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Abstract

Pleurotus ostreatus, a white-rot fungus, has proven to be excellent in the removal
of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and in this project we are investigating it’s
ability to remove the following heavy metals from soil: lead, cadmium, copper and
cobalt. Samples of soil containing these metals were taken from two different places in
the town of Barceloneta. The samples were inoculated with the fungus and the amount of
the metals in the soil was measured before adding the fungus, after 2 weeks of adding the
fungus and one month after the inoculation. The results varied between the metals with
some removed in greater quantity than others. Cobalt and cadmium reported the most
relevant results with concentrations continually decreasing from the beginning to the end
of the investigation.

Resumen

Pleurotus ostreatus es un hongo que ha mostrado ser excelente en la remocion de
hidrocarbonos aromaticos policiclicos y a base de esto es que este proyecto investiga la
habilidad de este hongo de remover los siguientes metales pesados: plomo, cadmio, cobre
y cobalto. Se tomaron muestras de terreno que contenian estos metales de dos areas
localizadas en el pueblo de Barceloneta. Las muestras fueron inoculadas con el hongo y
la cantidad de los metales presentes en ellas se midi6 antes de afiadir el hongo, a los 15
dias de afadir el hongo y a los 30 dias después de afadir el hongo. Los resultados
variaron entre los metales siendo algunos removidos en mayor cantidad que otros. Los
resultados mas relevantes fueron reportados para cobalto y cadmio cuyas concentraciones

fueron disminuyendo desde el principio hasta el final del periodo de investigacion.
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Introduccidn

Han sido varios los motivos que sirvieron de inspiracion para realizar esta
investigacion basada en el tema de la biorremediacion. Uno de los motivos es la creciente
demanda por buscar maneras de conservar limpias las areas naturales y/o reestablecer a
su estado original aquellas que han sido contaminadas por las acciones de progreso del
hombre. La biorremediacién es una técnica que utiliza organismos biologicos para
remediar, reestablecer o devolver un suelo, agua o aire a un estado limpio, libre de
contaminantes o, al menos disminuir la concentracion de contaminantes a niveles no
toxicos. Esta investigacion busca una manera de aplicar la biorremediacion para
“limpiar” un suelo que contenga metales pesados. Los metales pesados son elementos
quimicos del grupo de los metales, con densidad superior a 4.5 g/cm?® y masa atémica
alta, como cadmio, cobre, cromo, mercurio, plomo, etc. Como contaminantes, son un
grupo de sustancias dificiles de metabolizar y que presentan toxicidad para los seres
vivos, incluido el hombre. El suelo que se utilizd no contiene necesariamente niveles
toxicos de metales pesados, simplemente se intenta estudiar el funcionamiento del
proceso para abrir las puertas a un mecanismo econdmico y relativamente sencillo, que
tenga el potencial de establecerse como un método valido que se pueda desarrollar y
perfeccionar. En este caso se utilizo al hongo Pleurotus ostreatus como agente
biorremediador. Este hongo pertenece al grupo de los basidiomicetos y se escogio, entre
algunas de las razones, por su capacidad biorremediadora de algunos quimicos en agua y
suelo, ya comprobada. Ademds P. ostreatus es un hongo comestible extensamente
cultivado en el continente asiatico y comunmente visto crecer en Puerto Rico, lo que lo

hace un hongo accesible y facil de adquirir.



La central Plazuela, en el pueblo de Barceloneta, fue el lugar escogido para tomar
las muestras de suelo. Esta ha pasado a ser de un area de trabajo y procesamiento de cafia
a uno parcialmente abandonado. Aun se mantienen las ruinas de los almacenes, las
chimeneas y otras areas que solian ser para la manufactura, sin embargo, hoy dia estas
ruinas se han convertido en vertederos de carros inservibles, viejas gomas de autos y

planchas de zinc.

Figura I: Central Plazuela en el pueblo de Barceloneta.

En el pueblo de Barceloneta se encuentran ubicadas industrias farmacéuticas y
manufactureras entre las que se encuentran, Merck, Bristol, Abbott, etc. Cerca de estas
industrias corren riachuelos que se unen al Rio Grande de Manati el cual, a su vez, corre
alrededor de las tierras de la central Plazuela camino a su desembocadura en el océano
Atlantico (véase apéndice A). Cualquier contaminante que las industrias arrojen puede
potencialmente alcanzar estas tierras. Si el municipio de Barceloneta planeara en un

futuro utilizar estas tierras para cultivo una vez mas, la exposicion a cadmio a las



personas que trabajen en esta area y/o que consuman el producto cultivado seria
significativo. Ademas la quema de baterias (como cuando se queman carros
abandonados) crea contaminacion en el aire que puede ser inhalado en las urbanizaciones
adyacentes. Es importante que si estos terrenos de la central realmente fueran a ser
utilizados en el futuro, se haga la limpieza necesaria para no exponer a las personas a los
riesgos de la contaminacion por metales pesados. He aqui las razones por las que este
lugar fue escogido para la investigacion: los terrenos alrededor de las ruinas son
utilizados regularmente para propositos de recreacion. Algunas de las actividades que se
llevan a cabo son retiros de iglesias que llevan a los participantes a pasar un dia entre
meditaciones y charlas alrededor de las ruinas; un centro de cuidado diurno para nifios
que se encuentra localizado justo en la entrada de la central; recientemente fue construida
una pista de trotar en los terrenos donde se solia sembrar la cana a donde diariamente
residentes de Barceloneta van a ejercitarse; y por ultimo, hay que afiadir que en la central
Plazuela opera el Departamento de Obras Publicas de Barceloneta. Todas estas personas
son expuestas constantemente a la contaminacién acumulada en el suelo de la central
posiblemente poniendo en riesgo su salud. Otro factor que se debe tomar en cuenta es que
no soélo los seres humanos pueden ser directamente afectados por la contaminacion del
suelo, también las plantas pueden absorber estos metales a través de las raices y
comenzar una trayectoria de contaminacion en la cadena alimenticia cuando los animales
se alimenten de estas plantas contaminadas y los humanos, a su vez, se alimenten de esos

animales.



Los objetivos de esta investigacion son los siguientes:

Escoger un 4rea potencialmente contaminada con metales pesados e
identificar los mismos.

Estudiar la trayectoria de las concentraciones de los metales segin en
relacion al tiempo después de aplicar el hongo Pleurotus ostreatus.
Demostrar la importancia de estudiar maneras costo efectivas y tiempo
efectivas para la limpieza de suelos contaminados con metales
pesados.

Dejar la puerta abierta para permitir futuros estudios que utilicen esta
investigacion como punto de partida y que complementen a ésta para
el posible desarrollo de un método que pueda comercializarse.

Aportar la informacién colectada al municipio de Barceloneta para

contribuir con el desarrollo y el bienestar de dicho pueblo.



Revisidon de Literatura

Los metales pesados son metales de masa atomica elevada por lo general del
quinto o sexto periodo de la tabla periddica. Los metales son notables por su amplia gama
de usos, su dispersion, su tendencia a acumularse en algunos tejidos del cuerpo humano y
su potencial de ser toxicos aun a niveles de exposicion relativamente bajos (Howard Hu,
2002).

Algunos metales como cobre y hierro son esenciales para la vida y juegan un
papel importante en, por ejemplo, el funcionamiento de algunos sistemas enzimaticos.
Otros metales son xenobidticos, o sea, no tienen ningin uso en los procesos fisioldgicos
y, como en el caso de plomo y mercurio, pueden ser toxicos en cantidades
imperceptibles. Aun los metales esenciales para el cuerpo humano, tienen el potencial de
volverse dafiinos si la persona es expuesta a altos niveles. El “U.S. Agency for Toxic
Substances and Disease Registry” (ATSDR) enumera todos los peligros y dafios
presentes en desechos toxicos de acuerdo a la severidad de su toxicidad. Segln esta lista,
en primer, segundo, tercer y sexto lugar se encuentran los siguientes metales pesados:
plomo, mercurio, arsénico y cadmio, respectivamente.

La exposicion a metales puede ocurrir a través de una variedad de rutas. Pueden
ser inhalados como polvo o humo (por ejemplo, particulas de 6xido de plomo en la
combustion de gasolina con plomo); otros pueden ser evaporados y por consiguiente
inhalados (mercurio en la produccion de ldmparas fluorescentes). Los metales también
pueden ser ingeridos involuntariamente a través de comida o bebida. La cantidad que
puede ser absorbida por el tracto digestivo depende de la forma o configuracién quimica,

la edad y el estado de nutricion de la persona (J. Ton et al., 2000). La excrecidon ocurre



por medio de los rifiones y el tracto digestivo, pero los metales tienden a persistir en sitios
de almacenaje como el higado, huesos y rifiones y pueden permanecer ahi durante afios o
décadas.

La exposicion cronica a plomo puede causar efectos como hipertension entre
otros y en el caso de cadmio, fallo renal. Cuan vulnerable es una persona a la intoxicacion
por metales puede variar segun los factores genéticos, la edad, la dosis y el tiempo de
exposicion, pero aun se estan llevando a cabo estudios sobre este tema.

El plomo en el suelo tiende a concentrarse en vegetales con raiz como la cebolla y
sera absorbido en mayor cantidad en individuos cuyas dietas son deficientes en calcio,
hierro o zinc. La exposiciéon a plomo puede desarrollar problemas de salud como
convulsiones, coma, fallo renal y hasta la muerte dependiendo de la dosis. Los nifios y los
fetos aparecen particularmente vulnerables a efectos neurotdxicos por causa del plomo.
Estudios han demostrado que mujeres embarazadas que tienen plomo almacenado en sus
huesos muestran un movimiento acelerado de éste al torrente sanguineo y a la leche
materna lo cual estd asociado a nacimientos de bebés con bajo peso y decrecimiento en la
razon de crecimiento y del desarrollo mental (Michael McCally, 2002).

Por su parte, la contaminacion por cadmio también tiene sus efectos adversos en
el cuerpo humano. La contaminacion del terreno con cadmio puede ocurrir a través de
emisiones de los desechos toéxicos de las industrias. Las implicaciones a la salud
comienzan por la inhabilidad del ser humano de excretar el cadmio (es desechado al
sistema excretor, pero reabsorbido por los rifiones). Algunos de los efectos al cuerpo son

irritacion de las vias respiratorias, degeneracion de los testiculos, dafio al tubulo proximal



del nefrén (permitiendo que moléculas esenciales como calcio se filtren a la orina),
pérdida de densidad en los huesos y cancer en la prostata (Howard Hu, 2002).

La biorremediacion es una tecnologia de control de contaminacién que utiliza
sistemas bioldgicos para catalizar la degradacion o transformacién de compuestos toxicos
a formas menos dafiinas. Uno de los objetivos del uso de la biorremediacion es aumentar
y mejorar la biodegradacion por los organismos nativos (microflora), lo que se conoce
como biorremediacion intrinseca, o por medio de la adicion de organismos
(bioaugmentation) para llevar a cabo un cambio en ese ambiente. A diferencia de otras
tecnologias convencionales, como por ejemplo la incineracion, la biorremediacion se
puede llevar a cabo en el lugar mismo y aunque el nimero de compuestos toxicos que
esta tecnologia puede manejar es limitado (Hart, 1996), es costo-efectiva cuando aplica
(Atlas & Unterman, 1999). De acuerdo a un informe preparado por la National Network
of Environmental Studies (NNEMS) para la U.S. Environmental Protection Agency
(EPA), la biorremediacion y la fitorremediaciéon son las técnicas de control de
contaminaciéon mas econémicas ($8.4-$197/yd’ y $80/yd’, respectivamente) disponibles
hoy dia en comparacién con la incineracién la cual cuesta entre $300 a $1000/ yd’,
dependiendo la cantidad de contaminantes. Se debe hacer un buen estudio del area a ser
limpiada antes de tomar la decision de cudl método utilizar para la remocion del
contaminante. Se deben tomar en cuenta los contaminantes presentes en el lugar, el
medio ambiente en el que existen (suelo o agua, accesiblidad) y la extension del area
contaminada. Los contaminantes pueden variar grandemente en un mismo lugar
especialmente si se trata de un area donde hay o hubo una facilidad de manufactura

donde se pueden encontrar productos finales, intermedios y primarios. Los contaminantes



se pueden encontrar en el suelo, sedimentos, agua subterranea o agua superficial. Lo ideal
es que el tratamiento destruya o remueva los contaminantes sin crear productos
intermedios. Algunas tecnologias sélo son capaces de relocalizar o estabilizar el
contaminante. Todos los métodos de control de contaminacion disponibles tienen sus
ventajas y limitaciones; es deber del encargado del proyecto estudiar la opcion que mejor
le aplique (Frazar, 2000). Al tomar todos los factores en consideracion, la
biorremediacion no es la mejor opcidon para algunos casos. Una presentacion en el “Air
and Waste Management Association Annual Meeting” en 1996 discutio los resultados de
un estudio que compar6 diferentes tratamientos para limpiar un suelo contaminado con
plaguicidas. La biorremediacion usando hongos blancos de putrefaccion demostrd no ser
efectiva en la remocion del DDT. Sin embargo, biorremediaciéon usando ciclos
aerdbicos/anaerdbicos si demostro tener la capacidad de destruir el DDT. Esto demuestra
que dentro del campo de la biorremediacion hay muchos factores con los que se puede
experimentar para obtener el resultado deseado. De acuerdo con el “Treatment
Techonologies for Site Cleanup Annual Status Report, 1997 para la EPA, 11 % de los
proyectos de control de contaminacion completados envolvieron una forma de
biorremediacion.

La biorremediaciéon usando hongos blancos de putrefaccion es una tecnologia
muy prometedora la cual estd siendo estudiada (Frazar, 2000). Muchos estudios se
enfocan en la habilidad de estos hongos en la degradaciéon de compuestos persistentes,
principalmente los de la familia Phanerocaete donde se encuentra el hongo Pleurotus
ostreatus. Estos hongos son efectivos porque producen una enzima extra celular que

cataliza una reaccion que degrada lignina, un compuesto aromatico. Para catalizar estas



reacciones poderosas la enzima requiere perdxido de hidrogeno, lo cual el hongo
produce.

En adicién a la descomposicion de lignina, el potencial de los hongos blancos de
putrefaccién (white—rot funji en inglés) para la descomposiciéon de varios contaminantes
en suelos estériles y no estériles estd siendo bien documentada (Novotny, 1999). De
hecho, se consideran muy prometedores en su aplicacion como biorremediadores de
suelos contaminados. Muchas de las tecnologias para remediacion de suelos
contaminados incluyen no solo tratamientos fisicos y quimicos, pero también
biorremediacion de contaminantes por actividad microbiana (Cha et al. 1999; Straube et
al. 1999). Los hongos tienen muchas ventajas que facilitan el estudio de su uso en la
biorremediacion, por ejemplo: los hongos estan presentes en sedimentos acuaticos y en
habitats terrestres, ademas poseen ventaja sobre las bacterias por el hecho de que sus
hifas pueden penetrar el suelo contaminado y producir enzimas extracelulares que
degradan los contaminantes (Seigle-Murandi, 2004). Se ha demostrado que los hongos
blancos de putrefaccion tienen la capacidad de atacar un amplio espectro de
hidrocarbonos poliaromaticos (PAH’s por sus siglas en inglés). Los PAHs son
compuestos orgéanicos hidrofobicos con alto grado de mutagenicidad y toxicidad que han
sido liberados en el medio ambiente a gran escala; algunos ejemplos son fenantreno,
fluoreno y antraceno. Los hongos son ademas, muy buenos en la acumulacion de metales
pesados como cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc (Sullia, 2003)

Pleurotus ostreatus ha sido objeto de varias investigaciones en diferentes
contextos alrededor del mundo. Se han realizado estudios donde se demostr6 que

P. ostreatus ataca la lignina luego de degradar la celulosa sustancialmente. Pruebas
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hechas a todas las especies estudiadas encontraron produccion de lacasas, sin embargo,
lignina peroxidasa fue detectada Uinicamente en P. ostreatus. Este estudio asocid el
blanqueamiento de los arboles con la presencia de P. ostreatus y otros hongos de su clase
en la ciudad de Benin, Nigeria (Ejechi et al., 1996). En otros estudios realizados, se
compard la capacidad de mineralizacion de P. ostreatus versus la microflora presente en
un suelo contaminado con PAHs. En términos generales P. ostreatus mineralizé los
PAHs de 5 anillos en mayor cantidad, mientras que la microflora indigena fue superior en
la mineralizacion de los PAHs de 3 y 4 anillos (Wiesche et al., 2001).

Pleurotus ostreatus es un hongo comestible y en torno a esto se han realizado
muchas investigaciones relacionadas a su valor econémico en la industria de alimentos
como también a su valor nutricional. El cultivo de Pleurotus spp es importante en la
industria de alimentos alrededor del mundo la cual se ha expandido en los pasados afios.
P. ostreatus es el tercer hongo cultivado mds importante para propdsitos alimentarios.
Nutricionalmente es rico en proteinas, fibra, hidratos de carbono, vitaminas y minerales,
ademads de tener un sabor y olor unicos (Cohen et al., 2002). En el 4rea de la medicina se
ha encontrado que el género Pleurotus lleva a cabo actividades antibacteriales,
antivirales, antitumores, hematologicas y que ayuda en la reduccion de los niveles de
colesterol (Cohen et al., 2002). Mas estudios se han hecho en relacion a los factores
nutricionales de este género (Manzi et al., 1999). Dado el hecho de que este género ha
demostrado tener tantas capacidades en diferentes areas, sobretodo en el area de
biorremediacion y por estar comprobada la eficacia en la biodegradacion de algunos
componentes quimicos (V. Vacchina et al., 2002), es que el hongo Pleurotus ostreatus

fue escogido para la realizacion de este estudio.
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Materiales y métodos

|. Obtencién y mantenimiento de Pleurotus ostreatus.

Se obtuvo un cultivo puro del hongo Pleurotus ostreatus de la Finca Alzamora del
Recinto Universitario de Mayagiiez. De ese cultivo se transfirio a otros platos Petri con
diferentes medios de cultivo: Saboraud Dextrose Agar (SDA) y Malt Extract Agar
(MEA) para mantenimiento. Se prepararon 5 cultivos en medio SDA y 5 cultivos en el
medio MEA. Los cultivos fueron incubados a 25 °C por un periodo de 7 dias hasta que el
micelio crecid y cubrio el plato Petri completamente. Este proceso se llevo a cabo cada

dos semanas después del crecimiento total del micelio.

I1. Obtencion de las muestras de suelo.

La muestra de suelo se obtuvo de los predios de la antigua central azucarera
Plazuela ubicada en el pueblo de Barceloneta. En el lugar se midieron los pardmetros
fisicos de temperatura, humedad relativa y pH utilizando un medidor electronico. Para
colectar la muestra se utilizaron cucharas y bolsas plasticas, ambas estériles para no
alterar la composicion de microorganismos del lugar. Se escogieron 2 areas de suelo que
tenian potencial de estar contaminadas con metales pesados debido a la exposicion a
maquinaria pesada y/o equipo que, a través del tiempo, pudiera haber depositado metales
pesados en el suelo. Se designaron Area #1 (A1) y Area #2 (A2). El lugar de recoleccion
de A1 fue dentro del antiguo almacén de la central azucarera, el cual fue construido a base
de planchas de zinc. Muchas de estas planchas estaban tiradas en el suelo, enmohecidas y

otras ain se mantenian sirviendo de techo, aunque agujeradas. Habia también chatarra
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vieja y corroida, proveniente de carros abandonados, amontonada en algunas esquinas y
agua acumulada en charcos que posiblemente se habia colado por los agujeros del techo.

Figura II: Area del almacén donde se colecté muestra (A1).

El lugar de recoleccion para A2 fue alrededor de las antiguas chimeneas de la
central azucarera donde se encontraron gomas de carros y partes de carros como puertas y

también un pequefio establo de caballos.
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Figura III: Area de las chimeneas donde se colecté muestra (A2).

"‘—_}"\ St }-"';"

._“'*

Se obtuvo aproximadamente 907.18 (2 1bs) de muestra de suelo de cada area para
tener suficiente muestra una vez se removieran los escombros. En el laboratorio se
removieron de la muestra pequefios escombros como ramitas, piedras y hierba; luego el

remanente se pulverizé con un mortero y se guardd en bolsas estériles.

I11. Determinacién de controles negativos y positivos

Se utilizé como controles negativos 1g de muestra de suelo para cada metal y para
cada area de suelo; en otras palabras se utilizo 1g de suelo como control de cobre, 1g de
suelo como control de plomo... y asi sucesivamente para cada area. Cada muestra
consistié de 7 réplicas para cada metal. A estos controles negativos no se les anadio el

hongo y fueron procesados de la misma forma que se procesaron las muestras segun se
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explica en la seccion V. Dado que el objetivo de esta investigacion es estudiar la
trayectoria de las concentraciones de los metales seglin en relacion al tiempo después de
aplicar el hongo, solamente se obtuvieron muestras de las areas 2 asignadas dentro de la
central.

Se prepararon dos controles positivos para cada metal los cuales consistieron de
un gramo (1g) de la muestra de tierra al cual se le afiadi6é una porcidén conocida del metal
respectivo; cobre: 20 ppm, plomo: 20 ppm, cobalto: 5 ppm, cadmio: 5 ppm. Estos
controles positivos se utilizaron para verificar que el procedimiento de extraccion de

metales se llevara a cabo efectivamente

IV. Procedimiento General.

Se realizé un pre-muestreo para cada area con lo cual se analizaron los metales
presentes para determinar la variabilidad de éstos en el suelo y la cantidad de muestras
que se tomarian mas adelante. Se prepararon 2 muestras de 1 gramo para cada area en
las cuales se encontraron 7 metales; a partir de los metales méas abundantes y
considerando los efectos al ser humano (McCally, 2002), se escogieron los siguientes
para ser evaluados: cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu) y plomo (Pb).

Antes de comenzar el experimento se comprobd que la tierra de muestra no
contuviera previamente al hongo P. ostreatus. Para esto se prepararon los medios de
cultivo SDA y MEA. Se diluyeron 20 g de tierra en 20 ml. de agua estéril y se
homogenizd. Con una pipeta se removieron 2 ml y se depositaron en los nuevos platos
Petri con medio; se prepararon 5 platos Petri con medio SDA y 5 platos Petri con medio

MEA. Los 10 platos fueron incubados a temperatura ambiente, 25°C, por una semana.
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Para el muestreo, en términos generales, se prepararon 3 muestras de suelo para
cada metal en cada area de suelo (Al y A2), o sea que se prepararon 3 muestras para
cadmio, 3 para cobalto, 3 para cobre y 3 para plomo en el area 1 (A1) y lo mismo para el
area 2 (A2). Cada muestra consistio de 7 réplicas; de las 3 muestras una fue la muestra
control negativo, la segunda muestra fue inoculada con el hongo y se leyd en el
espectrofotometro a las 2 semanas de inoculada y la tercera muestra se inoculd

simultaneamente con la segunda, pero se ley¢ al cabo de 4 semanas.

V. Extraccion de metales

Para la extraccion de los metales de la muestra de suelo se sigui6 el siguiente
protocolo. Primero se incineraron crisoles en el horno (mufla) durante 2 hrs. a 600 °C
para eliminar la humedad y toda contaminacion orgénica y se dejaron enfriar dentro del
desecador para evitar que reabsorbieran humedad. A cada uno se le afiadi6 1g de tierra,
se peso, se anotd el peso de la muestra junto con el crisol y se colocaron en el horno
durante 18-20 hrs. a 110 °C con lo que se le removido la humedad a la muestra.
Nuevamente se pesaron y se calculo la diferencia entre el peso antes de colocarlos en el
horno y después de las 18-20 hrs. en el horno; esta diferencia era la humedad del suelo.

Humedad=[Peso de crisol (g) + 1g de muestra]* — [Peso de crisol + 1g de muestra] **

Luego los crisoles con la muestra se colocaron nuevamente en el horno (mufla)
por 3 hrs. a 600 °C para reducir la muestra a s6lo lo inorganico, se removieron y se
dejaron enfriar en el desecador. Inmediatamente se enfriaron, se comenz6 con la

digestion de la muestra. La muestra de suelo en cada crisol se transfirié cuantitativamente
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a un vaso de precipitado de 600 ml. A ese crisol se le afiadieron 3 porciones de 1 ml (uno
a la vez) de HCL concentrado y de ahi, el acido con los residuos de la muestra se pasaron
al vaso de precipitado que contenia la muestra de suelo correspondiente. Luego se le
afiadio al crisol 1 ml de HNO3 y se pas6 al vaso de precipitado. Finalmente 3 porciones

de 1 ml de HCL 10 % se anadieron del crisol al beaker.

*Antes de colocarlo en el horno por primera vez.
**Después de colocarlo en el horno por primera vez.
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Se utilizaron cristales de reloj para tapar los vasos de precipitado los
cuales se calentaron en un “hot plate” a temperatura moderada (~350 °C) por
aproximadamente 15 min. Se dejaron enfriar a temperatura de salon y nuevamente se le
afiadieron las mismas porciones de los acidos clorhidrico y nitrico, pero esta vez
directamente al beaker con la muestra, en vez de al crisol. Se calentaron nuevamente en
el “hot plate”, se dejaron reposar para que se enfriaran y todo el contenido del beaker se
filtro. Para la filtracion se us6 papel de filtro # 40 y matraces volumétricos de 100 ml.
Durante el proceso de filtracion se lavo el residuo con HCL 10 % hasta que quedara
incoloro. El papel de filtro también se enjuago varias veces con HCL 10% hasta que se
removi6 completamente todo el residuo. Terminada la filtracion el matrdz volumétrico se
llevo a volumen con HCL 10%. Por ultimo, el filtrado se transfiri6 a botellas plasticas
debidamente rotuladas y con tapa para ser almacenadas hasta el momento de la lectura

con el espectrofotometro.

V1. Inéculo del hongo en la muestra de tierra.

Para afiadir el hongo a las muestras se extrajo un area con un didmetro de
aproximadamente 1 cm de de los platos Petri con micelio y se le afiadi6 a cada tubo de
ensayo que ya contenian el gramo de muestra de suelo, excepto a los tubos del grupo
control los cuales consistieron de la muestra de suelo sin ser inoculada con el hongo. Se
taparon los tubos de ensayo con tapa de rosca y se rotularon como grupo control (sin el
hongo), 2da semana y 1 mes. Este procedimiento se realizd simultineamente con las
muestras de ambas areas Al y A2 y se incubaron a temperatura ambiente el tiempo

correspondiente (15 dias o 1 mes). Cada dia, con un gotero, se afiadié una gota de agua
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estéril a cada tubo para mantener un ambiente himedo y oxigenado que promoviera el
crecimiento del hongo. Cumplido el término se removieron las muestras de la incubadora
y cuidadosamente se extrajo con una micropipeta el sobrenadante de cada tubo el cual se
transfirié a platos con medios MEA y SDA y se incubaron a temperatura ambiente por
una semana, esto para probar que el hongo Pleurotus ostreatus todavia se encontraba
presente. Todas las muestras en los tubos rotulados “2da semana” fueron procesadas a los
15 dias, segun la seccion IV, para la lectura de los metales en el espectrofotometro y los
extractos se almacenaron en botellas plésticas estériles con tapa. Al cabo de 1 mes se
procesaron las muestras en los tubos de ensayo rotulados “1 mes” y se prepararon para
ser analizadas en el espectrofotometro. Todas las muestras, incluyendo las del grupo
control, se leyeron juntas al cabo de 1 mes. Una vez obtenidos los resultados de las
lecturas del espectrofotometro, se compararon las cantidades de metales presentes en el
grupo control contra las cantidades presentes en las muestras después del tratamiento. Se
calcularon los por cientos de cambio y se prepararon tablas y graficas representando los
resultados. Para calcular los mg/kg de cada metal en las muestras se siguieron los
siguientes pasos. Primero se calculd el peso seco el cual es el peso real de la muestra sin

humedad.

Peso seco = [Peso después del horno]* — [peso del crisol]**

*Peso utilizado para calcular la humedad luego de remover del horno los crisoles con la muestra la
primera vez.
**Peso del crisol solo antes de colocarlo en el horno con la muestra la primera vez.
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Una vez calculado el peso seco de cada muestra, se utilizaron los resultados para
determinar los mg/kg de los metales que contenian. La siguiente ecuacion muestra los
calculos.

Ax100xB =C/D

Donde A es la lectura del espectrofotometro; 100 es el volumen al que se llevd la muestra en el
matrdz volumétrico; B es el factor de dilucion (en caso de haber sido necesario), C es el producto de la
multiplicacion, y D es el peso seco de esa muestra.

De esta forma se obtuvieron los valores que se utilizaron para determinar el
cambio en la concentracion de los metales. Se promediaron los resultados de las 7
réplicas de cada muestra, se llevaron a por ciento utilizando el programa Power One y se
compararon los resultados de los controles negativos, los positivos, las muestras luego de
2 semanas y las de luego de un mes. Se obtuvieron datos estadisticos realizando una
prueba ANOVA de dos vias en donde se midi6 el efecto del hongo a base del tiempo, del
area y de la interaccion tiempo-area. También se realizd6 una prueba Tukey para
determinar en dénde se encontraban las diferencias significativas con relacion al tiempo,

area y la interaccion tiempo-area.
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Resultados

Al crecer al hongo en los medios SDA y MEA, P. ostreatus reacciond
favorablemente ya que se desarrolld con rapidez en ambos medios. Al cabo de una
semana el micelio se habia expandido a un didmetro de 4-6 cm y en algunos casos mas.

Los promedios obtenidos al momento de recoleccion de la muestra de los
pardmetros de temperatura, humedad relativa y pH para el area 1 y el area 2 fueron los
siguientes: Para Al, la temperatura fue 30.8 °C; la humedad relativa fue 69.2 y el pH 8.4.
Por su parte el A2 marcé una temperatura de 30.6 °C, humedad relativa de 71.0 y un pH
de 9.

Los controles positivos mostraron los siguientes resultados:

Tabla 1.0: Valores de controles positivos

Metal Mg/Kg
A1l Cadmio 63.7
A2 Cadmio 61.8
A1 Plomo 144.6
A2 Plomo 139.3
Al Cobre 143.5
A2 Cobre 142.3
Al Cobalto 6.22
A2 Cobalto 6.10
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El hongo Pleurotus ostreatus mostrd diferentes resultados para cada metal y para

cada area de muestra de suelo. Para el area 1 (Al) y el metal cobre, el promedio de

contenido del metal del grupo control fue 63.57 mg/kg. A la segunda semana el contenido

de Cu en la muestra de tierra aument6 a 74.57 mg/kg, o sea, 17.3 % adicional a la

cantidad original y al cabo de un mes el promedio de contenido de metal en la muestra de

tierra aument6 a 102.86 mg/kg, casi 60 % de aumento a la cantidad original. Sin

embargo, para el mismo metal, pero en el area 2 (A2), el promedio de la concentracion de

cobre en la muestra de suelo fue 123.07 mg/kg para el grupo control, 112.67 mg/kg la

segunda semana, lo que representa una disminucion de 8.4 % y 141.39 mg/kg, 14.88 %

mas que la cantidad original, al cabo de un mes.

Tabla 1.1 Resumen de la concentracion de cobre en las areas 1y 2 vs. tiempo (los

porcentajes de cambio se contrastan en relacion al grupo control).

Tiempo Cantidad en Por ciento de Cantidad en Por ciento de
transcurrido areal cambio area 1 area 2 cambio area 2
(mg/kg) (mg/kg)
Control Negativo 63.57 123.07
2 Semanas 74.57 +17.3 % 112.67 -8.4%
4 Semanas 102.86 +60 % 141.39 +14.88%
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Grafica 1.1

Concentracion de cobre en Al vs tiempo
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Para plomo, en el Al, el grupo control tuvo una lectura promedio de contenido de

ese metal en el suelo de 58.20 mg/kg. Luego de 2 semanas la lectura del contenido del

metal en el suelo aument6 34.9 % a un promedio de 78.52 mg/kg. Al cabo de un mes el

contenido de plomo en la muestra de suelo Al fue de 112.97 mg/kg, 94.1 % mads. Sin

embargo, los resultados del A2 para plomo fueron diferentes de Al. Para el grupo control

de A2 el contenido de plomo tuvo un promedio de 108.94 mg/kg. Este resultado cambid

luego de 2 semanas cuando al hacer la lectura el promedio del contenido de plomo en la

muestra fue 101.22 mg/kg, o sea que 7.1 % de plomo fue absorbido y al cabo de 1 mes, el

promedio de plomo registrado aument6 a 123.50 mg/kg, 13.4 % mas que la cantidad del

grupo control.

Tabla 2.1 Resumen de la concentracién de plomo en las areas ly 2 vs. tiempo (los

porcentajes de cambio se contrastan en relacion al grupo control).

Tiempo Cantidad en Por ciento de Cantidad en Por ciento de
transcurrido areal cambio area 1 area 2 cambio area 2
(mg/kg) (mg/kg)
Control Negativo 58.20 108.94
2 Semanas 78.52 +34.9 % 101.22 7.1 %
4 Semanas 112.97 +94.1 % 123.50 +13.4%
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QGrafica 2.1

Concentracion de plomo en Al vs. tiempo
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El caso de las muestras de cobalto mostrd resultados mas relevantes al tema de

esta tesis. El grupo control de Al tuvo una lectura promedio de 7.1 mg/kg la cual

disminuyo 31.9 % a 4.83 mg/kg luego de 2 semanas y disminuy6 aun mas al mes, cuando

el contenido promedio de cobalto fue 2.18 mg/kg, 69.3% menos que el grupo control.

Para el A2, el grupo control tuvo un promedio de 10.1 mg/kg el cual disminuy6 al cabo

de 2 semanas a 2.54 mg/kg, 75%, pero volvié a aumentar al final del mes a 5.57 mg/kg

siendo de todas formas 45.2 % menos que la cantidad original.

Tabla 3.1 Resumen de la concentracion de cobalto en las areas 1y 2 vs. tiempo
(los porcentajes de cambio se contrastan en relacion al grupo control).

Tiempo Cantidad en Por ciento de Cantidad en Por ciento de
transcurrido areal cambio area 1 area 2 cambio area 2
(mg/kg) (mg/kg)
Control Negativo 7.1 10.1
2 Semanas 4.83 -31.9% 2.54 -75%
4 Semanas 2.18 -69.3% 5.57 -45.2%
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QGrafica 3.1

Concentracion de cobalto en Al vs. tiempo
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Cadmio, por su parte, fue disminuyendo de principio a fin. El grupo control del

area 1 mostré un contenido promedio de 4.8 miligramos de ese metal por kilogramo de

tierra. Luego de 2 semanas disminuy6 a 1.17 mg/kg, 75.6 % menos y finalmente al

terminar un mes el promedio de cadmio en la muestra de suelo fue de 0.75 mg/kg, 84.4%

de disminucion total. En el A2 la medida promedio de cadmio para el grupo control fue

3.34 mg/kg, luego de 2 semanas fue de 0.71 mg/kg, una disminucion de 71.7 % que al

final del mes disminuy6 aun més a 0.40 mg/kg, 88 % que la cantidad original.

Tabla 4.1 Resumen de la concentracion de cadmio en las areas 1y 2 vs. tiempo
(los porcentajes de cambio se contrastan en relacion al grupo control).

Tiempo Cantidad en Por ciento de Cantidad en Por ciento de
transcurrido areal cambio area 1 area 2 cambio area 2
(mg/kg) (mg/kg)
Control Negativo 4.8 3.34
2 Semanas 1.17 75.6% 0.71 71.7%
4 Semanas 0.75 84.4% 0.40 88%




28

Grafica 4.1
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Cuadro de Analisis de la VVarianza de Dos Vias

Cadmio (Cd)

E.V. SC 4l CM F p-valor
Tiempo 9385 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 214 2 1.07 4.55 0.0173
Error 845 36 0.23

Total 11149 41

Cobre (Cu)

F.V. SC gl CM F  p-valor
Tiempo 9207.32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 158270 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
Plomo (Pb)

F.V. SC gl cM F p-valor
Tiempo 9611.67 2  4805.84 3.67  0.0355
Area 8173.03 1  8173.03 6.24 0.0172
Tiempo*Area 293350 2 1466.75 1.12 0.3376
Error 47172.93 36 1310.36
Total 67891.13 41
Cobalto (Co)

F.V. SC gl (@)Y F p-valor
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27.69 1 27.69 16.21  0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73  <0.0001
Error 6147 36 1.71

Total 411.01 41




Pruebas Tukey

Cadmio

Test: Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.44794
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A

2.00 1.00 14 A

1.00 397 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Cobre
Test: Tukey Alfa:=0.05 DMS:=16.38637
Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A

1.00 93.29 14 A

3.00 122.13 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Plomo

Test: Tukey Alfa:=0.05 DMS:=33.47397
Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A
2.00 89.87 14 A B
3.00 118.23 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Cobalto
Test: Tukey Alfa:=0.05 DMS:=1.20837
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

30



31

Discusion

Comencemos con el caso de plomo y cobre en el cual se ve una relacion en el A2.
Ambos metales se encuentran en una cantidad mayor de 100 mg/kg y al cabo de 2
semanas disminuyeron 7.1 % y 8.4 % respectivamente. A su vez, la presencia de ambos
metales aumenté también en el A2 a 14.8 % y 13.4 %, respectivamente, al tomar la
lectura después de un mes. En el Al donde las cantidades originales de plomo y cobre
presentes en la muestra fueron 58.20 mg/kg y 63.57 mg/kg respectivamente, hubo
aumento de 34.9 % para plomo y 17.3 % para cobre luego de 2 semanas.

Para los metales cobalto y cadmio la absorcion por parte de Pleurotus ostreatus
fue excelente para las dos areas y hubo un decremento continuo desde el principio hasta
el final del periodo de tiempo.

Los datos estadisticos fueron consistentes con los por cientos de cambio de
concentracion presentados en términos de mg/kg. Los andlisis estadisticos unen los
resultados de ambas areas para proveer una vision general del comportamiento de la
concentracion de metales al estar en contacto con el hongo. En los cuadros de anélisis de
la varianza preparados para cada metal los valores de la ultima columna llamada p-valor
muestran que valores menores a 0.05 representan diferencias significativas; en otras
palabras, se ha producido un cambio en la concentracién de los metales en relacion al
tiempo, area o interaccion tiempo-area.

La prueba Tukey mostré en donde ocurrieron las diferencias significativas. Hubo
diferencias significativas para todos los metales en ambas areas (Al y A2). No hubo una
diferencia significativa para el metal plomo en relacion a la interaccion tiempo-area. En

relacion al tiempo, la prueba Tukey dio los siguiente resultados para cada metal:
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e (Cadmio- hubo cambio en la concentracion en el punto control, no hubo
cambio significativo entre los puntos 2 semanas y 4 semanas.

e Cobre- hubo diferencia significativa entre los puntos 2 semanas y 4
semanas, pero no hubo diferencias significativas en el punto 4 semanas.

e Plomo- hubo diferencia significativa entre los puntos control y 4 semanas,
pero no hubo cambio en el punto 2 semanas.

e (Cobalto- hubo cambio en el punto control, pero hubo cambio entre los
puntos 2 semanas y 4 semanas.

Estos datos se representan por la distancia entre los puntos en las graficas, sin

embargo hay que recordar que estos valores estadisticos unen las dos graficas en una.

EL hongo Pleurotus ostreatus demostré tener la capacidad de absorber metales
pesados si las condiciones apropiadas estan presentes. Estas condiciones pueden incluir,
pero no estan limitadas a temperatura, pH, humedad relativa, tipo de metal pesado y edad
del hongo. En otros estudios de biorremediacion con hongos, se han encontrado
situaciones en las que la cantidad de metal en la muestra al final del periodo de estudio o
en algin punto intermedio es mayor que la cantidad original, tal y como vemos en el caso
de este estudio. Especificamente el estudio del hongo Penicillium ochro-chloron como
biorremediador de aguas contaminadas con cobre (Andersson, 1999) mostré un aumento
de cobre en el agua al cabo de 64-88.5 hrs., un periodo de aproximadamente dos
semanas. En este mismo estudio el autor expresa que sus resultados indican que el hongo
posiblemente requiera concentraciones altas del metal cobre en la muestra original (grupo
control) para que pueda ocurrir la remociéon de éste. En su estudio, a concentraciones

menores de 100mg/L el hongo no removio el cobre con consistencia. Podemos comparar
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este acontecimiento con la remocion de cobre por parte del hongo P. ostreatus en el A2
donde la concentracion original del metal en la muestra era de 123.07 mg/kg vy se reportod
absorcion, mientras que en el Al la concentracion original era 63.5 mg/kg y no hubo
absorcion alguna. Andersson presenta dos posibles explicaciones; primero: El hongo
necesita una cantidad limite que activa el mecanismo de absorcidon; segundo: Niveles
bajos de cobre no son suficientemente toxicos como para activar un mecanismo de
defensa.

La concentracion de cadmio en el hongo aumenta en lugares altamente
contaminados como lo son areas aledafias a autopistas con trafico pesado (Cooke et al.
1984) y areas de emisiones (LepSova y Mejstiik, 1988); también en lugares historicos de
procesamientos (Fischer et al. 1995). Por otra parte, la cantidad de metal que un hongo
puede absorber es considerablemente afectada por la edad del micelio (Andersson, 1999).
Este dato puede ser una posible explicacion al comportamiento de P. ostreatus respecto al
aumento de la concentracion de los metales cobre y plomo en la muestra de suelo en el
periodo entre dos semanas a un mes.

Cada metal aqui estudiado tiene propiedades que pueden afectar a P. ostreatus de
diferentes maneras. El nivel de toxicidad al hongo puede variar de un metal a otro. Esto
explica por qué para cobre y plomo se necesitd una concentracion relativamente alta
(> 100 mg/kg) para que el hongo reaccionara en comparacion con cobalto y cadmio los

cuales reaccionaron con concentraciones bajas (< 100 mg/kg).
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Conclusion

A través de esta investigacion se presentd y se demostrd los beneficios de la
biorremediacion como método de limpieza de suelos contaminados y que es una
alternativa viable, aunque atn esta en proceso de desarrollo. Ademas se demostré que el
hongo Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de remover los metales pesados cadmio y
cobalto si las condiciones adecuadas se encuentran presentes. A partir de este estudio
muchas preguntas han surgido, lo cual deja espacio para investigaciones futuras
relacionadas a este tema de la biorremediacion que cada vez va ganando mas importancia

en el campo de la ciencia.
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REGULATED FACILITIES/FACILIDADES REGULADAS

LIST OF EPA-REGULATED FACILITIES IN BARCELONETA

Source: Envirofacts

FACILITY NAME/

ABBOTT HEALTH

ADDRESS

PRODS. INC.

RD. NO. 2 KM. 58.0

BARCELONETA,
PR 00617

AGRO OCHOA

INC.

RD. 59.2 BO.
TIBURONES
BARCELONETA
CO, PR 00617

AH ROBINS
MANUF CO.
BOX 11336

BARCELONETA
CO, PR 00617

BARCELONETA
CHEMICAL LAB
RW WTP

STATE RD 684 KM

3.7 BO PALMAS
BARCELONETA,
PR 00617

BARCELONETA
WASTEWATER
TREATMENT
PLANT R

BOX 2889 SAN
JUAN P.R. 00903
BARCELONETA
CO, PR 999999999

BOCAS SECTOR

ROAD 684 KM 3.7

BARCELONETA,

Apéndice A

EPA Permitted Toxic

FACILITY | Discharges | Releases
ID to Water? | Reported?

PRD090131

251 NO YES
PRD987381

399 NO NO
PR0001443

076 NO NO
PRD000689

299 NO NO
PR0001449

651 NO NO
PRD981184 NO NO

641

Hazardous
Waste
Handler?

YES

NO

NO

YES

NO

YES

Active or
Archived

Superfund
Report?

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Air
Releases
Reported?

YES

YES

YES

NO

YES

NO
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BRS 1995
Reporter?

YES

NO

NO

NO

NO

NO



PR 00617

BRISTOL-MYERS
BARCELONETA
INC.

STATE RD. #2 KM
54.6
BARCELONETA,
PR 00617

CASERE FOODS
INC.

P.R.RD. 2 KM. 58.2
BARCELONETA,
PR 00617

DEPT OF ED -
FERNANDO SURIA
CHAVEZ

3 CALLE
GEORGETTI
BARCELONETA,
PR 00617

EAGLE

ENVIRONMENTAL

SERVICES PR0002295
RD2KM 57.2 491
BARCELONETA,

PR 00617

EASTERN
CHEMICAL
WASTE SYS -
CARIBE INC

RD 666 KM 0.5
BARRIO
MAGUEYES
BARCELONETA,
PR 006170299

ESSO

PO BOX 218 PR0002091
BARCELONETA, 254

PR 00617

ESSO STANDARD

OIL CO - PR CO-

159 PR0001828
CARR 140 KM 65.5 771
BARCELONETA,

PR 00617

PRD090036
021

PRD987372
729

PR0001007
962

PRD987381
662

GENERAL
INSTRUMENT
CORP. PUERTO
RICO

PRD981564
735

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

YES

YES

NO

NO

NO

NO

NO

YES

YES

NO

YES

YES

YES

YES

YES

YES

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

YES

YES

NO

NO

NO

NO

NO

NO

43

YES

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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9 TOMAS DAVILA
ST.
BARCELONETA,
PR 00617

GIL STATION 300

PO BOX 242 BLD

44 PRO;) ?32 091 NO NO YES NO NO NO
BARCELONETA,

PR 00617

HORMIGONERA
MAYAGUEZANA

CARR. 140 KM. 4 PRO?85443 NO NO NO NO YES NO
BARCELONETA

CO. PR 00617

IND ALIMENTICIA

CARR 2 KM 58.1 PRD980299
BARCELONETA, 275

PR 00617

JANUARY

INDUSTRIES

CJUANDELA PRD987371
TORRE15 184
BARCELONETA,

PR 00617

JOSE CUBANO SS

3093

CARR PR 2 KM PR0001828
55.5 565
BARCELONETA,

PR 00613

M S D AGVET

KM 56.4RD 2 PRD980766
BARCELONETA, 364

PR 00617

MERCK SHARP &

DOHME QUIMICA

DE PR

STATE RD. NO. 2 PRDIO 0910 028 NO YES YES NO YES YES
KM 56.7

BARCELONETA,

PR 00617

MOTRIN

MANUFACTURIN

G PRD980299
PR 2 KM 60.0 523
BARCELONETA,

PR 00612

NO NO NO NO YES NO

NO NO NO NO YES NO

NO NO YES NO NO NO

NO NO YES NO NO NO

NO NO NO NO YES NO

NESCAFE PRD987371

CRUCE DAVILLA 176 NO NO NO NO YES NO



45

BARCELONETA,
PR 00617

NYCOMED

PUERTO RICO INC.

RD. 140 KM. 64.4 PRD503901 009 NO YES YES NO YES NO
BARCELONETA,

PR 006171247

OBRAS PUBLICAS
MUNICIPAL

BARCELONETA

ANTIGUA PR0001828
CENTRAL 755
PLAZUELA

BARCELONETA,

PR 00617

PFIZER

PHARMACEUTICA

LS INC. PRD090346
HWY. 2 KM. 58.2 909
BARCELONETA,

PR 00617

PHARMACIA &
UPJOHN CARIBE

INC. PRD980301

PR #2, KM 60.0 BO. NDp NO NO NO YES YES NO
SABANA HOYO

BARCELONETA,

PR 006171317

PRASA

BARCELONETA

STATE ROAD 684, PRD980534
KM 3.7 523
BARCELONETA,

PR 00617

PRECHEM
LABORATORY

INC PR0000935

CARR 140KM 648 | "0 NO NO YES NO NO NO
CRUCE DAVILA

BARCELONETA,

PR 006170000

PROGRAMA DE

PINAS Y

FABRICAS PR0001443
RD. 2 KM. 56 050
BARCELONETA

CO, PR 00617

NO NO YES NO NO NO

NO YES YES NO YES YES

YES NO NO NO NO NO

NO NO NO NO YES NO

R & F GULF



STATION

CARR 2 KM 585
BARCELONETA,

PR 00617

RCA DEL CARIBE

INC

STATE RD #2 KM

58.9

BARCELONETA,

PR 00617

RCA DEL CARIBE

INC.

PR RD. #2 KM. 59.5
BARCELONETA,

PR 00617

SHELL CO PR LTD
SS 3093 JOSE

CUBANO

RD PR 2 KM 55.5
BARCELONETA,

PR 00617

SUPER CAR WASH

PO BOX 624

BARCELONETA,

PR 00617

TEXACO
PO BOX 523

BARCELONETA,

PR 00617

VANITY PAPER

CO

AREA CENTRAL

PLAZUEL

BARCELONETA,

PR 00617

VEGA RENTAL &
AUTO SALES
CARR 2 KM 57 H2
BARCELONETA,

PR 00617

VISKASE PUERTO

RICO CORP.

HWY.NO. 2 KM.

56.7

BARCELONETA,

PR 00617

PR0002090
793

PRD982717
514

PRD090370
537

PR0002091
270

PR0002090
801

PR0002091
197

PRD987371
143

PR0002090
785

PRD090386
897

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

YES

NO

NO

NO

NO

NO

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES

NO

YES

YES

NO

NO

YES

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

YES

NO

NO
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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List of Water Systems in BARCELONETA

Water systems in PUERTO RICO are regulated by PUERTO RICO DEPARTMENT OF
HEALTH

For a detailed Violation and Enforcement History click on the underlined Water System
ID.

Source: Envirofacts

Primary
Water Principal County | Population Water
System ID Water System Name Served Served Source
Type
Ground
PR0209032 ABBOT CHEMICALS BARCELONETA 2300 ator
PR0O209122 ABBOTT CHEMICALS, 'p )\ p cEL ONETA 170 Ground
PLANT water
AUTORIDAD DE Ground
PR0209052 pirpor o MANATI 200 o
BARCELONETA Ground
PR0002722 Jonniey BARCELONETA 29716 e
PR0209022 BRISTOL OF PR BARCELONETA 968 VGV;‘t’:rnd
MERCK SHARP & Ground
PR0209092 e BARCELONETA 962 N
PR0209102 NYCOMED BARCELONETA 712 S;‘z:fd
PR0209012 LTIZER BARCELONETA 1200 Ground

PHARMACEUTICALS water



Apéndice B

Analisis de la varianza

Contrastes para el tiempo

48

Variable N R2 R2Aj CV
Cd 42 0.92 0.91 25.97
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Tiempo 93.85 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 2.14 2 1.07 4_.55 0.0173
Error 8.45 36 0.23
Total 111.49 41
Contrastes

Tiempo SC gl CM F Valor p
Contrastel 61.69 1 61.69 262.89 <0.0001
Contraste2 78.12 1 78.12 332.93 <0.0001
Contraste3 0.97 1 0.97 4.13 0.0495
Total 91.66 2 45.83 195.31 <0.0001

Coeficientes de

los contrastes

Tiempo Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3
1.00 1.00 1.00 0.00
2.00 -1.00 0.00 1.00
3.00 0.00 -1.00 -1.00

Test: Tukey Alfa:

Error: 0.2346 gl: 36

0.05 DMS: 0.44794

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A
2.00 1.00 14 A
1.00 3.97 14

B

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)



Test : Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.30338
Error: 0.2346 gl: 36

Area Medias n

2.00 1.46 21 A

1.00 2.28 21

B

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.77996

Error: 0.2346 gl: 36

49

Tiempo Area Medias n

3.00 2.00 0.41 7 A

2.00 2.00 0.71 7 A B

3.00 1.00 0.84 7 A B

2.00 1.00 1.29 7 B

1.00 2.00 3.24 7 C

1.00 1.00 4.69 7 D
Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj CV

Cu 42 0.71 0.67 17.48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 27792.69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Tiempo 9207 .32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 1582.70 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
Contrastes

Tiempo SC gl CM F Valor p
Contrastel 150.15 1 150.15 0.48 0.4937
Contraste2 5820.49 1 5820.49 18.54 0.0001
Contraste3 7840.35 1 7840.35 24.97 <0.0001
Total 13180.95 2 6590.48 20.99 <0.0001
Coeficientes de los contrastes
Tiempo Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3
1.00 1.00 1.00 0.00
2.00 -1.00 0.00 1.00
3.00 0.00 -1.00 -1.00




Test : Tukey Alfa: 0.05 DMS: 16.38637

Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A

1.00 93.29 14 A

3.00 122.13 14 B
Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 11.09796
Error: 314.0086 gl: 36

Area Medias n

1.00 82.20 21 A

2.00 120.52 21 B

Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 28.53194
Error: 314.0086 gl: 36
Tiempo Area Medias n

significativas

significativas

1.00 1.00 63.55
2.00 1.00 80.18
2.00 2.00 97.14
3.00 1.00 102.86
1.00 2.00 123.03
3.00 2.00 141.39

SVENENENENEN
ve

C
C
C

D
D

Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj] CV
Pb 42 0.31 0.21 37.25

significativas

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. sC gl CM

F

Valor p

Modelo 20718.19 5 4143.64
Tiempo 9611.67 2 4805.84
Area 8173.03 1 8173.03
Tiempo*Area 2933.50 2 1466.75
Error 47172.93 36 1310.36

Total 67891.13 41

3.16
3.67
6.24
1.12

0.0182
0.0355
0.0172
0.3376
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Contrastes

Tiempo SC gl CM F  Vvalor p
Contrastel 292.83 1 292.83 0.22 0.6393
Contraste? 8492.95 1 8492.95 6.48 0.0153
Contraste3 5631.73 1 5631.73 4.30 0.0454
Total 14403.02 2 7201.51 5.50 0.0083
Coeficientes de los contrastes
Tiempo Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3
1.00 1.00 1.00 0.00
2.00 -1.00 0.00 1.00
3.00 0.00 -1.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 33.47397

Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A

2.00 89.87 14 A B
3.00 118.23 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 22.67083

Error: 1310.3593 gl: 36

Area Medias

n

1.00 83.2
2.00 111.1

2
2

21
21

A

B

Letras distintas

(p<=0.05)

indican diferencias

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 58.28486

Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 58.16 7 A
2.00 1.00 78.52 7 A
2.00 2.00 101.22 7 A
1.00 2.00 108.63 7 A
3.00 1.00 112.97 7 A
3.00 2.00 123.50 7

[sojpov veius ve)

significativas

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)

51



Variable N R2 R2Aj CV

Co 42 0.85 0.83 23.17
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 349.54 5 69.91 40.94 <0.0001
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27 .69 1 27 .69 16.21 0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73 <0.0001
Error 61.47 36 1.71
Total 411.01 41
Contrastes

Tiempo SC gl CM F Valor p
Contrastel 198.70 1 198.70 116.37 <0.0001
Contraste? 160.47 1 160.47 93.97 <0.0001
Contraste3 2.04 1 2.04 1.20 0.2815
Total 190.09 2 95.05 55.66 <0.0001

Coeficientes de los contrastes
Tiempo Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3

1.00 1.00 1.00 0.00
2.00 -1.00 0.00 1.00
3.00 0.00 -1.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 1.20837
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.81839
Error: 1.7076 gl: 36

Area Medias n
1.00 4.83 21 A
2.00 6.45 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 2.10402
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 1.00 2.30 7 A

2.00 2.00 2.54 7 A

2.00 1.00 4.83 7 B

3.00 2.00 6.15 7 B C

1.00 1.00 7.36 7 C

1.00 2.00 10.67 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Analisis de la varianza

Contrastes para el area
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Variable N R2 R2Aj CV
Cd 42 0.92 0.91 25.97
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Tiempo 93.85 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 2.14 2 1.07 4_.55 0.0173
Error 8.45 36 0.23
Total 111.49 41
Contrastes

Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Total 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001

Coeficientes de los contrastes
Area Cont. 1
1.00 1.00
2.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.44794
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A

2.00 1.00 14 A

1.00 3.97 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.30338
Error: 0.2346 gl: 36

Area Medias n
2.00 1.46 21 A
1.00 2.28 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.77996
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 2.00 0.41 7 A

2.00 2.00 0.71 7 A B

3.00 1.00 0.84 7 A B

2.00 1.00 1.29 7 B

1.00 2.00 3.24 7 C

1.00 1.00 4.69 7 D
Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)
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Variable N R2 R2Aj CV
Cu 42 0.71 0.67 17.48
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 27792.69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Tiempo 9207.32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 1582.70 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
Contrastes

Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Total 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001

Coeficientes de
Area Cont. 1
1.00 1.00
2.00 -1.00

los contrastes

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 16.38637

Error: 314.0086 gl: 36
Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A
1.00 93.29 14 A
3.00 122.13 14

B

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 11.09796
Error: 314.0086 gl: 36

Area Medias n
1.00 82.20 21 A
2.00 120.52 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 28.53194
Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 63.55 7 A

2.00 1.00 80.18 7 A B

2.00 2.00 97.14 7 B C

3.00 1.00 102.86 7 B C

1.00 2.00 123.03 7 C D

3.00 2.00 141.39 7 D
Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj] CV
Pb 42 0.31 0.21 37.25
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F  Valor p
Modelo 20718.19 5 4143.64 3.16 0.0182
Tiempo 9611.67 2  4805.84 3.67 0.0355
Area 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172
Tiempo*Area 2933.50 2 1466.75 1.12 0.3376
Error 47172.93 36 1310.36
Total 67891.13 41
Contrastes

Area SC gl CM F  Vvalor p
Contrastel 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172
Total 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172

Coeficientes de los contrastes
Area Cont. 1
1.00 1.00
2.00 -1.00
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Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 33.47397
Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A

2.00 89.87 14 A B
3.00 118.23 14 B

Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 22.67083
Error: 1310.3593 gl: 36

Area Medias n

1.00 83.22 21 A

2.00 111.12 21 B

Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 58.28486
Error: 1310.3593 gl: 36

significativas

significativas
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Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 58.16 7 A

2.00 1.00 78.52 7 A B

2.00 2.00 101.22 7 A B

1.00 2.00 108.63 7 A B

3.00 1.00 112.97 7 A B

3.00 2.00 123.50 7 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj CV

Co 42 0.85 0.83 23.17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 349.54 5 69.91 40.94 <0.0001
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27 .69 1 27 .69 16.21 0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73 <0.0001
Error 61.47 36 1.71
Total 411.01 41
Contrastes

Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 27.69 1 27.69 16.21 0.0003
Total 27 .69 1 27.69 16.21 0.0003




Coeficientes de los contrastes
Area Cont. 1
1.00 1.00
2.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 1.20837
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.81839
Error: 1.7076 gl: 36

Area Medias n
1.00 4.83 21 A
2.00 6.45 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 2.10402
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 1.00 2.30 7 A

2.00 2.00 2.54 7 A

2.00 1.00 4.83 7 B

3.00 2.00 6.15 7 B C

1.00 1.00 7.36 7 C

1.00 2.00 10.67 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Analisis de la varianza

Contrastes para el Tiempo*Area

Variable N R2 R2Aj CV

Cd 42 0.92 0.91 25.97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)
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F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Tiempo 93.85 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 2.14 2 1.07 4_.55 0.0173
Error 8.45 36 0.23
Total 111.49 41
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Contrastes

Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 7.37 1 7.37 31.42 <0.0001
Contraste2 40.56 1 40.56 172.86 <0.0001
Contraste3 55.56 1 55.56 236.78 <0.0001
Contraste4 51.96 1 51.96 221.42 <0.0001
Contrasteb5 64.11 1 64.11 273.24 <0.0001
Total 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Coeficientes de los contrastes

Tiempo

*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5

1.00:1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.44794
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A

2.00 1.00 14 A

1.00 3.97 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.30338
Error: 0.2346 gl: 36

Area Medias n
2.00 1.46 21 A
1.00 2.28 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.77996
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 2.00 0.41 7 A

2.00 2.00 0.71 7 A B

3.00 1.00 0.84 7 A B

2.00 1.00 1.29 7 B

1.00 2.00 3.24 7 C

1.00 1.00 4.69 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Variable N R2 R2Aj CV
Cu 0.71 0.67 17.48
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 27792.69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Tiempo 9207.32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 1582.70 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 12384.93 1 12384.93 39.44 <0.0001
Contraste2 968.28 1 968.28 3.08 0.0876
Contraste3 3949.01 1 3949.01 12.58 0.0011
Contraste4 5410.43 1 5410.43 17.23 0.0002
Contraste5 21206.73 1 21206.73 67.54 <0.0001
Total 27792 .69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Coeficientes de los contrastes
Tiempo
*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5
1.00:1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 16.38637

Error: 314.0086 gl: 36
Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A
1.00 93.29 14 A
3.00 122.13 14

B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 11.09796
Error: 314.0086 gl: 36

Area Medias n
1.00 82.20 21 A
2.00 120.52 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 28.53194
Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 63.55 7 A

2.00 1.00 80.18 7 A B

2.00 2.00 97.14 7 B C

3.00 1.00 102.86 7 B C

1.00 2.00 123.03 7 C D
3.00 2.00 141.39 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)
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Variable N R2 R2Aj CV
Pb 42 0.31 0.21 37.25
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F  Valor p
Modelo 20718.19 5 4143.64 3.16 0.0182
Tiempo 9611.67 2 4805.84 3.67 0.0355
Area 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172
Tiempo*Area 2933.50 2 1466.75 1.12 0.3376
Error 47172.93 36 1310.36
Total 67891.13 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 8915.27 1 8915.27 6.80 0.0132
Contraste2 1450.04 1 1450.04 1.11 0.2998
Contraste3 6486.99 1 6486.99 4.95 0.0324
Contraste4 10511.19 1 10511.19 8.02 0.0075
Contraste5 14939.34 1 14939.34 11.40 0.0018
Total 20718.19 5 4143.64 3.16 0.0182




Coeficientes de

los contrastes

Tiempo

*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5
1.00:1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 33.47397

Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A

2.00 89.87 14 A B

3.00 118.23 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa:
Error: 1310.3593 gl: 36

Area Medias n

0.05 DMS: 22.67083

1.00 83.22 2
2.00 111.12 2

1
1

A

B

Letras distintas
(p<=0.05)

indican diferencias

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 58.28486
Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 58.16 7 A
2.00 1.00 78.52 7 A
2.00 2.00 101.22 7 A
1.00 2.00 108.63 7 A
3.00 1.00 112.97 7 A
3.00 2.00 123.50 7

W oW w

significativas

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)



Variable N R2 R2Aj CV

Co 42 0.85 0.83 23.17
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 349.54 5 69.91 40.94 <0.0001
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27 .69 1 27 .69 16.21 0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73 <0.0001
Error 61.47 36 1.71
Total 411.01 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 38.38 1 38.38 22.48 <0.0001
Contraste? 22 .33 1 22 .33 13.08 0.0009
Contraste3 81.27 1 81.27 47 .59 <0.0001
Contraste4 89.56 1 89.56 52.45 <0.0001
Contrasteb 5.09 1 5.09 2.98 0.0929
Total 349 .54 5 69.91 40.94 <0.0001
Coeficientes de los contrastes
Tiempo
*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5
1.00:1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 1.20837
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.81839
Error: 1.7076 gl: 36

Area Medias n
1.00 4.83 21 A
2.00 6.45 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 2.10402
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 1.00 2.30 7 A

2.00 2.00 2.54 7 A

2.00 1.00 4.83 7 B

3.00 2.00 6.15 7 B C

1.00 1.00 7.36 7 C

1.00 2.00 10.67 7 D
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV

Cd 42 0.92 0.91 25.97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Tiempo 93.85 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 2.14 2 1.07 4 .55 0.0173
Error 8.45 36 0.23
Total 111.49 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 13.35 1 13.35 56.88 <0.0001
Contraste?2 22.45 1 22.45 95.69 <0.0001
Contraste3 20.18 1 20.18 86.02 <0.0001
Contraste4 28.00 1 28.00 119.34 <0.0001
Total 35.82 4 8.96 38.17 <0.0001

Coeficientes de los contrastes
Tiempo*Area Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3 Cont. 4

1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2.00:1.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 -1.00

Test: %ukey Alfa: 0.05 DMS: 0.44794
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A

2.00 1.00 14 A

1.00 3.97 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.30338
Error: 0.2346 gl: 36

Area Medias n
2.00 1.46 21 A
1.00 2.28 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.77996
Error: 0.2346 gl: 36
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Tiempo Area Medias n

3.00 2.00 0.41 7 A

2.00 2.00 0.71 7 A B

3.00 1.00 0.84 7 A B

2.00 1.00 1.29 7 B

1.00 2.00 3.24 7 C

1.00 1.00 4.69 7 D
Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj] CV

Cu 42 0.71 0.67 17.48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 27792.69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Tiempo 9207.32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 1582.70 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 6427.29 1 6427.29 20.47 0.0001
Contraste2 2347.06 1  2347.06 7.47 0.0096
Contraste3 1423.70 1 1423.70 4_53 0.0401
Contraste4 1179.08 1 1179.08 3.75 0.0605
Total 15783.48 4  3945.87 12.57 <0.0001




Coeficientes de los contrastes
Tiempo*Area Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3 Cont. 4

1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2.00:1.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 -1.00

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 16.38637
Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A

1.00 93.29 14 A

3.00 122.13 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 11.09796
Error: 314.0086 gl: 36

Area Medias n

1.00 82.20 21 A

2.00 120.52 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 28.53194
Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 63.55 7 A

2.00 1.00 80.18 7 A B

2.00 2.00 97.14 7 B C

3.00 1.00 102.86 7 B C

1.00 2.00 123.03 7 C D
3.00 2.00 141.39 7 D
Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj CV

Pb 42 0.31 0.21 37.25

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F  Vvalor p
Modelo 20718.19 5 4143.64 3.16 0.0182
Tiempo 9611.67 2  4805.84 3.67 0.0355
Area 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172
Tiempo*Area 2933.50 2 1466.75 1.12 0.3376
Error 47172.93 36 1310.36

Total 67891.13 41
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Contrastes

Tiempo*Area SC gl CM F  Vvalor p
Contrastel 3174.35 1 3174.35 2.42 0.1284
Contraste2 192.62 1 192.62 0.15 0.7037
Contraste3 65.66 1 65.66 0.05 0.8241
Contraste4 773.17 1 773.17 0.59 0.4474
Total 7940.70 4 1985.18 1.51 0.2184
Coeficientes de los contrastes

Tiempo*Area Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3 Cont. 4
1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2.00:1.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 -1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 33.47397

Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A

2.00 89.87 14 A B

3.00 118.23 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa:

0

.05 DMS: 22.67083

Error: 1310.3593 gl: 36

Area Medias n

1.00 83.22 2
2.00 111.12 2

1
1

A
B

Letras distintas
(p<=0.05)

indican diferencias

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 58.28486
Error: 1310.3593 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 58.16 7 A

2.00 1.00 78.52 7 A B
2.00 2.00 101.22 7 A B
1.00 2.00 108.63 7 A B
3.00 1.00 112.97 7 A B
3.00 2.00 123.50 7 B

significativas

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)
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Variable N R2 R2Aj CV

Co 42 0.85 0.83 23.17
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 349.54 5 69.91 40.94 <0.0001
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27.69 1 27.69 16.21 0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73 <0.0001
Error 61.47 36 1.71
Total 411.01 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 119.25 1 119.25 69.84 <0.0001
Contraste?2 231.34 1 231.34 135.48 <0.0001
Contraste3 245.20 1 245.20 143.60 <0.0001
Contraste4 71.42 1 71.42 41.82 <0.0001
Total 324.80 4 81.20 47 .55 <0.0001

Coeficientes de los contrastes
Tiempo*Area Cont. 1 Cont. 2 Cont. 3 Cont. 4

1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 1.00 1.00 1.00 1.00
2.00:1.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 0.00 -1.00 0.00 0.00
3.00:1.00 0.00 0.00 -1.00 0.00
3.00:2.00 0.00 0.00 0.00 -1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 1.20837

Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.81839
Error: 1.7076 gl: 36

Area Medias n
1.00 4.83 21 A
2.00 6.45 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 2.10402
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 1.00 2.30 7 A

2.00 2.00 2.54 7 A

2.00 1.00 4.83 7 B

3.00 2.00 6.15 7 B C

1.00 1.00 7.36 7 C

1.00 2.00 10.67 7 D
i

Letras distintas in

dican

diferencias significativas

(p<=0.05)

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV

Cd 42 0.92 0.91 25.97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 103.04 5 20.61 87.83 <0.0001
Tiempo 93.85 2 46.93 199.98 <0.0001
Area 7.05 1 7.05 30.05 <0.0001
Tiempo*Area 2.14 2 1.07 4 .55 0.0173
Error 8.45 36 0.23
Total 111.49 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 1.18 1 1.18 5.02 0.0314
Contraste? 0.70 1 0.70 3.00 0.0918
Contraste3 2.68 1 2.68 11.44 0.0017
Contraste4 0.06 1 0.06 0.26 0.6148
Contrasteb 0.31 1 0.31 1.30 0.2610
Contraste6b 0.64 1 0.64 2.72 0.1077
Total 2.79 3 0.93 3.96 0.0155
Coeficientes de los contrastes
Tiempo
*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5 Cont. 6
1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 1.00 1.00 0.00
3.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 1.00 0.00 1.00
3.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 1.00




Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.44794
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Medias n

3.00 0.63 14 A

2.00 1.00 14 A

1.00 3.97 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.30338
Error: 0.2346 gl: 36

Area Medias n
2.00 1.46 21 A
1.00 2.28 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.77996
Error: 0.2346 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 2.00 0.41 7 A

2.00 2.00 0.71 7 A B

3.00 1.00 0.84 7 A B

2.00 1.00 1.29 7 B

1.00 2.00 3.24 7 C

1.00 1.00 4.69 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)
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Variable N R2 R2Aj CV
Cu 42 0.71 0.67 17.48
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 27792.69 5 5558.54 17.70 <0.0001
Tiempo 9207.32 2 4603.66 14.66 <0.0001
Area 15419.97 1 15419.97 49.11 <0.0001
Tiempo*Area 3165.40 2 1582.70 5.04 0.0118
Error 11304.31 36 314.01
Total 39097.00 41
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Contrastes

Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 1006.41 1 1006.41 3.21 0.0818
Contraste2 1801.02 1 1801.02 5.74 0.0220
Contraste3 13112.10 1 13112.10 41.76 <0.0001
Contraste4 114.80 1 114 .80 0.37 0.5492
Contraste5 6853.22 1 6853.22 21.82 <0.0001
Contraste6 5194.04 1 5194.04 16.54 0.0002
Total 14040.79 3 4680.26 14.90 <0.0001
Coeficientes de los contrastes

Tiempo

*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5 Cont. 6
1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 1.00 1.00 0.00
3.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 0.00 1.00
3.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 -1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 16.38637

Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 88.66 14 A

1.00 93.29 14 A

3.00 122.13 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 11.09796

Error: 314.0086 gl: 36

Area Medias n

1.00 82.20 21 A

2.00 120.52 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 28.53194

Error: 314.0086 gl: 36

Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 63.55 7 A

2.00 1.00 80.18 7 A B

2.00 2.00 97.14 7 B C

3.00 1.00 102.86 7 B C

1.00 2.00 123.03 7 C D

3.00 2.00 141.39 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas

(p<=0.05)



Variable N R2 R2Aj CV
Pb 42 0.31 0.21 37.25
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I11)

F.V. SC gl CM F  Valor p
Modelo 20718.19 5 4143 .64 3.16 0.0182
Tiempo 9611.67 2 4805.84 3.67 0.0355
Area 8173.03 1 8173.03 6.24 0.0172
Tiempo*Area 2933.50 2 1466.75 1.12 0.3376
Error 47172.93 36 1310.36
Total 67891.13 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Vvalor p
Contrastel 1803.06 1 1803.06 1.38 0.2485
Contraste2 4153.12 1 4153.12 3.17 0.0835
Contraste3 7080.75 1 7080.75 5.40 0.0259
Contraste4 483.22 1 483.22 0.37 0.5475
Contrasteb5 1737.62 1 1737.62 1.33 0.2571
Contraste6 388.19 1 388.19 0.30 0.5896
Total 7822.98 3 2607 .66 1.99 0.1329
Coeficientes de los contrastes
Tiempo
*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5 Cont.
1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 1.00 1.00 0.00
3.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 0.00 1.00
3.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 1.00 -1.00

Test: Tukey Alfa:

Error: 1310.3593 gl: 36
Tiempo Medias n

1.00 83.40 14 A
2.00 89.87 14 A
3.00 118.23 14

B
B

0.05 DMS: 33.47397

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)



Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 22.67083
Error: 1310.3593 gl: 36

Area Medias n
1.00 83.22 21 A
2.00 111.12 21 B

Letras distintas indican diferencias
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 58.28486
Error: 1310.3593 gl: 36

significativas
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Tiempo Area Medias n

1.00 1.00 58.16 7 A

2.00 1.00 78.52 7 A B

2.00 2.00 101.22 7 A B

1.00 2.00 108.63 7 A B

3.00 1.00 112.97 7 A B

3.00 2.00 123.50 7 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Variable N R2 R2Aj CV

Co 42 0.85 0.83 23.17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo I111)

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 349.54 5 69.91 40.94 <0.0001
Tiempo 240.81 2 120.40 70.51 <0.0001
Area 27 .69 1 27.69 16.21 0.0003
Tiempo*Area 81.05 2 40.52 23.73 <0.0001
Error 61.47 36 1.71
Total 411.01 41
Contrastes
Tiempo*Area SC gl CM F Valor p
Contrastel 18.40 1 18.40 10.78 0.0023
Contraste2 22.45 1 22.45 13.15 0.0009
Contraste3 6.10 1 6.10 3.57 0.0669
Contraste4 0.20 1 0.20 0.12 0.7331
Contraste5 45.68 1 45.68 26.75 <0.0001
Contraste6 51.96 1 51.96 30.43 <0.0001
Total 72.40 3 24.13 14.13 <0.0001
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Coeficientes de los contrastes

Tiempo

*Area Cont.1 Cont.2 Cont.3 Cont.4 Cont.5 Cont. 6
1.00:1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00:2.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00:1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00
2.00:2.00 -1.00 0.00 0.00 1.00 1.00 0.00
3.00:1.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 0.00 1.00
3.00:2.00 0.00 0.00 -1.00 0.00 -1.00 -1.00
Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 1.20837

Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Medias n

2.00 3.69 14 A

3.00 4.23 14 A

1.00 9.01 14 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 0.81839
Error: 1.7076 gl: 36

Area Medias n
1.00 4.83 21 A
2.00 6.45 21 B

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)

Test: Tukey Alfa: 0.05 DMS: 2.10402
Error: 1.7076 gl: 36

Tiempo Area Medias n

3.00 1.00 2.30 7 A

2.00 2.00 2.54 7 A

2.00 1.00 4.83 7 B

3.00 2.00 6.15 7 B C

1.00 1.00 7.36 7 C

1.00 2.00 10.67 7 D

Letras distintas indican diferencias significativas
(p<=0.05)
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