068
13 -22 -0.474667 1.27068
13-23 | * |-1.71167 1.27068
13-24 -1.20033 1.27068
13-25 -1.23333 1.27068
13- 26 -0.784 1.27068
13-27 |* [-2.05767 1.27068
13-28 | * |-2.132 1.27068
13-29 |[* |-1.33 1.27068
13-30 -1.06633 1.27068
13-31 |* |[2.33267 1.27068
13 -32 -0.136 1.27068
13-33 -0.125333 1.27068
13-34 -0.478 1.27068
13-35 -0.666333 1.27068
13- 36 -1.25233 1.27068
14 -15 0.698333 1.27068
14-16 |[* [-1.61433 1.27068
14-17 |* |[-2.01533 1.27068
14-18 |[* [-1.74733 1.27068
14-19 |* |-1.367 1.27068
14-20 |* [-1.325 1.27068
14 -21 -0.368333 1.27068
14 - 22 -0.889667 1.27068
14-23 | * [-2.12667 1.27068
14-24 |* |[-1.61533 1.27068
14-25 |* |-1.64833 1.27068
14 - 26 -1.199 1.27068
14-27 | * |-2.47267 1.27068
14-28 |* [-2.547 1.27068
14-29 |[* [-1.745 1.27068
14-30 |* |[-1.48133 1.27068
14-31 |* [1.91767 1.27068
14 - 32 -0.551 1.27068
14 - 33 -0.540333 1.27068
14 - 34 -0.893 1.27068
14 - 35 -1.08133 1.27068
14-36 |[* [-1.66733 1.27068
15-16 |[* [-2.31267 1.27068
15-17 | * |[-2.71367 1.27068
15-18 [ * [-2.44567 1.27068
15-19 [* [-2.06533 1.27068
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15-20 [ * [-2.02333 1.27068
15-21 -1.06667 1.27068
15-22 |* |[-1.588 1.27068
15-23 | * [-2.825 1.27068
15-24 |* [-2.31367 1.27068
15-25 | * |-2.34667 1.27068
15-26 | * |[-1.89733 1.27068
15-27 |* [-3.171 1.27068
15-28 | * |[-3.24533 1.27068
15-29 |[* |[-2.44333 1.27068
15-30 | * [-2.17967 1.27068
15-31 1.21933 1.27068
15-32 -1.24933 1.27068
15-33 -1.23867 1.27068
15-34 |[* [-1.59133 1.27068
15-35 [* [-1.77967 1.27068
15-36 | * |[-2.36567 1.27068
16 - 17 -0.401 1.27068
16 - 18 -0.133 1.27068
16-19 0.247333 1.27068
16 - 20 0.289333 1.27068
16-21 1.246 1.27068
16 - 22 0.724667 1.27068
16 - 23 -0.512333 1.27068
16-24 -0.001 1.27068
16 - 25 -0.034 1.27068
16 - 26 0.415333 1.27068
16 - 27 -0.858333 1.27068
16 - 28 -0.932667 1.27068
16 - 29 -0.130667 1.27068
16 - 30 0.133 1.27068
16-31 |* [3.532 1.27068
16 - 32 1.06333 1.27068
16 - 33 1.074 1.27068
16-34 0.721333 1.27068
16 - 35 0.533 1.27068
16 - 36 -0.053 1.27068
17-18 0.268 1.27068
17-19 0.648333 1.27068
17-20 0.690333 1.27068
17-21 | * [1.647 1.27068
17 -22 1.12567 1.27068
17-23 -0.111333 1.27068
17 -24 0.4 1.27068
17 -25 0.367 1.27068
17 - 26 0.816333 1.27068
17 -27 -0.457333 1.27068
17-28 -0.531667 1.27068
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17-29 0.270333 1.27068
17 -30 0.534 1.27068
17-31 |[* [3.933 1.27068
17-32 | * [1.46433 1.27068
17-33 |[* [1475 1.27068
17 - 34 1.12233 1.27068
17-35 0.934 1.27068
17 -36 0.348 1.27068
18-19 0.380333 1.27068
18 - 20 0.422333 1.27068
18-21 |* [1379 1.27068
18 - 22 0.857667 1.27068
18 - 23 -0.379333 1.27068
18-24 0.132 1.27068
18 -25 0.099 1.27068
18 - 26 0.548333 1.27068
18 -27 -0.725333 1.27068
18 - 28 -0.799667 1.27068
18-29 0.00233333 |1.27068
18 - 30 0.266 1.27068
18-31 |[* [3.665 1.27068
18-32 1.19633 1.27068
18 - 33 1.207 1.27068
18 - 34 0.854333 1.27068
18-35 0.666 1.27068
18 - 36 0.08 1.27068
19-20 0.042 1.27068
19-21 0.998667 1.27068
19 - 22 0.477333 1.27068
19-23 -0.759667 1.27068
19-24 -0.248333 1.27068
19-25 -0.281333 1.27068
19 - 26 0.168 1.27068
19 - 27 -1.10567 1.27068
19-28 -1.18 1.27068
19 -29 -0.378 1.27068
19 -30 -0.114333 1.27068
19-31 |* [3.28467 1.27068
19 - 32 0.816 1.27068
19-33 0.826667 1.27068
19-34 0.474 1.27068
19-35 0.285667 1.27068
19 - 36 -0.300333 1.27068
20-21 0.956667 1.27068
20 - 22 0.435333 1.27068
20-23 -0.801667 1.27068
20-24 -0.290333 1.27068
20-25 -0.323333 1.27068
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20 - 26 0.126 1.27068
20 - 27 -1.14767 1.27068
20 - 28 -1.222 1.27068
20-29 -0.42 1.27068
20 - 30 -0.156333 1.27068
20-31 3.24267 1.27068
20-32 0.774 1.27068
20 - 33 0.784667 1.27068
20-34 0.432 1.27068
20 - 35 0.243667 1.27068
20 -36 -0.342333 1.27068
21 -22 -0.521333 1.27068
21 -23 -1.75833 1.27068
21-24 -1.247 1.27068
21-25 -1.28 1.27068
21 - 26 -0.830667 1.27068
21 - 27 -2.10433 1.27068
21 -28 -2.17867 1.27068
21-29 -1.37667 1.27068
21-30 -1.113 1.27068
21-31 2.286 1.27068
21-32 -0.182667 1.27068
21 -33 -0.172 1.27068
21 -34 -0.524667 1.27068
21-35 -0.713 1.27068
21 - 36 -1.299 1.27068
22 - 23 -1.237 1.27068
22 - 24 -0.725667 1.27068
22 -25 -0.758667 1.27068
22 -26 -0.309333 1.27068
22 - 27 -1.583 1.27068
22 - 28 -1.65733 1.27068
22-29 -0.855333 1.27068
22 - 30 -0.591667 1.27068
22-31 2.80733 1.27068
22 - 32 0.338667 1.27068
22 - 33 0.349333 1.27068
22-34 -0.00333333 [1.27068
22 - 35 -0.191667 1.27068
22 -36 -0.777667 1.27068
23-24 0.511333 1.27068
23 -25 0.478333 1.27068
23 - 26 0.927667 1.27068
23 - 27 -0.346 1.27068
23 - 28 -0.420333 1.27068
23-29 0.381667 1.27068
23 - 30 0.645333 1.27068
23-31 4.04433 1.27068
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23-32 | * |1.57567 1.27068
23-33 | * ]1.58633 1.27068
23 -34 1.23367 1.27068
23-35 1.04533 1.27068
23 - 36 0.459333 1.27068
24 -25 -0.033 1.27068
24 - 26 0.416333 1.27068
24 - 27 -0.857333 1.27068
24 -28 -0.931667 1.27068
24 - 29 -0.129667 1.27068
24 -30 0.134 1.27068
24-31 |* [3.533 1.27068
24 - 32 1.06433 1.27068
24 -33 1.075 1.27068
24 - 34 0.722333 1.27068
24 - 35 0.534 1.27068
24 - 36 -0.052 1.27068
25 - 26 0.449333 1.27068
25-27 -0.824333 1.27068
25-28 -0.898667 1.27068
25-29 -0.0966667 |1.27068
25-30 0.167 1.27068
25-31 |* [3.566 1.27068
25 -32 1.09733 1.27068
25-33 1.108 1.27068
25-34 0.755333 1.27068
25-35 0.567 1.27068
25-36 -0.019 1.27068
26-27 | * |-1.27367 1.27068
26-28 | * |-1.348 1.27068
26 - 29 -0.546 1.27068
26 - 30 -0.282333 1.27068
26-31 |* [3.11667 1.27068
26 - 32 0.648 1.27068
26 - 33 0.658667 1.27068
26 - 34 0.306 1.27068
26 - 35 0.117667 1.27068
26 - 36 -0.468333 1.27068
27 - 28 -0.0743333 |1.27068
27 -29 0.727667 1.27068
27 -30 0.991333 1.27068
27-31 |* ]4.39033 1.27068
27-32 | * [1.92167 1.27068
27-33 | * ]1.93233 1.27068
27-34 | * |1.57967 1.27068
27-35 |* [1.39133 1.27068
27 - 36 0.805333 1.27068
28 - 29 0.802 1.27068
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28 - 30 1.06567 1.27068
28-31 |* |4.46467 1.27068
28-32 | * [1.996 1.27068
28-33 | * [2.00667 1.27068
28-34 |* [1.654 1.27068
28-35 | * |1.46567 1.27068
28 - 36 0.879667 1.27068
29 - 30 0.263667 1.27068
29-31 |* [3.66267 1.27068
29 - 32 1.194 1.27068
29 - 33 1.20467 1.27068
29-34 0.852 1.27068
29 - 35 0.663667 1.27068
29 - 36 0.0776667  |1.27068
30-31 |* [3.399 1.27068
30 - 32 0.930333 1.27068
30-33 0.941 1.27068
30 -34 0.588333 1.27068
30-35 0.4 1.27068
30-36 -0.186 1.27068
31-32 | * |-2.46867 1.27068
31-33 | * [-2.458 1.27068
31-34 |* |-2.81067 1.27068
31-35 |* [-2.999 1.27068
31-36 | * [-3.585 1.27068
32 -33 0.0106667  |1.27068
32-34 -0.342 1.27068
32-35 -0.530333 1.27068
32 - 36 -1.11633 1.27068
33-34 -0.352667 1.27068
33-35 -0.541 1.27068
33 - 36 -1.127 1.27068
34-35 -0.188333 1.27068
34 - 36 -0.774333 1.27068
35-36 -0.586 1.27068

* denotes a statistically significant difference.
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95.0% confidence intervals for coefficient estimates (%oPerdida Mes 3)

Standard
Parameter Estimate Error Lower Limit
CONSTANT 3.79278 0.0348895 |3.72323
Surfactante -1.76033 0.0493412 |-1.85869
Surfactante 0.249083 0.0493412 [0.150723
Tipo de agua -0.651926  |0.0348895 |-0.721477
pH -0.552556  |0.0780153 |-0.708077
pH -0.194444  10.0780153 |-0.349965
pH 0.722611 0.0780153 |0.56709
pH 0.173 0.0780153 |0.017479
pH -0.267278 10.0780153 |-0.422799
Surfactante*Tipo de agua 0.103491 0.0493412 |0.00513061
Surfactante*Tipo de agua -0.286065 0.0493412 |-0.384425
Surfactante*pH 0.353083 0.11033 0.133143
Surfactante*pH -0.217306  |0.11033 -0.437245
Surfactante*pH -0.0613611 |0.11033 -0.281301
Surfactante*pH -0.229417 ]0.11033 -0.449357
Surfactante*pH 0.0256389 |0.11033 -0.194301
Surfactante*pH 0.0580833 ]0.11033 -0.161857
Surfactante*pH 0.162528 0.11033 -0.0574122
Surfactante*pH 0.144472 0.11033 -0.0754677
Surfactante*pH 0.152917 0.11033 -0.0670233
Surfactante*pH -0.676194 |0.11033 -0.896134
Tipo de agua*pH -0.0581481 ]0.0780153 |-0.213669
Tipo de agua*pH 0.161907 0.0780153 |0.00638639
Tipo de agua*pH 0.00751852 ]0.0780153 |-0.148002
Tipo de agua*pH -0.0426481 ]0.0780153 |-0.198169
Tipo de agua*pH -0.0817037 ]0.0780153 |-0.237225
Surfactante*Tipo de agua*pH |0.213231 0.11033 -0.00670845
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.124824 |0.11033 -0.344764
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.0251019 [0.11033 -0.245042
Surfactante*Tipo de agua*pH |0.207065 0.11033 -0.0128751
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.475546 |0.11033 -0.695486
Surfactante*Tipo de agua*pH |0.382954 0.11033 0.163014
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.359269 |0.11033 -0.579208
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.150546 |0.11033 -0.370486
Surfactante*Tipo de agua*pH |-0.155546 |0.11033 -0.375486
Surfactante*Tipo de agua*pH ]0.0166759 |0.11033 -0.203264

The StatAdvisor
This table shows 95.0% confidence intervals for the coefficients in the model.

Confidence intervals show how precisely the coefficients can be estimated given the
amount of available data and the noise which is present.

Also included are variance inflation factors, which can be used to measure the extent to
which the predictor variables are correlated amongst

themselves. VIF's above 10, of which there are 0, are usually considered to indicate
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serious multicollinearity. Serious multicollinearity
greatly increases the estimation error of the model coefficients as compared with an
orthogonal sample.

General Linear Models
Number of dependent variables: 1
Number of categorical factors: 3
A=Surfactante
B=Tipo de agua
C=pH
Number of quantitative factors: 0
Number of observations: 108

Analysis of Variance for %Perdida Mes 3

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value

Model 284.672 35 |8.13348 61.87 |0.0000

Residual 9.46556 72 10.131466

Total (Corr.) |294.137 107

Type 111 Sums of Squares

Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Surfactante 196.009 2 198.0045 745.47 10.0000
Tipo de agua 45.9008 1 [45.9008 349.15 10.0000
pH 17.6533 5 |3.53067 26.86 |0.0000
Surfactante*Tipo de agua 4.53156 2 |2.26578 17.23 |0.0000
Surfactante*pH 8.9563 10 |0.89563 6.81 0.0000
Tipo de agua*pH 0.689707 5 ]0.137941 1.05 0.3957
Surfactante*Tipo de agua*pH [10.9313 10 [1.09313 8.31 0.0000
Residual 9.46556 72 10.131466

Total (corrected) 294.137 107

R-Squared = 96.7819 percent

R-Squared (adjusted for d.f.) = 95.2176 percent
Standard Error of Est. = 0.362582

Mean absolute error = 0.221432
Durbin-Watson statistic = 3.05369 (P=1.0000)

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 3 by Surfactante

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Surfactante [Count |LS Mean [LS Sigma |Homogeneous Groups
sin 36 2.03244 10.0604304 |X
T20 36 4.04186 0.0604304 | X
T80 36 5.30403 [0.0604304 | X

Contrast |Sig. |Difference [+/- Limits
sin-T20 [* [-2.00942 ]0.20453
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sin-T80 |* [-3.27158 ]0.20453
T20-T80|* |-1.26217 |0.20453
* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are
significantly different from which others. The bottom half of

the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has
been placed next to 3 pairs, indicating that these pairs

show statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of
the page, 3 homogenous groups are identified using

columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of means
within which there are no statistically significant

differences. The method currently being used to discriminate among the means is
Tukey's honestly significant difference (HSD) procedure.

With this method, there is a 5.0% risk of calling one or more pairs significantly different
when their actual difference equals 0.

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 3 by Tipo de agua

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tipo de agua |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
Laguna 54 3.14085 [0.0493412 |X

MSM 54 44447 10.0493412 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

Laguna- MSM | * |-1.30385 [0.139102

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are
significantly different from which others. The bottom half of

the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has
been placed next to 1 pair, indicating that this pair

shows a statistically significant difference at the 95.0% confidence level. At the top of
the page, 2 homogenous groups are identified using

columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of means
within which there are no statistically significant

differences. The method currently being used to discriminate among the means is
Tukey's honestly significant difference (HSD) procedure.

With this method, there is a 5.0% risk of calling one or more pairs significantly different
when their actual difference equals 0.

Multiple Comparisons for %Perdida Mes 3 by pH

Method: 95.0 percent Tukey HSD

pH Count |LS Mean |LS Sigma |[Homogeneous Groups
4.2 18 3.24022 ]0.0854615 |X
9.8 18 3.5255 |0.0854615 |XX
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5 18 3.59833 [0.0854615 | XX
sin mod pH |18 3.91144 |0.0854615 | XX
9 18 3.96578 [0.0854615 | X
7 18 451539 [0.0854615 | X
Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
42-5 * ]-0.358111 ]0.353858
42-7 * |-1.27517 ]0.353858
42-9 * ]-0.725556 ]0.353858
4.2-9.8 -0.285278 |0.353858
4.2-sinmodpH | * [-0.671222 ]0.353858
5-7 * ]-0.917056 [0.353858
5-9 * |-0.367444 ]0.353858
5-938 0.0728333 |0.353858

5 - sin mod pH -0.313111 |0.353858
7-9 * 10.549611 ]0.353858
7-938 * 10.989889 ]0.353858
7-sinmodpH |* [0.603944 [0.353858
9-938 * 10.440278 |0.353858

9 - sin mod pH 0.0543333 |0.353858
9.8-sinmodpH | * [-0.385944 [0.353858

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are
significantly different from which others. The bottom half of
the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has
been placed next to 11 pairs, indicating that these pairs
show statistically significant differences at the 95.0% confidence level. At the top of

the page, 5 homogenous groups are identified using

columns of X's. Within each column, the levels containing X's form a group of means
within which there are no statistically significant
differences. The method currently being used to discriminate among the means is
Tukey's honestly significant difference (HSD) procedure.
With this method, there is a 5.0% risk of calling one or more pairs significantly different

when their actual difference equals 0.

Summary Statistics for %oPerdida Mes 3

Tratamiento [Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation [Range
1 3 0.815667 |0.168352 20.6398% 0.327
2 3 1.24667 0.473437 37.9762% 0.938
3 3 1.32933 0.310635 23.3678% 0.563
4 3 1.10467 ]0.068413 6.19309% 0.136
5 3 1.10133 |0.294057 26.7001% 0.588
6 3 1.569 0.060531 3.85793% 0.116
7 3 1.607 0.589959 36.7118% 1.154
8 3 4.29033 |0.173275 4.03874% 0.341
9 3 3.14 0.759899 24.2006% 1.435
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10 3 2.582 0.343856 13.3174% 0.619
11 3 2.645 0.236381 8.9369% 0.452
12 3 3.29 0.708966 21.5491% 1.322
13 3 3.75467 |0.839051 22.3469% 1.565
14 3 3.41567 |0.435629 12.7538% 0.837
15 3 2.62533 |0.157865 6.01314% 0.292
16 3 4.59233 ]0.500452 10.8976% 0.901
17 3 5.111 0.262795 5.14175% 0.511
18 3 5.33967 |0.471297 8.82635% 0.93

19 3 4.89133 [0.195342 3.99363% 0.385
20 3 4.465 0.32883 7.36461% 0.621
21 3 4.265 0.0622656 1.45992% 0.121
22 3 4.477 0.114839 2.56509% 0.228
23 3 6.02067 |0.103718 1.72269% 0.192
24 3 5.39867 |0.293538 5.43722% 0.539
25 3 5.022 0.145503 2.8973% 0.291
26 3 5.55433 |0.374567 6.74369% 0.709
27 3 5.85833 |0.117798 2.01077% 0.235
28 3 6.35767 |0.115941 1.82364% 0.207
29 3 5.84433 |0.125954 2.15514% 0.241
30 3 5.35733 |0.229587 4.28548% 0.414
31 3 1.59 0.246075 15.4764% 0.458
32 3 4.01333 [0.165437 4.12218% 0.326
33 3 3.988 0.140823 3.53116% 0.268
34 3 4.38433 ]0.250053 5.70332% 0.487
35 3 4.44567 [0.704074 15.8373% 1.239
36 3 5.04733 |0.112882 2.23647% 0.219
Total 108  [3.79278 |1.658 43.7145% 5.802

Tratamiento

Stnd. skewness

Stnd. kurtosis

1 -0.809404
2 0.489354
3 -1.18324
4 0.39663

5 -0.0721028
6 0.936579
7 -0.721515
8 -0.627222
9 -1.03512
10 -1.19568
11 -0.953551
12 -1.09693
13 1.09576
14 0.915309
15 1.12794
16 -1.19549
17 -0.796934
18 0.577448
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19 0.600378
20 -1.0348

21 0.803998
22 -0.434725
23 -1.12509
24 -1.15122
25 -0.0218679
26 -1.02152
27 -0.25936
28 -1.20745
29 0.948659
30 -1.1928

31 1.1046

32 -0.603807
33 0.987357
34 -0.777996
35 -1.2203

36 -0.82239
Total -1.7327 -2.26589

Multiple Range Tests for %Perdida Mes 3 by Tratamiento

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Tratamiento [Count [Mean Homogeneous Groups
1 3 0.815667 X

5 3 1.10133 |X

4 3 1.10467 |X

2 3 1.24667 |X

3 3 1.32933 |X

6 3 1.569 XX

31 3 1.59 XX

7 3 1.607 XX

10 3 2.582 XX

15 3 2.62533 | XX

11 3 2.645 XX

9 3 3.14 XX

12 3 3.29 XXX

14 3 3.41567 | XXXX

13 3 3.75467 | XXXXX
33 3 3.988 XXXXX
32 3 4.01333 XXXXX
21 3 4.265 XXX XXX
8 3 4.29033 XXXXXX
34 3 4.38433 XXXXXX
35 3 4.44567 XXXXXX
20 3 4.465 XXXXXX
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22 3 4.477 XXXXX
16 3 4.59233 XXXXX
19 3 4.89133 XXXXX
25 3 5.022 XXXX
36 3 5.04733 XXXX
17 3 5.111 XXXX
18 3 5.33967 XXXX
30 3 5.35733 XXXX
24 3 5.39867 XXXX
26 3 5.55433 XXX
29 3 5.84433 XX
27 3 5.85833 XX
23 3 6.02067 XX
28 3 6.35767 X
Contrast |Sig. |Difference  |+/- Limits
1-2 -0.431 1.18611

1-3 -0.513667 |1.18611

1-4 -0.289 1.18611

1-5 -0.285667 |1.18611

1-6 -0.753333  |1.18611

1-7 -0.791333 [1.18611

1-8 * |-3.47467 1.18611

1-9 * 1-2.32433 1.18611

1-10 * 1-1.76633 1.18611

1-11 * 1-1.82933 1.18611

1-12 * |-2.47433 1.18611

1-13 * 1-2.939 1.18611

1-14 * |-2.6 1.18611

1-15 * 1-1.80967 1.18611

1-16 * |-3.77667 1.18611

1-17 * 1-4.29533 1.18611

1-18 * |-4.524 1.18611

1-19 * [-4.07567 1.18611

1-20 * |-3.64933 1.18611

1-21 * ]-3.44933 1.18611

1-22 * ]-3.66133 1.18611

1-23 * 1-5.205 1.18611

1-24 * |-4.583 1.18611

1-25 * 1-4.20633 1.18611

1-26 * [-4.73867 1.18611

1-27 * |-5.04267 1.18611

1-28 * |-5.542 1.18611

1-29 * |-5.02867 1.18611

1-30 * |-4.54167 1.18611

1-31 -0.774333 [1.18611

1-32 * 1-3.19767 1.18611

1-33 * 1-3.17233 1.18611

TESIS EPG UNA - PUNO
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1-34 -3.56867 1.18611
1-35 -3.63 1.18611
1-36 -4.23167 1.18611
2-3 -0.0826667 [1.18611
2-4 0.142 1.18611
2-5 0.145333 1.18611
2-6 -0.322333  [1.18611
2-7 -0.360333  |1.18611
2-8 * |-3.04367 1.18611
2-9 *  |-1.89333 1.18611
2-10 * |-1.33533 1.18611
2-11 * 1-1.39833 1.18611
2-12 *  |-2.04333 1.18611
2-13 * |-2.508 1.18611
2-14 * [-2.169 1.18611
2-15 * |-1.37867 1.18611
2-16 * |-3.34567 1.18611
2-17 *  |-3.86433 1.18611
2-18 *  1-4.093 1.18611
2-19 *  |-3.64467 1.18611
2-20 *  |-3.21833 1.18611
2-21 * 1-3.01833 1.18611
2-22 *  |-3.23033 1.18611
2-23 *  |4.774 1.18611
2-24 * |-4.152 1.18611
2-25 *  |-3.77533 1.18611
2-26 *  |-4.30767 1.18611
2-27 * |-4.61167 1.18611
2-28 * [-5.111 1.18611
2-29 *  |-4.59767 1.18611
2-30 *  |-4.11067 1.18611
2-31 -0.343333  |1.18611
2-32 * |-2.76667 1.18611
2-33 *  |-2.74133 1.18611
2-34 *  |-3.13767 1.18611
2-35 *[-3.199 1.18611
2-36 * |-3.80067 1.18611
3-4 0.224667 1.18611
3-5 0.228 1.18611
3-6 -0.239667  [1.18611
3-7 -0.277667  |1.18611
3-8 * [-2.961 1.18611
3-9 * |-1.81067 1.18611
3-10 *  |-1.25267 1.18611
3-11 * |-1.31567 1.18611
3-12 * |-1.96067 1.18611
3-13 *  |-2.42533 1.18611
3-14 *  |-2.08633 1.18611
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3-15 * ]-1.296 1.18611
3-16 *  [-3.263 1.18611
3-17 *  |-3.78167 1.18611
3-18 * 1-4.01033 1.18611
3-19 *  [-3.562 1.18611
3-20 * |-3.13567 1.18611
3-21 * |-2.93567 1.18611
3-22 *  |-3.14767 1.18611
3-23 *  1-4.69133 1.18611
3-24 *  |-4.06933 1.18611
3-25 * |-3.69267 1.18611
3-26 * |-4.225 1.18611
3-27 *  [-4.529 1.18611
3-28 * 1-5.02833 1.18611
3-29 * |-4.515 1.18611
3-30 *  |-4.028 1.18611
3-31 -0.260667 [1.18611
3-32 *  |-2.684 1.18611
3-33 * |-2.65867 1.18611
3-34 * ]-8.055 1.18611
3-35 *  |-3.11633 1.18611
3-36 * |-8.718 1.18611
4-5 0.00333333 |1.18611
4-6 -0.464333  |1.18611
4-7 -0.502333  [1.18611
4-8 * |-3.18567 1.18611
4-9 * |-2.03533 1.18611
4-10 * |-1.47733 1.18611
4-11 * |-1.54033 1.18611
4-12 * |-2.18533 1.18611
4-13 *  |-2.65 1.18611
4-14 * [-2.311 1.18611
4-15 *  |-1.52067 1.18611
4-16 * |-3.48767 1.18611
4-17 * 1-4.00633 1.18611
4-18 *  |-4.235 1.18611
4-19 *  |-3.78667 1.18611
4-20 * 1-3.36033 1.18611
4-21 * 1-3.16033 1.18611
4-22 *  |-3.37233 1.18611
4-23 *  |-4.916 1.18611
4-24 * |-4.294 1.18611
4-25 * |-3.91733 1.18611
4 -26 *  |-4.44967 1.18611
4-27 *  |-4.75367 1.18611
4-28 *  |-5.253 1.18611
4-29 *  |-4.73967 1.18611
4 -30 * |-4.25267 1.18611
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4-31 -0.485333  [1.18611
4-32 *  |-2.90867 1.18611
4 -33 *  |-2.88333 1.18611
4-34 * |-3.27967 1.18611
4-35 * [-3.341 1.18611
4 - 36 > |-3.94267 1.18611
5-6 -0.467667 [1.18611
5-7 -0.505667 |1.18611
5-8 * 1-8.189 1.18611
5-9 *  |-2.03867 1.18611
5-10 * |-1.48067 1.18611
5-11 * |-1.54367 1.18611
5-12 *  |-2.18867 1.18611
5-13 *  |-2.65333 1.18611
5-14 *  |-2.31433 1.18611
5-15 *  |-1.524 1.18611
5-16 * 1-8.491 1.18611
5-17 * |-4.00967 1.18611
5-18 *  |-4.23833 1.18611
5-19 * |-8.79 1.18611
5-20 *  |-3.36367 1.18611
5-21 *  |-3.16367 1.18611
5-22 *  |-3.37567 1.18611
5-23 *  |-4.91933 1.18611
5-24 *  |-4.29733 1.18611
5-25 *  |-3.92067 1.18611
5-26 *  |-4.453 1.18611
5-27 *  |-4.757 1.18611
5-28 * |-5.25633 1.18611
5-29 * |-4.743 1.18611
5-30 *  |-4.256 1.18611
5-31 -0.488667 |1.18611
5-32 * |-2.912 1.18611
5-33 *  |-2.88667 1.18611
5-34 * 1-3.283 1.18611
5-35 *|-3.34433 1.18611
5-36 *  |-3.946 1.18611
6-7 -0.038 1.18611
6-8 * |-2.72133 1.18611
6-9 * |-1.571 1.18611
6-10 -1.013 1.18611
6-11 -1.076 1.18611
6-12 -1.721 1.18611
6-13 -2.18567 1.18611
6-14 -1.84667 1.18611
6-15 -1.05633 1.18611
6-16 * 1-3.02333 1.18611
6-17 *  |-3.542 1.18611
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6-18 * |-8.77067 1.18611
6-19 * |-3.32233 1.18611
6-20 *  |-2.896 1.18611
6-21 *  |-2.696 1.18611
6-22 * |-2.908 1.18611
6-23 *  |-4.45167 1.18611
6-24 * |-3.82967 1.18611
6-25 *  [-3.453 1.18611
6 - 26 *1-3.98533 1.18611
6-27 *  |-4.28933 1.18611
6-28 *  |-4.78867 1.18611
6-29 *  |-4.27533 1.18611
6-30 *  |-3.78833 1.18611
6-31 -0.021 1.18611
6-32 *  |-2.44433 1.18611
6-33 * [-2.419 1.18611
6-34 * |-2.81533 1.18611
6-35 *  |-2.87667 1.18611
6-36 *  |-3.47833 1.18611
7-8 *  |-2.68333 1.18611
7-9 * [-1.533 1.18611
7-10 -0.975 1.18611
7-11 -1.038 1.18611
7-12 * [-1.683 1.18611
7-13 * |-2.14767 1.18611
7-14 * |-1.80867 1.18611
7-15 -1.01833 1.18611
7-16 *|-2.98533 1.18611
7-17 * |-3.504 1.18611
7-18 *  |-8.73267 1.18611
7-19 * |-3.28433 1.18611
7-20 *  |-2.858 1.18611
7-21 * |-2.658 1.18611
7-22 > |-2.87 1.18611
7-23 *  |-4.41367 1.18611
7-24 *  |-3.79167 1.18611
7-25 *  |-3.415 1.18611
7-26 * |-3.94733 1.18611
7-27 *  |-4.25133 1.18611
7-28 *  |-4.75067 1.18611
7-29 *  |-4.23733 1.18611
7-30 * |-3.75033 1.18611
7-31 0.017 1.18611
7-32 * |-2.40633 1.18611
7-33 *  [-2.381 1.18611
7-34 * |-2.77733 1.18611
7-35 *  |-2.83867 1.18611
7-36 * |-3.44033 1.18611
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8-9 1.15033 1.18611
8-10 * |1.70833 1.18611
8-11 * ]1.64533 1.18611
8-12 1.00033 1.18611
8-13 0.535667 1.18611
8-14 0.874667 1.18611
8-15 * ]1.665 1.18611
8-16 -0.302 1.18611
8-17 -0.820667  [1.18611
8-18 -1.04933 1.18611
8-19 -0.601 1.18611
8-20 -0.174667 |1.18611
8-21 0.0253333 |1.18611
8 -22 -0.186667 [1.18611
8-23 *  |-1.73033 1.18611
8-24 -1.10833 1.18611
8-25 -0.731667 [1.18611
8-26 *  |-1.264 1.18611
8 -27 * ]-1.568 1.18611
8-28 *  1-2.06733 1.18611
8-29 *  |-1.554 1.18611
8-30 -1.067 1.18611
8-31 * 12.70033 1.18611
8-32 0.277 1.18611
8-33 0.302333 1.18611
8-34 -0.094 1.18611
8-35 -0.155333  [1.18611
8 - 36 -0.757 1.18611
9-10 0.558 1.18611
9-11 0.495 1.18611
9-12 -0.15 1.18611
9-13 -0.614667 |1.18611
9-14 -0.275667  [1.18611
9-15 0.514667 1.18611
9-16 *  |-1.45233 1.18611
9-17 * 1971 1.18611
9-18 *  |-2.19967 1.18611
9-19 *  |-1.75133 1.18611
9-20 * |-1.325 1.18611
9-21 -1.125 1.18611
9-22 *  [-1.337 1.18611
9-23 * |-2.88067 1.18611
9-24 *  |-2.25867 1.18611
9-25 *  [-1.882 1.18611
9-26 *  |-2.41433 1.18611
9-27 *  |-2.71833 1.18611
9-28 *  |-3.21767 1.18611
9-29 *  |-2.70433 1.18611
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9-30 * |-2.21733 1.18611
9-31 * |1.55 1.18611
9-32 -0.873333  |1.18611
9-33 -0.848 1.18611
9-34 * |-1.24433 1.18611
9-35 *  |-1.30567 1.18611
9-36 * 1-1.90733 1.18611
10-11 -0.063 1.18611
10-12 -0.708 1.18611
10 -13 -1.17267 1.18611
10-14 -0.833667 [1.18611
10-15 -0.0433333 [1.18611
10-16 |[* |[-2.01033 1.18611
10-17 |* [-2.529 1.18611
10-18 [* [-2.75767 1.18611
10-19 [* [-2.30933 1.18611
10-20 |* |-1.883 1.18611
10-21 |* [-1.683 1.18611
10-22 |* |[-1.895 1.18611
10-23 | * |[-3.43867 1.18611
10-24 |* [-2.81667 1.18611
10-25 |* [-244 1.18611
10-26 | * [-2.97233 1.18611
10-27 |* [-3.27633 1.18611
10-28 |* |[-3.77567 1.18611
10-29 [* [-3.26233 1.18611
10-30 |* |[-2.77533 1.18611
10-31 0.992 1.18611
10-32 | * [-1.43133 1.18611
10-33 |* |[-1.406 1.18611
10-34 |[* [-1.80233 1.18611
10-35 [* [-1.86367 1.18611
10-36 | * |[-2.46533 1.18611
11-12 -0.645 1.18611
11-13 -1.10967 1.18611
11-14 -0.770667 |1.18611
11-15 0.0196667 |1.18611
11-16 | * |[-1.94733 1.18611
11-17 [ * [-2.466 1.18611
11-18 | * |[-2.69467 1.18611
11-19 | * |[-2.24633 1.18611
11-20 |[* [-1.82 1.18611
11-21 |* |-1.62 1.18611
11-22 |* [-1.832 1.18611
11-23 |* [-3.37567 1.18611
11-24 |* |-2.75367 1.18611
11-25 |* [-2.377 1.18611
11-26 | * [-2.90933 1.18611
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11-27 |* |[-3.21333 1.18611
11-28 |* [-3.71267 1.18611
11-29 |[* |[-3.19933 1.18611
11-30 [* [-2.71233 1.18611
11-31 1.055 1.18611
11-32 | * [-1.36833 1.18611
11-33 | * |[-1.343 1.18611
11-34 |[* [-1.73933 1.18611
11-35 |[* [-1.80067 1.18611
11-36 [ * [-2.40233 1.18611
12-13 -0.464667 [1.18611
12-14 -0.125667  [1.18611
12-15 0.664667 1.18611
12-16 | * [-1.30233 1.18611
12-17 | * [-1.821 1.18611
12-18 [ * [-2.04967 1.18611
12-19 [|* |[-1.60133 1.18611
12 - 20 -1.175 1.18611
12-21 -0.975 1.18611
12-22 |* [-1.187 1.18611
12-23 | * [-2.73067 1.18611
12-24 |* [-2.10867 1.18611
12-25 |* [-1.732 1.18611
12-26 | * [-2.26433 1.18611
12-27 | * |-2.56833 1.18611
12-28 |* [-3.06767 1.18611
12-29 | * |[-2.55433 1.18611
12-30 | * |[-2.06733 1.18611
12-31 [(* (1.7 1.18611
12-32 -0.723333  |1.18611
12 - 33 -0.698 1.18611
12 - 34 -1.09433 1.18611
12-35 -1.15567 1.18611
12-36 | * [-1.75733 1.18611
13-14 0.339 1.18611
13-15 1.12933 1.18611
13-16 -0.837667 |1.18611
13-17 | * |[-1.35633 1.18611
13-18 |[* [-1.585 1.18611
13-19 -1.13667 1.18611
13-20 -0.710333  [1.18611
13-21 -0.510333  |1.18611
13-22 -0.722333  [1.18611
13-23 |[* [-2.266 1.18611
13-24 |* |[-1.644 1.18611
13-25 | * |[-1.26733 1.18611
13-26 [ * [-1.79967 1.18611
13-27 |* |-2.10367 1.18611
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13-28 |* |-2.603 1.18611
13-29 |[* [-2.08967 1.18611
13-30 |[* [-1.60267 1.18611
13-31 | * [2.16467 1.18611
13-32 -0.258667 |1.18611
13-33 -0.233333  [1.18611
13-34 -0.629667 [1.18611
13-35 -0.691 1.18611
13-36 | * [-1.29267 1.18611
14 -15 0.790333 1.18611
14 -16 -1.17667 1.18611
14 - 17 -1.69533 1.18611
14 -18 -1.924 1.18611
14 -19 -1.47567 1.18611
14 - 20 -1.04933 1.18611
14 -21 -0.849333  |1.18611
14 - 22 -1.06133 1.18611
14-23 |[* [-2.605 1.18611
14-24 |* [-1.983 1.18611
14-25 |* |-1.60633 1.18611
14-26 |* [-2.13867 1.18611
14-27 | * |-2.44267 1.18611
14-28 | * [-2.942 1.18611
14-29 |* [-2.42867 1.18611
14-30 | * [-1.94167 1.18611
14-31 | * [1.82567 1.18611
14 -32 -0.597667 [1.18611
14 - 33 -0.572333  |1.18611
14 - 34 -0.968667 |1.18611
14 - 35 -1.03 1.18611
14-36 |[* [-1.63167 1.18611
15-16 |* [-1.967 1.18611
15-17 | * |[-2.48567 1.18611
15-18 [* [-2.71433 1.18611
15-19 |* |-2.266 1.18611
15-20 [* [-1.83967 1.18611
15-21 |[* [-1.63967 1.18611
15-22 |* |-1.85167 1.18611
15-23 |[* [-3.39533 1.18611
15-24 | * |[-2.77333 1.18611
15-25 | * [-2.39667 1.18611
15-26 | * [-2.929 1.18611
15-27 |* |-8.233 1.18611
15-28 |[* [-3.73233 1.18611
15-29 |* [-3.219 1.18611
15-30 |* [-2.732 1.18611
15-31 1.03533 1.18611
15-32 | * |[-1.388 1.18611
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15-33 | * |[-1.36267 1.18611
15-34 |* [-1.759 1.18611
15-35 |[* [-1.82033 1.18611
15-36 | * [-2.422 1.18611
16 - 17 -0.518667 |1.18611
16-18 -0.747333  [1.18611
16-19 -0.299 1.18611
16 - 20 0.127333 1.18611
16-21 0.327333 1.18611
16 - 22 0.115333 1.18611
16-23 | * |[-1.42833 1.18611
16-24 -0.806333  [1.18611
16 - 25 -0.429667 |1.18611
16 - 26 -0.962 1.18611
16-27 |* [-1.266 1.18611
16-28 |[* [-1.76533 1.18611
16-29 |* [-1.252 1.18611
16 - 30 -0.765 1.18611
16-31 |* [3.00233 1.18611
16 -32 0.579 1.18611
16 - 33 0.604333 1.18611
16-34 0.208 1.18611
16 - 35 0.146667 1.18611
16 - 36 -0.455 1.18611
17-18 -0.228667 [1.18611
17-19 0.219667 1.18611
17-20 0.646 1.18611
17-21 0.846 1.18611
17 -22 0.634 1.18611
17-23 -0.909667 [1.18611
17 -24 -0.287667 |1.18611
17-25 0.089 1.18611
17 - 26 -0.443333  [1.18611
17 -27 -0.747333  |1.18611
17-28 | * |[-1.24667 1.18611
17-29 -0.733333  |1.18611
17 -30 -0.246333  |1.18611
17-31 |* |[3.521 1.18611
17 -32 1.09767 1.18611
17-33 1.123 1.18611
17-34 0.726667 1.18611
17-35 0.665333 1.18611
17 - 36 0.0636667 |1.18611
18-19 0.448333 1.18611
18 - 20 0.874667 1.18611
18-21 1.07467 1.18611
18 - 22 0.862667 1.18611
18- 23 -0.681 1.18611
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18-24 -0.059 1.18611
18 -25 0.317667 1.18611
18 - 26 -0.214667 |1.18611
18 -27 -0.518667 [1.18611
18 - 28 -1.018 1.18611
18-29 -0.504667 [1.18611
18 - 30 -0.0176667 [1.18611

18-31 |[* [3.74967 1.18611
18-32 |* [1.32633 1.18611
18-33 |[* [1.35167 1.18611

18-34 0.955333 1.18611
18-35 0.894 1.18611
18 - 36 0.292333 1.18611
19-20 0.426333 1.18611
19-21 0.626333 1.18611
19 - 22 0.414333 1.18611
19-23 -1.12933 1.18611
19-24 -0.507333  |1.18611
19-25 -0.130667 [1.18611
19 - 26 -0.663 1.18611
19 - 27 -0.967 1.18611
19-28 |* |[-1.46633 1.18611
19 -29 -0.953 1.18611
19 -30 -0.466 1.18611
19-31 |* [3.30133 1.18611
19 - 32 0.878 1.18611
19-33 0.903333 1.18611
19-34 0.507 1.18611
19-35 0.445667 1.18611
19 - 36 -0.156 1.18611
20-21 0.2 1.18611
20 - 22 -0.012 1.18611
20-23 | * |-1.55567 1.18611
20-24 -0.933667 |1.18611
20-25 -0.557 1.18611
20 - 26 -1.08933 1.18611

20-27 |* |-1.39333 1.18611
20-28 |* |-1.89267 1.18611
20-29 |* |-1.37933 1.18611

20-30 -0.892333  [1.18611
20-31 | * ]2.875 1.18611
20 - 32 0.451667 1.18611
20-33 0.477 1.18611
20 - 34 0.0806667 |1.18611
20 - 35 0.0193333 |1.18611
20 -36 -0.582333 [1.18611
21 - 22 -0.212 1.18611

21-23 | * |-1.75567 1.18611
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21-24 -1.13367 1.18611
21-25 -0.757 1.18611
21-26 | * [-1.28933 1.18611
21-27 |* [-1.59333 1.18611
21-28 |* [-2.09267 1.18611
21-29 |* [-1.57933 1.18611
21-30 -1.09233 1.18611
21-31 |* |2.67/5 1.18611
21-32 0.251667 1.18611
21 -33 0.277 1.18611
21-34 -0.119333  [1.18611
21-35 -0.180667 [1.18611
21 - 36 -0.782333  |1.18611
22-23 | * |-1.54367 1.18611
22 - 24 -0.921667 |1.18611
22 -25 -0.545 1.18611
22 -26 -1.07733 1.18611

22-27 |* |-1.38133 1.18611
22-28 |* |-1.88067 1.18611
22-29 |* |-1.36733 1.18611

22 - 30 -0.880333  |1.18611
22-31 | * |2.887 1.18611
22 - 32 0.463667 1.18611
22 - 33 0.489 1.18611
22-34 0.0926667 1.18611
22 -35 0.0313333 |1.18611
22 - 36 -0.570333  [1.18611
23-24 0.622 1.18611
23-25 0.998667 1.18611
23 -26 0.466333 1.18611
23 - 27 0.162333 1.18611
23 - 28 -0.337 1.18611
23-29 0.176333 1.18611
23 - 30 0.663333 1.18611
23-31 |* |4.43067 1.18611
23-32 |* ]2.00733 1.18611
23-33 | * ]2.03267 1.18611
23-34 |* ]1.63633 1.18611
23-35 |* |1575 1.18611
23 -36 0.973333 1.18611
24 -25 0.376667 1.18611
24 - 26 -0.155667 |1.18611
24 -27 -0.459667 [1.18611
24 - 28 -0.959 1.18611
24 - 29 -0.445667 |1.18611
24 -30 0.0413333 |1.18611

24-31 |* ]3.80867 1.18611
24-32 | * ]1.38533 1.18611
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24-33 | * [1.41067 1.18611
24 - 34 1.01433 1.18611
24 - 35 0.953 1.18611
24 - 36 0.351333 1.18611
25 - 26 -0.532333  |1.18611
25-27 -0.836333  [1.18611
25-28 | * |-1.33567 1.18611
25-29 -0.822333  |1.18611
25-30 -0.335333  [1.18611
25-31 |* [3.432 1.18611
25-32 1.00867 1.18611
25-33 1.034 1.18611
25-34 0.637667 1.18611
25-35 0.576333 1.18611
25 - 36 -0.0253333 |1.18611
26 - 27 -0.304 1.18611
26 - 28 -0.803333  [1.18611
26 - 29 -0.29 1.18611
26 - 30 0.197 1.18611
26 -31 3.96433 1.18611
26 - 32 1.541 1.18611
26 - 33 1.56633 1.18611
26 - 34 1.17 1.18611
26 - 35 1.10867 1.18611
26 - 36 0.507 1.18611
27 -28 -0.499333  |1.18611
27 -29 0.014 1.18611
27 -30 0.501 1.18611
27-31 |* ]4.26833 1.18611
27-32 | * |1.845 1.18611
27-33 |* ]1.87033 1.18611
27-34 |* [1474 1.18611
27-35 | * [1.41267 1.18611
27 - 36 0.811 1.18611
28 - 29 0.513333 1.18611
28 - 30 1.00033 1.18611
28-31 |* |4.76767 1.18611
28-32 | * |2.34433 1.18611
28-33 | * ]2.36967 1.18611
28-34 |* [1.97333 1.18611
28-35 |* [1.912 1.18611
28-36 | * ]1.31083 1.18611
29 -30 0.487 1.18611
29-31 |* ]4.25433 1.18611
29-32 |* |1.831 1.18611
29-33 | * [1.85633 1.18611
29-34 |* |146 1.18611
29-35 | * ]1.39867 1.18611

TESIS EPG UNA - PUNO
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29 - 36 0.797 1.18611
30-31 |* |3.76733 1.18611
30-32 |* [1.344 1.18611
30-33 |* [1.36933 1.18611
30 -34 0.973 1.18611
30-35 0.911667 1.18611
30-36 0.31 1.18611
31-32 | * |-2.42333 1.18611
31-33 |* [-2.398 1.18611
31-34 | * [-2.79433 1.18611
31-35 |* [-2.85567 1.18611
31-36 | * [-3.457383 1.18611
32 -33 0.0253333 |1.18611
32-34 -0.371 1.18611
32-35 -0.432333  |1.18611
32 - 36 -1.034 1.18611
33-34 -0.396333  [1.18611
33-35 -0.457667 |1.18611
33-36 -1.05933 1.18611
34-35 -0.0613333 [1.18611
34 - 36 -0.663 1.18611
35-36 -0.601667 [1.18611

* denotes a statistically significant difference.
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Anexo 4. Resumen de los datos estadisticos de biodegradacion de polietileno de

baja densidad.

Summary Statistics

Coun|Avera

t

ge

Standard
deviation

Coeff. of
variation

Minimu
m

Maxim
um

Rang

Stnd.
skewness

AR

5

53.99

7.63953

14.1499%

43.062

61.602

18.54

-0.466198

NT

4

54.511
8

9.34692

17.1466%

46.582

68.052

21.47

1.29219

SK

4

38.580
S

2.08969

5.41643%

36.606

41.431

4.825

0.858098

AR

5

10.357

1.08456

10.4714%

8.976

11.996

3.02

0.519456

2 4
Tot |18 [38.561(19.8502 51.4769% 8.976 [68.052 [59.07
al 4 6

-0.779972

Stnd. kurtosis
AR |-0.301623
NT [1.20972
SK ]0.364166
AR2 |0.825737
Total |-0.973282

The StatAdvisor

This table shows various statistics for each of the 4 columns of data. To test for
significant differences amongst the column means, select

Analysis of Variance from the list of Tabular Options. Select Means Plot from the list
of Graphical Options to display the means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard
deviation and the largest. This may cause problems since the

analysis of variance assumes that the standard deviations at all levels are equal. Select
Variance Check from the list of Tabular Options to run

a formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to consider
transforming the data to remove any dependence of the

standard deviation on the mean.

Multiple Sample Comparison
Sample 1: AR

Sample 2: NT

Sample 3: SK

Sample 4: AR2

Sample 1: 5 values ranging from 43.062 to 61.602
Sample 2: 4 values ranging from 46.582 to 68.052
Sample 3: 4 values ranging from 36.606 to 41.431
Sample 4: 5 values ranging from 8.976 to 11.996
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The StatAdvisor

This procedure compares the data in 4 columns of the current data file. It constructs
various statistical tests and graphs to compare the

samples. The F-test in the ANOVA table will test whether there are any significant
differences amongst the means. If there are, the Multiple

Range Tests will tell you which means are significantly different from which others. If
you are worried about the presence of outliers, choose

the Kruskal-Wallis Test which compares medians instead of means. The various plots
will help you judge the practical significance of the

results, as well as allow you to look for possible violations of the assumptions
underlying the analysis of variance.

Variance Check
Test P-Value
Levene's [3.89704 |0.0324

Comparison |Sigmal |[Sigma2 |F-Ratio |P-Value
AR/ NT 7.63953 [9.34692 |0.66803 |0.6871
AR/ SK 7.63953 [2.08969 |13.3651 |0.0593
AR/AR2 |7.63953 |1.08456 |49.6163 [0.0023
NT / SK 9.34692 [2.08969 |20.0067 |0.0348
NT/AR2 [9.34692 [1.08456 |74.2727 |0.0012
SK/AR2 ]2.08969 |1.08456 [3.71239 |0.2375

The StatAdvisor

The statistic displayed in this table tests the null hypothesis that the standard deviations
within each of the 4 columns are the same. Of

particular interest is the P-value. Since the P-value is less than 0.05, there is a
statistically significant difference amongst the standard

deviations at the 95.0% confidence level. This violates one of the important
assumptions underlying the analysis of variance and will

invalidate most of the standard statistical tests.

The table also shows a comparison of the standard deviations for each pair of samples.
P-Values below 0.05, of which there are 3, indicate a
statistically significant difference between the two sigmas at the 5% significance level.

ANOVA Table
Source Sum of Squares |Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
Between groups [6185.19 3 [2061.73 56.23 |0.0000
Within groups  [513.35 14 136.6679
Total (Corr.) 6698.54 17
Robust Test
Test Statistic |Dfl |Df2 |P-Value
Welch test |217.61 3.00 [6.19]0.0000
The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of the data into two components: a
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between-group component and a within-group component.

The F-ratio, which in this case equals 56.2272, is a ratio of the between-group estimate
to the within-group estimate. Since the P-value of the

F-test is less than 0.05, there is a statistically significant difference between the means
of the 4 variables at the 5% significance level. To

determine which means are significantly different from which others, select Multiple
Range Tests from the list of Tabular Options.

The output also shows the results of a robust test for equality of the group means that
does not assume equal variances within each group.

Since the P-value for that test is less than 0.05, there is a statistically significant
difference between the means at the 5% significance level.
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Anexo 5. Resultados Analisis de muestras de polietileno de baja densidad.
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6. Muestra AR2
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