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“Cuando usted puede medir aquello de lo que
habla, y lo expresa con un nimero, usted
conoce algo sobre ello, pero cuando no puede
medirlo, cuando no puede expresarlo con
nimeros, su conocimiento es pobre e
insatisfactorio”

William Thomson,
Lord Kelvin (1891)
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La contaminacion con hidrocarburos es una problematica nacional. Es una prioridad Ia
investigacion y desarrollo de tecnologias de biorremediacion. El Centro de Estudios
Ambientales de Cienfuegos ejecuta un proyecto nacional para evaluar la eficacia de la
ecotecnologia de biopilas. El objetivo de la investigacion fue evaluar la influencia de las
variables de operacion sobre la biorremediacion de residuos petroliza dos a escala de banco. Se
disefi6 y validé un procedimiento metodolégico ordenado por etapas; utilizando el disefio de
experimentos, balance de masa, disefio ingeniero y el analisis estadistico. Se emple6 el disefio
experimental de Box -Behnken con tres factores (concentracion de Hidrocarburos Totales del
Petrdleo inicial, % de texturizante y % de humedad) y dos variables de respuesta (masa de
Hidrocarburos Totales del Petroleo removida y concentracion de Hidrocarburos Totales del
Petroleo final). Se realizd6 una optimizacion simultdnea para obtener una solucion de
compromiso, que maximizara la masa removida y asegurara que la concentracion final del
contaminante cumpliera con la norma de disposicion final. La solucion de compromiso se
obtuvo para 39 278 mg/kg de concentracion de Hidrocarburos Totales del Petroleo inicial, 6,45
% de texturizante y 25,95 % de humedad. Teniendo en cuenta resultados del disefio
experimental, criterios ecotoxicoldgicos y de manejo de cada unidad experimental para el
escalado de la ecotecnologia se propuso que los valores de las variables de operacion sean: 39
278 mg/kg de concentracion de Hidrocarburos Totales del Petrdleo inicial , 8 % de texturizante

y 25 % de humedad.

Palabras claves: hidrocarburo, biorremediacion, biopila, variables de operacion , disefio

Box-Behnken, optimizacion simultanea.
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Hydrocarbon pollution is a national problem. Research and development of bioremediation
technologies is a priority. The Center for Environmental Studies in Cienfuegos is executing
a national project to evaluate the effectiveness of biopile ecotechnology. The objective of
the research was to evaluate the influence of operational variables on the bioremediation of
petroleum waste at the bench scale. A methodological procedure was designed and
validated in stages, using design of experiments, mass balance, engineering design and
statistical analysis. The Box-Behnken experimental design was used with three factors
(concentration of Total Hydrocarbons of the initial Petroleum, % texturizer and %
moisture) and two response variables (mass of Total Hydrocarbon of the Petroleum
removed and concentration of Total Hydrocarbons of the final Petroleum). A simultaneous
optimization was performed to obtain a compromise solution, which maximized the mass
removed and ensured that the final concentration of the contaminant complied with the
final disposal standard. The compromise solution was obtained for 39 278 mg/kg of
concentration of Total Hydrocarbons of the initial Petroleum, 6,45 % texturizer and 25,95
% moisture. Taking into account the results of the design, ecotoxicological and
management criteria of each experimental unit, for the scaling of the ecotechnology it was
proposed that the values of the operation variables be 39 278 mg/kg of concentration of

Total Hydrocarbons of the initial Petroleum, 8 % texturizer and 25 % moisture.

Keywords: hydrocarbon, bioremediation, biopile, operating variables, design Box-

Behnken, simultaneous optimization.
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Introduccion.

La Asamblea de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente establecidé que es una prioridad
la reduccioén de la contaminacion del agua, la tierra y el aire; asi como la gestion segura de
desechos y de quimicos (UN, 2017). La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible reconoce

metas que requieren de la reduccion de la contaminacion (CEPAL, 2016).

En Cuba existe aun un grado significativo de contaminacion ambiental, con un sensible
impacto en el estado de los diferentes componentes del medio ambiente y la calidad de vida
de las personas. En este contexto es un objetivo estratégico disminuir la contaminacion

como via para mejorar la calidad ambiental del aire, los suelos y el agua (CITMA, 2015).

La Conceptualizacion del Modelo Econémico y Social Cubano de Desarrollo y las Bases
del Plan Nacional de Desarrollo Econdémi co y Social de Cuba hasta 2030 (PCC, 2017) han
establecido a los recursos naturales y medio ambiente como un eje estratégico. Se prevé,
entre otros, el objetivo de prevenir y controlar la contaminacion ambiental y desarrollar una
gestion integral de las fuentes de contaminacid n, orientada a la mejora paulatina de la
calidad ambiental. Del mismo modo, en los Lineamientos de la Politica Econdmica y Social

del Partido y la Revolucion (PCC, 2017) se plantean metas en esta prioridad.

La Politica Ambiental Cubana (CITMA, 2015) establece instrumentos de regulacion
directa, que consisten en leyes, decretos leyes, decretos y resoluciones que prescriben
objetivos de calidad ambiental, asi como de manejo y conservacion de los recursos
naturales. Asimismo, existen un conjunto de normas técnicas relativas a requisitos de
vertimientos, la contaminacién ambiental, y al manejo de hidrocarburos y desechos
oleosos; y estan vigentes Normas Cubanas que establecen requerimientos con relacion al

almacenamiento de hidrocarburos, y la proteccion del medio ambiente.

La Directiva 1 del Presidente del Consejo de Defensa Nacional de Cuba para la reduccion
de desastres (CDN, 2018) reconoce a los derrames de hidrocarburos como uno de los
principales peligros de origen tecnoldgico en el pais. Se establece implementar las acciones
para la prevencion de desastres, incluidas acciones de respuesta y recuperacion, a todos los

niveles de los organismos y 6rganos estatales.

La contaminacién con hidrocarburos puede provocar una amplia variedad de impactos en el

medio ambiente y en la salud (Bosco, Casale, Mazzarino, et al., 2019; Cocarta, Stoian, & 1



Karademir, 2017).

En este contexto, el manejo de residuos petrolizados constituye una problematica de
alcance nacional (CITMA, 2015). Se ha identificado la generacion de residuos petrolizados
procedentes de los sistemas de tratamiento de residuales de refinerias, termoeléctricas,
grupos electrégenos, talleres mecanicos y plantas de fregado, entr e otros, sin sistemas de

tratamiento adecuados (Jiménez, 2018).

En la remediacion de residuos y suelos cont aminados con hidrocarburos son utilizados
procesos quimicos, fisicos y bioldgicos (Riser-Robert, 2019; Volke & Velasco, 2002). El
uso de métodos de biorremediacion es relativamente reciente y presentan ventajas respecto
a los demas procesos (De Oliveira et al., 2018; Kumar, Bisht, Joshi, & Dhewa, 2011;
Thapa, Kumar, & Ghimire, 2012; Tyagi, Da Fonseca, & De Carvalho, 2011; Varjani, 2017;
Yuniati, 2018).

El concepto de biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistema que utilizan
organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, entre otros), para remover, biodegradar o
biotransformar compuestos organicos toxicos en productos metabolicos menos toxicos o
inocuos. Estos procesos bioldgicos involucran en zimas como catalizadores que modifican
moléculas organicas produciendo cambios en su estructura y en sus propiedades toxicologicas.
Se altera la estructura molecular y el grado de alteracion determina si se ha producido
biotransformacion o mineralizacion. El término biotransformacion se refiere a la
transformacion de un compuesto organico en otro similar, mientras que en la mineralizacion se
produce la descomposicion total de las moléculas organicas en dioxido de carbono, agua y
residuos inorganicos inertes (Ercoli, 2008; Eweis, Ergas, Chang, & Schroeder, 1998; Van
Deuren, Wang, & Ledbetter, 1997; Velasco & Volke, 2003).

Los métodos de la biorremediacion se clasifican en: bioestimulacion y bioaumentacion. La
bioestimulacion consiste en la adicion de fuentes de nutrientes como nitrogeno (N), fosforo
(P) y potasio (K), para potenciar la actividad microbiana existente. La bioaumentacion es
aplicada cuando no existe la cantidad de bacterias endogenas necesarias para aplicar el
proceso degradativo y consiste en la inoculacion de cepas de bacterias, hongos y

microorganismos al proceso, aisladas del medio afectado (ONN, 2017).
Es una prioridad nacional la investigacion, desarrollo e innovacion en tecnologias dirigidas a

2



la biorremediacion de hidrocarburos. La Agencia de Medio Ambiente (AMA) del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA) gestiona el Programa de
Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon de Interés Nacional "Uso sostenible de los componentes

de la Diversidad Biologica en Cuba" que concibe este alcance (AMA, 2016).

En el marco de este programa el Centro de Estudios Ambientales de Cienfuegos (CEAC), de
conjunto con el Instituto de Ciencias del Mar (ICIMAR) y el Instituto Investigaciones de
Suelos (IIS) ejecutan el proyecto nacional "Evaluacion a escala piloto de la ecotecnologia de

biopilas para la biorremediacion de residuos petrolizados util izando texturizantes locales".

Jiménez (2018) en un estudio previo de la planificacion del proceso de investigacion -
desarrollo de una ecotecnologia para la biorremediacion de residuos petrolizados, seleccion6 la
ecotecnologia de biopilas como la més pertinente. Demostrd que la ecotecnologia de biopilas es
una tecnologia alternativa, novedosa, eficaz, generalizable, menos costosa que otras alternativas

con efectividad demostrada, utilizadas con anterioridad en Cuba.

La ecotecnologia de biopilas es una tecnologia ex situ, que es pertinente para la
biorremediacion de residuos petrolizados y suelos contaminados con hidrocarburos (EPA,
2017; Ercoli, 2008; Volke & Velasco, 2002). Es una forma de composteo en el cual se
forman monticulos o pilas de suelo, residuos petrolizados y texturizantes, acondicionantes
y/o mejoradores. Estos materiales son residuos orgéanicos, de origen agricola o industrial,
que aportan nutrientes y flora microbiana, mejoran la porosidad y la aireacion, y mantienen
los niveles de humedad. La bioestimulacion de la actividad microbiana mediante la adicion
de nutrientes, la aireacion y la humedad, favorece la biodegradacion y mineralizacion de los

hidrocarburos (Prakash et al., 2015; Snelgrove, 2010; Velasco & Volke, 2003).

Gonzélez (2019) realizé la evaluacion de la eficacia de la ecotecnologia de biopilas para la
biorremediacion de residuos petrolizados procedentes de los separadores de la planta de
tratamiento de residuales de la Refineria de Petréleo de Cienfuegos a escala de banco utilizando
seis tipos de texturizantes: bagazo, cachaza, serrin, pulpa de café, estiércol vacuno, y residuos
de Thalassia testudinum. Concluyo que el estiércol vacuno y el bagazo de cafia resultaron ser
los candidatos mas idoneos, entre los seis texturizantes evaluados. El primero debido a su
mayor porciento de remocion de hidrocarburos y el segundo por su capacidad de retencion de

humedad y comportamiento microbioldgico. Propuso utilizar un texturizante



combinado con un 75 % de estiércol vacuno y un 25 % para el bagazo de caiia, sustentado

en el principio de Pareto y en experimentos previos sobre el manejo de las biopilas.

Las investigaciones anteriores han demostrado que la ecotecnologia de biopilas es una
alternativa de tratamiento de residuos petrolizados eficaz, pero se desconoce la influencia
de las variables de operacion, sobre la eficacia de la biorremediacion, lo que constituye la

situacion problematica de la investigacion.

De lo anterior se deriva la siguiente pregunta de investigacion: ;Como influyen las
variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas, sobre la biorremediacion de

residuos petrolizados, a escala de banco?

Por tanto, el objeto de estudio al cual contribuye esta investigacion es la biorrem ediacion

de residuos petrolizados y su campo de accion es la ecotecnologia de biopilas.

De lo anterior se genero la hipotesis de la investigacion :

“Si se conoce la influencia de las variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas, se

podra n adoptar en su escalado para mejorar la eficacia de la biorremediacion de residuos

petrolizados a escala piloto”

Objetivo general:

Evaluar la influencia de las variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas sobre la

biorremediacion de residuos petrolizados a escala de banco.
Objetivos especificos:

1. Analizar los fundamentos teoricos, avances y tendencias de la investigacion y desarrollo

de la ecotecnologia de biopila.

2. Disenar el procedimiento metodoldgico para la evaluacion de la influencia de las
variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas sobre la biorremediacion de

residuos petrolizados a escala de banco.

3. Evaluar la biorremediacion de residuos petrolizados mediante la ecotecnologia de

biopilas a escala de banco en funcion de las variables de operacion estudiadas.

4. Seleccionar el valor de las variables de operacion para el escalado de la ecotecnologia a

escala piloto.



El Trabajo de Diploma se estructura en forma de tres capitulos de la siguiente manera:

Capitulo I: En este capitulo se desarrolld el Marco Teorico Referencial, donde se analizaron los
fundamentos tedricos que sustentan la ecotecnologia de biopilas, que comprende: el manejo de
residuos petrolizados y suelos contaminados con hidrocarburos, los fundamentos bioquimicos y
cinéticos de la degradacion de dichos compuestos y los diferentes microorganismos que la
propician. Asimismo, se discutio sobre las pri ncipales tecnologias de biorremediacion haciendo
especial énfasis en la ecotecnologia de biopilas, en particular sobre los parametros fisicos,
quimicos y bioldgicos, y la ingenieria y criterios de disefio de esta ecotecnologia. También se
profundizo en el disefio de experimento, técnica estadistica mediante la cual se puede mejorar la

eficacia de la ecotecnologia en cuestion.

Capitulo II: En este capitulo se desarroll6 el segundo objetivo especifico de la investigacion.
Se construyd un procedimiento metodologico para la evaluacion de la influencia de las
variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas sobre la biorremediacion de residuos
petrolizados a escala de banco, a partir de los fundamentos tedricos que sustentan la
ecotecnologia. Incluye un diagrama heuristico con sus protocolos, en los que se destacan el
disefio experimental e ingeniero; y las evaluaciones, de la degradacion de hidrocarburo,

ecotoxicologicas y del manejo de las unidades experimentales (biopilas).

Capitulo III: En el capitulo se desarroll¢ el tercer y cuarto objetivo especifico de la
investigacion. Se implemento el procedimiento metodologico disefiado para la evaluacion
de la influencia de las variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas sobre la
biorremediacion de residuos petrolizados a escala de banco. Se expusieron los resultados y
discusion de la evaluacion de la biorremediacion de residuos petrolizados median te la
ecotecnologia de biopilas y de la seleccion de los valores de las variables de operacion para

ser utilizadas en escalado de la ecotecnologia.

Finalmente se muestran las Conclusiones Generales y las Recomendaciones de la

investigacion .

En la seccion de Anexos se provee informacion de interés relacionada con los temas

abordados en los capitulos precedentes y que apoyan el entendimiento de la investigacion.
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Capitulo 1: Marco Tedrico Referencial.

En este capitulo se elabord el Marco Tedrico Referencial , dando cumplimiento al primer
objetivo especifico de la investigacion. Se analizaron los fundamentos tedricos avances y
tendencias de la investigacion y desarrollo de la ecotecnologia de biopila, que comprende
aspectos relacionados con la problematica del manejo de residuos petrolizados, los efectos
de la contaminacién con hidrocarburo sobre el medio ambiente y la salud humana, y las
opciones de manejo. Se profundizé sobre la biorremediacion de hidrocarburos, los factores
que la condicionan, los fundamentos bioquimicos y los microorganismos que la propician.
Asimismo, se discutid sobre las principales tecnologias de biorremediacion, en particular la
ecotecnologia de biopilas y los criterios ingenieriles de disefio . Por ultimo, se enfatizo
sobre la utilizacion del disefio de experimentos en la investigacion cientifica , las etapas de
la planeacion, analisis e interpretacion de un experimento; y también sobre la aplicacion de
la Metodologia de Superficie y Respuesta para la optimizaciéon de procesos y los

principales tipos de disefio. En la figura 1 se muestra el hilo conductor utilizado.

Factores que condicionan la

degradacion de hidrocarburos

Manejo de residuos . L Fundamentos bioquimicos de la
. Biorremediacion L .
petrolizados degradacion de hidrocarburos

Microorganismos en la

biorremediacion

v
Tecnologias de

Disefio ingeniero de las

h 4

biorremediacion de P Ecotecnologia de Biopilas
Biopilas

residuos

h 4

Disefio de experimentos y Metodologia de

Conclusiones parciales

Superficie y Respuesta (MSR)

Figura 1: Hilo conductor del Marco Teorico Referencial. Fuente: Elaboracion propia.



1.1 Manejo de residuos petrolizados.
1.1.1 Problematica del manejo de residuos petrolizados.

Los hidrocarburos son compuestos organicos formados por a&tomos de carbono e hidrogeno.
La estructura molecular consiste en una cadena de 4tomos de carbono que pueden ser
ramificados o lineales, y abiertas o cerradas. Los hidrocarburos se pueden clasificar en dos
tipos, alifaticos y aromaticos. Los alifaticos, a su vez, se pueden clasificar en saturados
(alcanos) o no saturados (alquenos y alquinos), segun los tipos de enlace que unen entre si

los atomos de carbono (Moliterni, 2016).

El petroleo es un combustible natural compuesto de varios tipos de hidrocarburos, es decir
de moléculas que contienen bdsicamente, carbono e hidrogeno. Estas moléculas pueden
estar formadas de cadenas de atomos de carbono largas o cortas y que pueden adoptar
diferentes estructuras. Los hidrocarburos del petréleo pueden dividirse en cuatro categorias
de compuestos, alifaticos, aromaticos, resinas y asfaltenos (Varjani, 2017). Sus estructuras

quimicas se pueden observar en el anexo 1.

Las actividades de extraccion, refinacion y distribucion de hidrocarburos generan peligros
de derrames a nivel mundial (IPIECA, 2004). Segin ITOPF (2011a), el componente mas
costoso y que requiere mas tiempo de una respuesta a un derrame de hidrocarburos suele
ser el tratamiento o la eliminacion de los residuos recolectados, la cantidad de residuos
generados a veces pueden ser decenas de veces mayor que la cantidad de inicial del
derrame de hidrocarburo, esto depende de numerosos factores, como por ejemplo el tipo y
volumen de hidrocarburos derramados, de la medida en que estos se esparcen y afectan la
costa, el suelo, el mar, entre otros medios y, lo méas importante de los métodos empleados

para recolectar los hidrocarburos derramados.

En Cuba se reconoce a los derrames de hidrocarburos como uno de los principales peligros
de origen tecnoldgico en el pais (CDN, 2018). Sin embargo, los derrames accidentales no
son la unica fuente de peligro de contaminacion con hidrocarburos en el pais. También los
son la generacion de residuos petrolizados procedentes de los sistemas de tratamiento de
residuales de refinerias, termoeléctricas, grupos electrogenos, talleres mecéanicos y plantas

de fregado, entre otros, sin sistemas de tratamiento adecuados (Jiménez, 2018).



Investigaciones y servicios ambientales realizadas por Bermudez, Castro, Gutiérrez y Poma
(2014) Gutiérrez, Castro, Poma, Rabassa y Viera (2016); Gutiérrez, Castro, Rabassa, Viera
y Casals (2017, 2018); Castro, Leyva, Santana, Gonzéalez y Rodriguez (2013) y Rabassa
(2018) dan fe de ello. En el anexo 2 se muestra la ubicaciéon de entidades en la region
central del pais que se han identificado con antecedentes de contaminaciéon con

hidrocarburos debido al manejo inadecuado de residuos petrolizados.

En este contexto, el manejo de residuos petrolizados constituye una problematica de
alcance nacional (CITMA, 2015); ya que puede provocar una amplia variedad de impactos

en el medio ambiente y en la salud (Cocarta et al., 2017).
1.1.2 Efectos de la contaminacion del medio ambiente con hidrocarburos.

De acuerdo a Ccolque y Vargas (2017) cualquier tipo de hidrocarburos, ya sea, crudo o
refinado, dana los ecosistemas produciendo la muerte de los organismos por asfixia, el aumento
de infecciones en las especies, especialmente aves, por absorcion de ciertas cantidades sub-
letales de petroleo. También produce efectos negativos sobre la reproduccion y propagacion de
la fauna y flora marina, asi como la destruccion de las fuentes alimenticias de las especies

superiores y la incorporacion de carcindgenos en la cadena alimentaria.

Los hidrocarburos pueden afectar al medio ambiente a través de uno o mas de los

siguientes mecanismos (ITOPF, 2011b):

- Asfixia con efectos en las funciones fisiologicas.

- Toxicidad quimica que genere efectos letales y subletales o provoque el deterioro de
funciones celulares.

- Cambios ecologicos, principalmente la pérdida de organismos clave de una comunidad
y la conquista de habitats por parte de especies oportunistas.

- Efectos indirectos como por ejemplo la pérdida del héabitat o refugio y la eliminacion

resultante de especies con importancia ecologica.

El medio marino abarca una amplia variedad de ecosistemas extremadamente complejos, y
la existencia de considerables fluctuaciones tanto en abundancia como en diversidad son
una caracteristica de su funcionamiento normal (ITOPF, 2011b; Nuiez, Lorenzo, Ortiz, &

Oramas, 2010).



El medio marino tiene una gran capacidad de recuperacion natural frente a perturbaciones
intensas provocadas por fenomenos naturales, asi como por derrames de hidrocarburos. Los
mecanismos clave del dafio medioambiental derivado de derrames de hidrocarburos son la
asfixia y la toxicidad, aunque la intensidad del dafio depende en gran medida del tipo de
derrame y de la rapidez de disipacion en relacion con la ubicacion de los recursos sensibles
a la contaminacion. Los organismos mas vulnerables son aquellos presentes en la superficie

del mar o en la costa, las marismas salinas y los manglares costeros son habitats costeros

mas sensibles (ITOPF, 2011b).

La presencia de hidrocarburos en el suelo modifica sus caracteristicas. Cuando estos
ingresan al suelo por la filtracién o derrame de un tanque de almacenamiento de petroleo o
de un oleoducto, ocurren diferentes procesos que influyen en el destino de estos

compuestos en el suelo.

Los hidrocarburos pueden propagarse lateralmente en la superficie del suelo o pueden
penetrar verticalmente por efecto de la fuerza de gravedad y la capilaridad. En el primer
caso se favorece la volatilizacion de los componentes de bajo peso molecular, pero se
incrementa el area contaminada y la foto oxidacion de los hidrocarburos a compuestos
polares mas toxicos. En el segundo caso, a mayor profundidad (lixiviacion) se reduce la
disponibilidad de oxigeno para la biodegradacion y se incrementa el riesgo de contaminar
la napa fredtica. La gran mayoria de hidrocarburos tiene un desplazamiento vertical en los
suelos, a excepcion de aquellos donde las condiciones climdticas favorecen su saturacion

con agua o su congelamiento (Buendia, 2012).

En el suelo los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera, iniciando
una serie de procesos fisico-quimicos simultdneos como evaporacidon y penetracion, que
dependiendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad
vertida puede ser mas o menos lento, ocasionando una mayor toxicidad, ademas de tener
una moderada, alta o extrema salinidad, dificultando su tratamiento (Bosco, Casale,

Mazzarino, et al., 2019).

Segun Ccolque y Vargas (2017) las propiedades fisicas y quimicas del suelo que son mas
afectadas por los derrames de hidrocarburos son: la estructura del suelo por la ruptura de los

agregados, el incremento de la retencion de agua en la capa superficial, el potencial hidrico,



la disminucion del pH por la acumulacién del carbono orgédnico y generacion de acidos
organicos, el incremento del manganeso y hierro intercambiable y el incremento del fosforo

disponible.
1.1.3 Efectos de la contaminacion por hidrocarburos en el ser humano.

Las vias de ingreso de los hidrocarburos al cuerpo de las personas pueden ser por via
respiratoria cuando se los inhala y cuando se los ingiere con los alimentos (cadena trofica),
a través del agua y por contacto directo. Cuando ingresan por via dérmica los contaminantes

son absorbidos mas lentamente que cuando son inhalados o ingeridos (Ponce, 2014).

Luego de ingresar estos son ampliamente distribuidos por la sangre y se transforman
rapidamente en compuestos quimicos pudiendo resultar mas dafiinos, asi como menos
peligrosos, esto en funcion de factores como el tipo, composicion y la cantidad expuesta de
hidrocarburos; la mayoria de los hidrocarburos abandonan el cuerpo a través de la orina o
con el aire exhalado. Los constituyentes de los hidrocarburos, de bajo peso molecular
(benceno, tolueno, xileno) afectan el sistema nervioso central, causan irritacion de la piel,
dolores de cabeza, nauseas, hormigueos en manos y pies, cuando la exposicion es alta

pueden provocar la muerte (Ponce, 2014).

Los principales peligros provenientes de elevadas concentraciones de hidrocarburos en general,
estan relacionados a los hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) principalmente por sus
efectos cancerigenos. Se ha demostrado que el benceno es responsable de causar cancer
(leucemia) en los seres humanos, ademas la gasolina y benzopirenos son

considerados como cancerigenos para humanos. El n-hexano afecta el sistema nervioso
central de una forma diferente, causando un desorden nervioso llamado “neuropatia
periférica” caracterizada por el entumecimiento de las extremidades y en casos graves,
paralisis. Cuando se ingiere gasolina y kerosene, se produce irritacion en la garganta y
estomago, depresion del sistema nervioso central, dificultad para respirar y neumonia (Inca

& Ortiz, 2018).

El pulmon es el 6rgano mas vulnerable en la intoxicacion por hidrocarburos. Y ésta aparece
fundamentalmente por aspiracion. Se produce una lesion directa de los capilares y el tejido
pulmonar. El contacto con hidrocarburos produce irritacion de la piel y picores, y la piel en

este estado facilita la absorcion de los componentes del crudo. Se ha asociado un aumento
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del riesgo de cancer de piel con la presencia de hidrocarburos poliaromaticos. También se
produce la irritacion de los o0jos por contacto con gotas de crudo y algunos componentes

pueden ser absorbidos a través de la cornea (Alonso, 2012).
1.1.4 Opciones de manejo de residuos petrolizados.

El manejo de residuos petrolizados debe considerarse como de alta prioridad. Es esencial
que los planes de contingencia incluyan la provision adecuada para el manejo de los
residuos. Esto garantizara la seleccion de una adecuada opcion de manejo disponible y

minimizara los costos.

Un modelo util a la hora de tratar la corriente de resi duos que se origina a partir de cualquier
fuente es la “jerarquia de los residuos” (figura 2), que proporciona una herramienta para

estructurar una estrategia de manejo de los residuos (IPIECA, 2004; ITOPF, 2011a).

Lpeidn s /\
desesable /

b Dieben desarmilarse métadns oficaces para s limpicza de los derrames

A\ de hidracarhures para garantizar qoe se utiliza w/o contaming durinte
Y Reduceion ‘\ el praeeso el material minime.

I/ N
// i
/ \\ Es la reutilizacion de un articulo para su propasito original,
/f A \es decir, debe limpiarse y reutilizarse el equipo de limpieza
/ Reurilizacion \ 5 ¢ ;
/ \,  en lugar de utilizar articulos desechables. Un ejemplo

podria ser ko limpieza del equipo de proteceidn personal
(EPP), de forma que pueda voiver a udlizamse.

s Corresponde a la procuccion de un producto comercializable a pardr
Rctupcrgcnon de residuos, por sjeplo, Hevar el Indrocarburo residual 2w velinera
m'rl“’ri par su tonversion en otres productos utihizbles. Esto se verd alectado
s 2 direttanente por L calickid del producto recuperado, es decir, el waterial

recuperacian 3 e (R R indlo B iclai
Y TR - contaminado es menos prohahle que s=a apropiado paraso reoclaje

El desechado es la opcién final menos deseable. Si no se puede levar
a cabo ninguno de los mérodos arrba mencionados por cualquier
oy, los residucs deben disponerse de numers efectuva imediante
diferrntes merdios, Tiste prede ser el casa de los vesicnas mary mere bidas
de los hidrocarburos, de los plasticos, de los desechos organicos, del
agun, de los sedimentos, erc. que no se puedan separar.

Descchado

OCICN MENOS
deseable

Figura 2. Modelo de “jerarquia de los residuos”. Fuente: (IPIECA, 2004).
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Hay varias opciones posibles para el tratamiento, reciclaje y disposicion final de los
residuos de hidrocarburos. Cada uno de los tipos de residuos requerira un método de
tratamiento diferente. Este estara determinado por varios factores que incluyen el costo, los
recursos locales disponibles, la legislacion y consideraciones ambientales (IPIECA, 2004;

ITOPF, 2011a).

En la remediacion de residuos y suelos contaminados con hidrocarburos son utilizados
procesos quimicos, fisicos y bioldgicos (Riser-Robert, 2019; Volke & Velasco, 2002). El
uso de métodos de biorremediacion es relativamente reciente y presentan ventajas respecto
a los demas procesos (De Oliveira et al., 2018; Kumar et al., 2011; Thapa et al., 2012;
Tyagi et al., 2011; Varjani, 2017; Yuniati, 2018).

Fabelo (2017) propuso una metodologia para la recuperacion de los suelos contaminados,
incluidos con hidrocarburos. Comprende etapas de diagnostico, caracterizacion, seleccion
de la tecnologia y su validacion técnico econdmico a nivel de labor atorio y planta piloto.
Asimismo, posteriormente se realiza el escalado y el disefio del proceso tecnoldgico (anexo

3).
1.2 Biorremediacion.

El concepto de biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistema que
utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, entre otros), para remover,
biodegradar o biotransformar compuestos orgdnicos toxicos en productos metabolicos
menos toxicos o inocuos. Estos procesos bioldgicos involucran enzimas como catalizadores
que modifican moléculas organicas produciendo cambios en su estructura y en sus
propiedades toxicoldgicas. Se altera la estructura molecular y el grado de alteracion determ
ina si se ha producido biotransformacién o mineralizacion. El término biotransformacion a
la transformacion de un compuesto organico en otro similar, mientras que en la
mineralizacion se produce la descomposicion total de las moléculas orgénicas en didxido de
carbono, agua y residuos inorganicos inertes (Ercoli, 2008; Eweis et al., 1998; Van Deuren
et al., 1997; Velasco & Volke, 2003).

La biorremediacion es un método de tratamiento apropiado para la degradacion de
hidrocarburos (Bosco, Casale, Mazzarino, et al., 2019; De Oliveira et al., 2018; Pérez,

Vigueras, Zamudio, Rivera, & Calva, 2017).
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La biorremediacion puede ocurrir por atenuacion natural o aplicando métodos de

bioestimulacion y bioaumentacion (Velasco & Volke, 2003).

Atenuacion natural: consiste en la biotransformacion natural , es decir utiliza los procesos

fisico-quimicos que se dan entre el suelo y el contaminante de forma natural. Estos
procesos reducen la concentracion de los contaminantes por medio de la dispersion,
volatiza cién, dilucion, biodegradacion y todas las reacciones que ayuden a la degradacion

del contaminante (Ponce, 2014).

Bioestimulacién: implica la circulacion de soluciones acuosas (que contengan nutrientes y/u
oxigeno) a través del suelo o residuos contaminado, para estimular la actividad de los
microorganismos autdctonos, y mejorar asi la biodegradacion de contaminantes organicos o
bien, la inmovilizacion de contaminantes inorganicos in situ. Esta tecnologia no es
recomendable para suelos arcillosos, altamente estratificados o demasiado heterogéneos, ya
que pueden provocar limitaciones en la transferencia de oxigeno (Abduelbaset, Essabre,

Aydinlik, Williams, & Williams, 2019; Bosco, Casale, Chiampo, & Godio, 2019).

Bioaumentacion : esta tecnologia se utiliza cuando se requiere el tratamiento inmediato de

un sitio contaminado, o cuando la microflora autdctona es insuficiente en nimero o
capacidad degradadora. Consiste en la adicion de microorganismos vivos, que tengan la
capacidad para degradar el contaminante en cuestion, para promover su biodegradacion o su
biotransformacion. El tamafio del indculo a utilizar, depende del tamafio de la zona
contaminada, de la dispersion de los contaminantes y de la velocidad de crecimient o de los
microorganismos degradadores. Antes de llevar a cabo la bioaumentacion en un sitio, deben
realizarse cultivos de enriquecimiento, aislar microorganismos capaces de utilizar el
contaminante como fuente de carbono, y cultivarlos hasta obtener grandes cantidades de

biomasa (Abduelbaset et al., 2019; Bosco & Mollea, 2019).

En resumen, la bioestimulacion consiste en la adicion de fuentes de nutrientes (N, P , K),
para potenciar la actividad microbiana existente; y la bioaumentacion es aplicada cuando no
existe la cantidad de bacterias endogenas necesarias para aplicar el proceso degradativo y
consiste en la inoculacién de cepas de bacterias, hongos y microorganismos al proceso,

aisladas del medio afectado (ONN, 2017).
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En el anexo 4 se muestran algunas consideraciones a tener en cuentas para la

biorremediacion.
1.2.1 Factores que condicionan la degradacion de hidrocarburos.

Segin Moliterni (2016) la biorremediacion estd condicionada por factores

medioambientales, microbiologicos, fisicos y quimicos.

Factores medioambientales: los factores medioambientales proporcionan las condiciones

Optimas para el crecimiento de los microorganismos. Estos son muy sensibles a los cambios

de temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, oxigeno y humedad.

- pH: el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos es maximo dentro de un
intervalo de pH situado entre 6 y 8. En general, el pH Optimo para las bacterias
heterotrofas es neutro, mientras que es mas acido para los hongos (pH 4 - 5). La
acidificacion o la reduccion del pH en el suelo se puede realizar adicionando azufre o

compuestos del azufre (Prakash et al., 2015).

- Temperatura: es uno de los factores ambientales mas importantes para la actividad
metabolica de los microorganismos y la tasa de biodegradacion. Gen eralmente, las
especies bacterianas crecen a intervalos de temperatura bastante reducidos, entre 20 y
30 °C, decreciendo la biodegradacion por desnaturalizacion de las enzimas a
temperaturas superiores a 40 °C e inhibiéndose a inferiores a 0 °C (Barrios, 2011;
Martinez, Lam, Cormack, & Balboa, 2017)

- Humedad: los microorganismos requieren unas condiciones minimas de humedad para
su crecimiento. El agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como medio de
transporte a través del cual los compuestos organicos y nutrientes son movilizados hasta
el interior de las células. Un exceso de humedad inhibira el crecimiento bacteriano al
reducir la concentracion de oxigeno en el suelo. La humedad del suelo puede limitar de
forma severa la biodegradacion. No obstante, el nivel optimo de humedad depende de
las propiedades de cada suelo, el tipo de contaminacion y si la biodegradacion es
aerdbica o anaerdbica (Laura, 2012).

- El oxigeno: es el aceptor final de electrones empleado en procesos bioldgicos aerdbicos.
Los microorganismos, oxidan compuestos organicos o inorganicos, obteniendo asi la

energia necesaria para su crecimiento. El proceso de oxidacion da lugar a electrones que
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intervienen una cadena de reacciones en el interior de la célula y, al final, deben ser
vertidos en el entorno. El aceptor final de electrones es el receptor de los mismos y, en el
caso de un metabolismo aerobio, O2 es el aceptor y H20 es el producto (Harayama, Kasia,
& Hara, 2004).

- Nutrientes inorganicos: son fundamentales para la reproduccion microbiana. Los
nutrientes principalmente requeridos son el P y el N. Por lo general suele haber en el
suelo una concentracion de nutrientes suficiente, sin embargo, si estos no se
encontrasen en el rango normal se deben adicionar al medio mediante enmiendas. El
rango normal de C:N:P depende del sistema de tratamiento a emplear, siendo de modo

habitual 100:10:1 (EPA, 2017; Yuniati, 2018).

- Factor microbioldgico : el factor microbioldgico mas importante en la biorremediacion

es la transformacion biologica de compuestos organicos, catalizada por accion de las
enzimas. Estas son especificas en términos de los compuestos que atacan y las

reacciones que catalizan. Més de una enzima es normalmente requerida para romper
una sustancia organica. Frecuentemente, los organismos que tienen las enzimas para

degradar estan presentes en el suelo (Ortiz et al., 2005).

Factores fisicos: segiin Torres y Zuluaga (2009) los factores fisicos de mayor importancia en

la biorremediacién son la biodisponibilidad y la presencia de agua.

- Biodisponibilidad: la tasa de degradacion depende tanto de la capacidad de trans porte y
del metabolismo microbiano, como de la transferencia de masa del compuesto. La
relacion entre estos factores se conoce como biodisponibilidad. La adsorcion,
absorcion, desadsorcion, disolucion y la difusion son fendmenos, propios de la
transferencia de masas, que condicionan la biodisponibilidad de los contaminantes. Un
fendémeno que afecta de forma negativa a la biodisponibilidad de los contaminantes es

el envejecimiento de los microorganismos (Torres & Zuluaga, 2009).

- Presencia de agua: los microorganismos toman el carbono organico, los nutrientes
inorganicos y los aceptores de electrones, necesarios para el crecimiento microbiano, de
la fase liquida. Por lo tanto, el agua debe estar presente en cantidades que permitan el

desarrollo de las comunidades microbianas. Sin embargo, esta puede llegar a inhibir el
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flujo de aire y reducir el suministro de oxigeno necesario para la respiracion microbiana

(Torres & Zuluaga, 2009).

Factores quimicos: el factor quimico mas importante en la biorremediacion es la estructura

molecular del contaminante. Su capacidad para ser biodegradado estd relacionada con la
solubilidad, el grado de ramificacion, el grado de saturacion y la naturaleza y el efecto de

los sustituyentes (Laura, 2012).

- Estructura molecular: la inherente biodegradabilidad de un hidrocarburo depende, en gran
medida, de su estructura molecular, siendo los parametros que mas van a afectar la
halogenacion, la existencia de ramificaciones, la baja solubilidad en el agua y la diferente
carga atomica. De manera general cuanto mas insaturado sea una cadena carbonatada (mas
dobles y triples enlaces) mas dificil o lenta serd su degradacion. De igual manera los
alcanos de cadena larga son més resistentes a la biodegradacion a medida que la longitud de
su cadena aumenta. Cuando alcanzan un peso molecular superior a 500 dejan de servir

como fuente de carbono para el crecimiento microbiano (Silva, 2018).

En el anexo 5 se muestran otros factores especificos que condicionan la biodegradacion de

hidrocarburos.
1.2.2 Fundamentos bioquimicos de la degradacion de hidrocarburos.

El fundamento bioquimico de la biorremediacion se basa en que en la cadena respiratoria, o
transportadora de electrones de las células, se producen una serie de reacciones de
oxidacion -reduccion cuyo fin es la obtencion de en ergia (Izquierdo, 2014). Los aceptores
mas comunmente utilizados por los microorganismos son el o xigeno, los nitratos, el hierro
I, los sulfatos y el didéxido de carbono. Cuando el oxigeno es utilizado como aceptor de
electrones la respiracion mi crobiana se produce en condiciones aerobias, y los procesos de
biodegradacion seran de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los sulfatos o el dioxido de
carbono se produce en condiciones reductoras o anaerobias, y los procesos de
biodegradacion serdn de tipo anaerobio (Torres & Zuluaga, 2009). Las reacciones que se
producen en ambos procesos se pueden observar en el anexo 6.

La ruta metabdlica mas eficaz para la biorremediacion de hidrocarburos es la respiracion

aerobia, que se soporta en un rango amplio de reacciones de oxidacion -reduccion que se
producen en la cadena respiratoria, o transportadora de electrones de las células. La cadena
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la inicia un sustrato organico (compuestos hidrocarburados) que es externo a la célu la y
que actua como dador de electrones, de modo que la actividad metabdlica de la célula acaba
degradando y consumiendo dicha sustancia y el aceptor es el oxigeno, que es incorporado
en las moléculas por enzimas oxigenasas y luego transcurren reacciones enzimaticas
secuenciales hasta llegar al producto final. Actian todos los tipos de enzimas, pero
sobresalen las degradativas porque son las encargadas de reducir la concentracion de
contaminantes y le permiten a la célula utilizar compuestos organicos como sustrato
(alimento) (Figueras et al., 2005; Nufiez, 2003 ).

En el proceso de degradacion los microrganismos utilizan de los hidrocarburos el carbono
como unica fuente de energia y nutrientes, y transcurre mediante procesos de oxidacion
secuencial o progresiva, a través de mecanismos de a,  y ® oxidacion, desde los compuestos
mas susceptibles (saturados y aromaticos) hasta los més resistentes (resinas y asfaltenos),

hasta la mineralizacion formando CO2 y H20 (Figueras et al., 2005; Nufiez, 2003 ).

Entre las vias metabdlicas principales para degradar los hidrocarburos estan: la oxidacion
terminal, la oxidacion subterminal y la f—oxidacion (que deriva en parte de la oxidacion
terminal). El paso clave radica en oxidar la molécula para incrementar la solubilidad. La
mayoria de los microorganismos convierten el n-alcano al correspondiente alcohol terminal,
por medio de la monooxigenasa, la cual hidroliza el carbono del carbono terminal
mayoritariamente (ruta de la oxidacion terminal) med iante el atomo de una molécula de
oxigeno. Los pasos posteriores, en la oxidacidon terminal, convierten el n-alcohol en
aldehido (alcohol-deshidrogenasa) y finalmente se forma un &cido graso (aldehido-
deshidrogenasa). El acido graso entonces puede entrar en la ruta de la B-oxidacion. También
puede producirse una oxidacion terminal del 4cido graso produciéndose un diacido ( B-
oxidacion) que también entraria en la B-oxidacion, mediante una descarboxilacion previa
(Braibant, 2004). En el anexo 7 se representa la ruta de degradacion de los alcanos por

oxidacion terminal del grupo metil terminal, subterminal y biterminal.

Los hidrocarburos monoaromaticos son degradados inicialmente mediante una degradacion
enzimatica de los compuestos contaminantes lo cual es referido como una biodegradacion
primaria. En la biodegradacion aerobia y anaerobia de compuestos aromaticos se llevan a

cabo 4 fases (Ming et al., 2015):
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1. Entrada en la célula por difusion o por mecanismos especificos de transporte.

2. Activacion de anillo aromatico, mediante la incorporacion de dos atomos de oxigeno
molecular dentro del anillo por medio de las dioxigenasas formando un dihidrol.

3. Rotura del anillo, los dihidroles son oxidados hasta intermediarios como el catecol los
cuales son los encargados de la ruptura del anillo aromatico.

4. Aprovechamiento de los productos, el catecol es oxidado por via orto, esta via sigue una
serie de reacciones enzimaticas con el fin de producir acidos orgénicos de bajo peso
molecular y aldehidos que son incorporados por la célula al ciclo de los acidos

tricarboxilicos.

En el caso de los hidrocarburos aromaticos, la degradacion del benceno es similar a la de
los otros aromaticos. El benceno es digerido por las dioxigenasas que provocan la ruptura
del nucleo por hidroxilacion de manera que la molécula sea quimicamente mas accesible

(Braibant, 2004). En el anexo 8 se muestra este mecanismo.

Si la bacteria degradadora posee todas las enzimas necesarias, la utilizacion de
hidrocarburos como fuente de carbono puede conducir a su completa mineralizacion
(conversion de una parte de los elementos que los integran en productos inorganicos como
diéxido de carbono (COz2) y agua (H20)). En cambio, a menudo se produce un metabolito
intermediario que no es reconocido como sustrato por algunos de las enzimas de la via,
dando lugar a una degradacioén parcial. Cuando esta transformacion no produce carbono

para el crecimiento se habla de cometabolismo.

La degradacion parcial y el cometabolismo son producto de la baja especificidad de algunas
enzimas presentes en las rutas metabolicas de degradacion, y parecen jugar un papel

importante en la degradacion de contaminantes en el medio ambiente (Izquierdo, 2014).

En la literatura (Abioye, Aziz, & Agamuthu, 2010; Mohajeri, Aziz, Isa, & Zahed, 2010,
2013; Thapa et al., 2012) se reconoce que las tasas de degradacion de hidrocarburos en la
biorremediacion pueden ser descritas por los modelos cinéticos uti lizados y que la cinética

se ajusta en su mayoria a cinéticas de primer orden y segundo orden.

También Gonzalez (2019) obtuvo que la cinética de la degradacion de hidrocarburos (GyA
e HTP) utilizando la ecotecnologia de biopilas a escala semipiloto (escala de banco) tuvo

un mejor ajuste al modelo de segundo orden, fundamentado por la naturaleza compleja del
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residual petrolizado e incidiendo en gran medida en su biodegradabilidad. Su
biorremediacion transcurre a través de procesos de oxidacion secuencial o progresiva,

mediante mecanismos de a, B y ® oxidacion hasta llegar a la mineralizacion.
1.2.3 Microorganismos en la biorremediacion.

Existen varias clases de microorganismos: bacterias, actinomicetos, mohos, levaduras,

protozoos, algas y virus (Torres & Zuluaga, 2009).

Las bacterias desempenan el papel de mayor importancia en la biodegradacion, ademas de
ser el grupo de organismos mas abundante en los suelos. Dichos organismos son los
principales degradadores de compuestos organicos naturales y xenobioticos encontrados e n
el suelo. Las mas comunes son Pseudomonas, Arthrobacter, Achromobacter, Micrococcus,
Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium y Flavabacterium (Bosco &

Mollea, 2019).

Por su diversidad, las bacterias se encuentran regularmente en comunidades heterogéneas;
algunas especies son degradadores primarios, es decir, ellas inician la degradacion de la materia
organica en el suelo; otras crecen en compuestos resultantes de la degradacion parcial de

complejos organicos o productos residuales de degradadores primarios (Snelgrove, 2010).

Los aerobios estrictos son bacterias que requieren oxigeno como aceptor final de electrones
y crecen solamente en presencia del mismo. Las aerobias facultativas son bacterias que
pueden utilizar aceptores de electrones terminales alternativos y crecer en presencia o
ausencia de oxigeno. Algunas anaerobias son tolerantes al oxigeno, pero €ste es toxico a
muchas anaerobias estrictas. Las bacterias también se pueden clasificar como eutrofas, las
cuales crecen en presencia de altas concentraciones de sustratos, y oligotrofas, las cuales

crecen con concentraciones trazas (EPA, 2017).

Los actinomicetos son un grupo intermedio entre las bacterias procariotas mas primitivas y
los hongos eucariotas; éstos estan presentes en un gran numero de suelos. Toleran un
intervalo amplio de pH y temperatura, crecen bajo condiciones limitadas de nutrientes y son
resistentes a desecacion por lo que predominan cuando las condiciones del medio son

dificiles (Patricia, 2019).

19



Los microorganismos aislados en suelos poseen actividades de peroxidasas y oxigenasas,
que permiten la oxidacion de algunas fracciones del petréleo, haciéndolos susceptibles a

ataques secundarios y facilitando su conversion a CO2 y H20 (Torres & Zuluaga, 2009).

Uno de los géneros bacterianos mas explotados en bioprocesos no convencionales es el
Rhodococcus, un grupo tnico consistente en microorganismos que presentan una gran
diversidad metabolica, capaz de transformar, biodegradar y utilizar como Unica fuente de

carbono compuestos hidréfobos (Bosco, Casale, Mazzarino, et al., 2019).

El Rhododoccus posee una gran variedad de vias metabolicas para la degradacion de
compuestos aromaticos, incluyendo las actividades de dioxigenasa y monooxigenasa sobre
anillos, asi como la actividad de ruptura de catecol. Algunas cepas presentan también la via
del 3-oxoadipato. Lo anterior sumado a su capacidad de crecimiento en medios con escasos
nutrientes y su persistencia ambiental las hacen excelentes candidatas para los tratamientos

de biorremediacion (Torres & Zuluaga, 2009).

Los hongos también metabolizan compuestos organicos, pero no son tan eficientes como
las bacterias, estos son altamente protistas, no tienen movimiento y emplean materia

organica como fuente de carbono y energia.

En comparacion con las bacterias, los hongos son menos numerosos y crecen a velocidades
considerablemente bajas; ademas, los procesos metabdlicos de estos sones menos diversos.
Como grupo, los hongos tienden a ser mas tolerantes a los dcidos que las bacterias (muchas
especies crecen a un pH Optimo de 5) y son mds sensible s a la variacion en la humedad

(Ccolque & Vargas, 2017).

La poblacion de bacterias degradadoras en suelos no contaminados varia de 1x10 3a1x10*

UFC/g y en suelos contaminados de 1x10 6 a 1x10 8 UFC/g (Nustez, Paredes, & Cubillos,

2014). El anexo 9 muestra la lista de microorganismos descritos como degradadores de
diferentes compuestos de hidrocarburos del petroleo.

1.3 Tecnologias de biorremediacion de residuos contaminados con hidrocarburos.

Segun Volke y Velasco (2002) la seleccion de una tecnologia de remediacion depende de

los siguientes criterios:
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4.

Caracteristicas ambientales, geograficas, demograficas, hidroldgicas y ecologicas del
sitio.
Tipo de contaminante, concentracion y caracteristicas fisico - quimicas.

Propiedades fisicoquimicas del residuo petrolizado.

Costo de las posibles tecnologias a aplicar.

Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse con base en los siguientes principios:

(1) estrategia de remediacion; (2 ) lugar en que se realiza el proceso de remediacion, y (3 )

tipo de tratamiento (EPA, 2007; Van Deuren et al., 1997; Volke & Velasco, 2002).

Estrategia de remediacion: son tres estrategias basicas que pueden usarse separadas o
en conjunto, para remediar la mayoria de los sitios contaminados:

Destruccion o modificacion de los contaminantes: este tipo de tecnologias busca alterar
la estructura quimica del contaminante.

Extraccion o separacion: los contaminantes se extraen y/o separan del medio
contaminado, aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas (volatilizacion,
solubilidad, carga eléctrica).

Aislamiento o inmovilizacion del contaminante: los co ntaminantes son estabilizados,
solidificados o contenidos con el uso de métodos fisicos o quimicos.

Lugar de realizacion del proceso de remediacion : en general, se distinguen dos tipos de
tecnologia:

In situ: son las aplicaciones en las que el suelo o el residuo contaminado es tratado, o
bien, los contaminantes son removidos del suelo contaminado, sin necesidad de excavar
el sitio. Es decir, se realizan en el mismo sito en donde se encuentra la contaminacion.
Ex situ: la realizacion de este tipo de tecnologias, requiere de excavacion, dragado o
cualquier otro proceso para remover el suelo o el residuo contaminado antes de su
tratamiento que puede realizarse en el mismo sitio (on site) o fuera de €l (off site).

Tipo de tratamiento: esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de
remediacion y se divide en tres tipos de tratamiento:

Tratamientos biologicos (biorremediacion) : utilizan las actividades metabodlicas de
ciertos organismos (plantas, hongos, bacterias) para degradar (destruccion), transformar

o remover los contaminantes a productos metabolicos inocuos.
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- Tratamientos fisico — quimicos. este tipo de tratamientos, utiliza las propiedades fisicas
y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o
contener la contaminacion.

- Tratamientos térmicos: utilizan calor para incrementar la volatilizacién (separacion),

quemar, descomponer o fundir (inmovilizacion) los contaminantes en un suelo.

Ademas de las clasificaciones anteriores, las tecnologias de remediacion pueden clasificarse
con base en el tiempo que llevan en el mercado y al grado de desarrollo en el que se encuentran,

en tecnologias tradicionales (4) y en tecnologias innovadoras (5) (EPA, 2007).

4. Tecnologias tradicionales. Son tecnologias utilizadas cominmente a gran escala, cuya
efectividad ha sido probada. La informacion disponible acerca de costos y eficiencia es
de facil acceso. Entre las tres tecnologias tradicionales usadas con mayor frecuencia, se
encuentran: la incineracion, la solidificacion/estabilizacion, la extraccion de vapores y
la desorcion térmica.

5. Tecnologias innovadoras. Son tecnologias que pueden encontrarse en diferentes etapas
de desarrollo (investigacion, escala piloto o gran escala). Su limitado nimero de
aplicaciones genera la falta de datos acerca de sus costos y eficiencias. En general, una
tecnologia de tratamiento se considera novedosa si su aplicacidon a gran escala ha sido

limitada.

El uso de tecnologias de biorremediacion para el tratamiento de suelos y residuos
contaminados es relativamente reciente y presenta varias ventajas respecto a otras
tecnologias de remediacion. Algunas de estas ventajas son: bajos costos de instalacion y
operacion; es una tecnologia simple y de fécil aplicacion; es un tratamiento seguro con un
minimo de riesgos a la salud y es tecnologicamente efectivo (Kumar et al., 2011). La
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha publicado varias guias
con la finalidad de proporcionar informacion y ayudar a identificar y seleccionar

tecnologias de biorremediacion (EPA, 2005a, 2005b, 2012).

La biorremediacion puede emplear organismos propios del sitio contaminado (autoctonos)
o de otros sitios (exogenos), puede realizarse in situ o ex situ (las ventajas y desventajas de
ambas se pueden observar en el anexo 10), en condiciones aerobias (en presencia de

oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno) (Dzionek, Wojcieszynska, & Guzik, 2016).
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1.3.1 Tecnologias en situ.

Bioventeo, Bioaireacion o Bioventilacion: utiliza microorganismos enddgenos para

degradar contaminantes tanto del subsuelo como de las aguas subterraneas contaminadas,
mediante aireacion forzada, cuando la actividad bioldgica de la bacteria enddgena se
estimula por medio de la inyeccion de aire a través de pozos de ventilacion. Los pozos se
instalan en varios puntos del area contaminada y a través de ellos se inyectan nutrientes y
soluciones especificas preparadas en los laboratorios. Puede aplicarse la bioestimulacion o

la bioau mentacién (Ccolque & Vargas, 2017; ONN, 2017).

Biolabranza o Landfarming in situ: es una técnica de la biorremediacion en la que los

residuos son dispersados y mezclados a la capa fértil de la tierra, de una manera controlada,
para que la propia flora microbiana actie como agente de degradacion. El proceso es
realizado en grandes areas y la biodegradacion ocurre en la capa superior del suelo (desde
los primeros 30 cm a 50 cm de profundidad), donde la respiracion aerobia es garantizada
mediante la aireacion, la que puede efectuarse mecanicamente mediante el ruster de un
Buldoécer o el arado de un tractor. Al sistema se le adicionan nutrientes y agua e incluye la

coleccion de lixiviados (EPA, 2017; ONN, 2017; Simanca, 2017; Volke & Velasco, 2002).

Fitorremediacién: consiste en el uso de plantas para limpiar agua y suelo contaminados.

Como método correctivo es una técnica pasiva y se usa como complemento de otros
métodos de limpieza mecanicos en la etapa de acabado, eliminando los ultimos restos de
contaminantes presentes en el suelo que a veces quedan con las técnicas biologicas o

mecanicas de tratamiento (Ccolque & Vargas, 2017; ONN, 2017).

1.3.2 Tecnologias ex situ.

Biolabranza o Landfarming ex situ: Similar a la descrita en el acépite anterior, pero ex situ.

Puede aplicarse la bioestimulacion o la bioaumentacion (Ccolque & Vargas, 2017).

Composteo: es un proceso biologico controlado, en el que los suelos y residuos
contaminados se mezclan con agentes de volumen, sustancias organicas soélidas
biodegradables, adicionadas para mejorar el balance de nutrientes, asi como para asegurar
una mejor aireacion y la generacion del calor durante el proceso. Predomina el método de

bioestimulacion (Velasco & Volke, 2003).
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1.4 Ecotecnologia de Biopilas.

La ecotecnologia de biopilas es una tecnologia ex situ, que es pertinente para la
biorremediacion de residuos petrolizados y suelos contaminados con hidrocarburos (EPA,
2017; Ercoli, 2008; Volke & Velasco, 2002). Es una forma de composteo en el cual se
forman monticulos o pilas de suelo, residuos petrolizados y texturizantes, acondicionantes
y/o mejoradores. Esto materiales son residuos orgéanicos, de origen agricola o industrial,
que aportan nutrientes y flora microbiana, mejoran la porosidad y la aireacién, y mantienen
los niveles de humedad. La bioestimulacion de la actividad microbiana mediante la adicion
de nutrientes, la aireacion y la humedad, favorece la biodegr adacion y mineralizacion de

los hidrocarburos (Prakash et al., 2015; Snelgrove, 2010; Velasco & Volke, 2003).

El material contaminado se mezcla con agentes de volumen (paja, aserrin, estiércol,
desechos agricolas), que son sustancias organicas solidas biodegradables, adicionadas para
mejorar el balance de nutrientes, asi como para asegurar una mejor aireacion y la

generacion del calor durante el proceso (Eweis et al., 1998).

Silva (2018) demostrd que la aplicacion de texturizantes mejora la aireacion, la porosidad y
disminuyen los niveles de humedad y la combinacion de texturizantes y enmiendas con los

macronutrientes nitrogeno y fosforo, activan la flora microbiana autoctona en los suelos.

El bagazo de cafia, rastrojo de maiz, paja de avena, cascara de naranja y aserrin de madera,
han sido utilizados como enmiendas y texturizantes, incrementando la porosidad del medio
y por lo tanto la aerobiosis del sistema que funcionan como una buena fuente de carbono y

como aporte de microorganismos ligninoliticos (Ordaz et al., 2011).

La cachaza tiene la capacidad de mejorar las propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas
del suelo por lo que resultd ser una alternativa para ser utilizada en los procesos de remocion de
contaminantes en suelos contaminados con hidrocarburos del petroleo, con resultados
semejantes a los alcanzados con el bagazo de cafia de azucar. La cachaza presenta la ventaja de
aportar microorganismos al suelo con la capacidad de biotransformar los toxicos, e incrementa

de manera temporal la capacidad de intercambio catidnico y retiene la humedad.

Buendia (2012) recomienda el uso de estiércoles organicos, como vacaza y cerdaza mas
aserrines de especies maderables del tipo suave (bolaina y pino) como fuente de remediacion

para suelos contaminados con hidrocarburos, ademas porque representa una tecnologia de 24



bajo costo y de facil manejo, para mejorar la resilencia del suelo. Los microorganismos
existentes en la materia organica (estiércol y aserrines) restablece el equilibrio
microbiologico del suelo, mejorando sus condiciones fisico-quimicos € incrementando la

reduccion de la contaminacion del suelo.

Al sistema, que puede ser abierto o cerrado, se adicionan nutrientes y agua e incluye la
coleccion de lixiviados y la aireacion, la que puede efectuarse mecanicamente mediante el
volteo de la composta y/o por medio de un sistema de inyeccidon (compresor) o extraccion
(vacio) de aire, mediante tubos colocados en la base alineados paralelamente a lo largo de

la pila (Ccolque & Vargas, 2017; EPA, 2017; ONN, 2017).

Las biopilas son tratamientos de operacion sencilla y costo reducido, se dispone de un
tiempo adecuado, puede ser de meses a afios; la disminucion de la concentracion de los
contaminantes permite que las tierras puedan ser reutilizadas o gestionadas como residuo

inerte (Ccolque & Vargas, 2017).

La biorremediacién de hidrocarburos en la ecotecnologia de biopilas transcurre por un
proceso de respiracion aerdbica a partir de reacciones de oxidacion -reduccion que se
producen en la cadena respiratoria. Los microorganismos utilizan el carbono de los
hidrocarburos como tnica fuente de energia y nutrientes. En dependencia de la composicion
del hidrocarburo se producen procesos de oxidacion secuencial o progresiva, mediante
mecanismos de o, B y o oxidaciéon hasta la mineralizacion u oxidacion completa
produciendo CO2 y H20. Estos procesos oxidativos comienzan con las fracciones mas
susceptibles: saturadas y aromadticas, hasta los mas resistentes: resinas y asfaltenos

(Figueras et al., 2005; Nufiez, 2003; Riser-Robert, 2019).

Dos de los sistemas de biopilas mas empleados son las biopilas alargadas y las biopilas
estaticas, las cuales se observan en el anexo 11. La diferencia entre ambas tecnologias radica en

el método de aireacion que se emplea para proveer de oxigeno al proceso de composteo.
1.4.1 Factores que intervienen en la ecotecnologia de biopilas.

En la biorremediacion, mediante la ecotecnologia de biopilas, intervienen un nimero
considerable de factores o variables, resumidos en tres categorias: las caracteristicas del

suelo, las caracteristicas de los contaminantes, y las condiciones climaticas (BATTELLE &
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NFESC, 1996; Chardoul, O'Brien, Clawson, & Fletcher, 2015; EPA, 2017; Velasco & Volke,
2003; Yuniati, 2018).

1. Caracteristicas del suelo: en esta categoria se encuentra los siguientes factores:

- Densidad de poblacién microbiana: para que la ecotecnologia de biopilas sea efectiva el

suelo utilizado en la misma debe tener una concentracion de bacterias heterdtrofas

totales mayor que 1 000 CFU/g de suelo (EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003).

- pH del suelo: el pH del suelo debe estar entre el rango de 6 a 8 con el valor de

aproximadamente 7 siendo el Optimo. Este puede ser aumentado mediante la adicion de

cal y disminuido adicionando azufre durante la construccion (EPA, 2017).

- Humedad: los microorganismos del suelo requieren de un suelo humedo para su

adecuado crecimiento, sin embargo una humedad excesiva del suelo restringe el

movimiento de aire a través de la superficie, reduciendo asi la disponibilidad de

oxigeno. Por tanto el suelo no debe encontrarse ni seco ni empapado, su rango ideal de
humedad debe oscilar entre un 40 a un 85 % de su capacidad de retencion de agua o

entre un 12 a un 30 % en peso (EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003).

- Temperatura del suelo: La actividad microbiana del suelo a temperaturas por debajo de

10 °C decrece significativamente y esencialmente cesa por debajo de 5 °C. La actividad

microbial de la mayoria de las bacterias importantes para la degradacion de los

hidrocarburos de petréleo también disminuye a temperaturas mayores a 45 °C. El rango

optimo de temperatura esta entre 10 °C y 45 °C. La velocidad de la actividad microbial

tipicamente se duplica por cada 10 °C de aumento de temperatura (Barrios, 2011; EPA,
2017).

- Concentracion de nutrientes: estos nutrientes pueden que estén en el suelo en cuestion pero

frecuentemente deben ser afiadidos al suelo de la biopila para mantener la poblacion

bacteriana. La proporcion recomendada de C:N:P:K para la biodegradacion oscila en los

rangos de 100:10:1:0,1 hasta 100:1:0,5:0,1 dependiendo de los constituyentes especificos y

los microorganismos involucrados en el proceso biodegradativo (EPA, 2017).

- Textura del suelo: afecta la permeabilidad, el contenido de humedad y la densidad de

particula del suelo. Esta debe ser considerada para asegurar que la adicion de oxigeno,

la distribucion de nutrientes y el contenido de humedad del suelo puedan ser mantenidos
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dentro de los rangos efectivos. En dependencia de las caracteristicas del suelo, este se
debe mezclar con un porciento de texturizante el cudl mejora su textura, aporta
micronutrientes a la flora microbiana del mismo y ayuda a mantener la humedad en los

rangos optimos (EPA, 2017).

Caracteristicas del contaminante: agrupa tres factores a tener en cuenta:

Volatilidad: los constituyentes volatiles tienden a evaporarse de la biopila durante la
extraccion o inyeccion de aire, en lugar de ser degradados por las bacterias, por lo que
no es recomendable usar esta tecnologia cuando los residuos petrolizados presentan
temperaturas de ebullicion relativamente bajas. En general la gasolina, el queroseno y
los combustibles diésel contienen constituyentes con suficiente volatilidad como para

evaporarse de la biopila (EPA, 2017).

Estructura quimica del contaminante: es importante en la determinacién de la velocidad

de degradacion, casi todos los constituyentes del petrdleo son biodegradables, por lo
que a mayor complejidad estructural de las moléculas del constituyente mas dificil y
menos rapido es el tratamiento bioldgico mientras que menor sea el peso molecular

(entre nueve o menos atomos de carbono) mas facil sera biodegradado (EPA, 2017).

Concentracion del contaminante: la presencia de muy altas concentraciones de compuestos

organicos del petroleo o de metales pesados en el suelo puede ser toxico o inhibir el
crecimiento y reproduccion de las bacterias responsables de la biodegradacion en las
biopilas, siendo controversialmente que bajas concentraciones de material organico
producira niveles de actividad microbiana disminuidos. Por lo general concentraciones en el
suelo de HTP fuera del rango de 10 000 a 50 000 mg/kg o de metales pesados excediendo
los 2 500 mg/kg son consideradas inhibidoras o toxicas para la mayoria de
microorganismos (BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017).

Condiciones climaticas: destacan tres factores a tener en cuenta a la hora de aplicar la
ecotecnologia de biopilas relacionados con el clima, esto son:

Temperatura ambiente: es importante porque influye en la temperatura de los suelos de

las biopilas y esta a su vez impacta en la actividad bacteriana y por consiguiente en la

biodegradacion, el rango Optimo de la temperatura en la biopila es de 10 — 45 Oc

(Yuniati, 2018).
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- Lluvias: la lluvia que cae en el area de las biopilas aumenta el contenido de humedad
del suelo y causa erosion. Por lo que se debe considerar un protector para las biopilas
como puede ser una lona, un tinel de plastico, o una estructura en forma de invernadero

(EPA, 2017).

- Viento: La erosion del suelo de las biopilas puede producirse durante periodos
ventosos. Esta puede ser limitada aplicando humedad periddicamente a la superficie de

las biopilas o mediante el cubrimiento de las mismas (EPA, 2017).

Entre los factores o variables de operacion mds investigados para mejorar la eficacia de la
ecotecnologia de las biopilas estan: concentracion de hidrocarburos, porciento de
texturizante, porciento de humedad, y relacion C:N:P :K. El resto de los factores pueden
considerarse controlables y no controlables. EPA (2017), propuso una lista de chequeo para
evaluar la pertinencia del uso de la ecotecnologia de biopila la cual se puede observar en el
anexo 12. Asimismo, en los anexos 13 y 14 se pueden ver los arboles de decision (diagrama
de flujo) desarrollados por BATTELLE y NFESC (1996), y EPA (2017) respectivamente,
para la seleccion y evaluacion de la pertinencia de la tecnologia de biopilas en base a estos

factores.
1.4.2 Ventajas y desventajas de la ecotecnologia de biopilas.

La EPA (2017), discute las ventajas y desventajas de esta ecotecnolologia ver anexo 15. Entre
las ventajas se destacan: bajos tiempos de tratamientos, costos asequibles, requiere menos area
que el método de landfarming, es relativamente simple de disefiar e implementar. Entre las
desventajas se refieren: dificil reduccion de concentracion de mas del 95 %, puede no ser muy
efectiva para altas concentraciones de constituyentes, los constituyentes volatiles tienden a
evaporarse en vez de ser biodegradados durante el tratamiento, la presencia de concentraciones

elevedas de metales pesados pueden inhibir el crecimiento microbiano.

Una de las ventajas de esta ecotecnologia ex situ es el poder controlar algunas de sus
variables de operacion con el objetivo de optimizar el proceso de biorremediacion (Velasco

& Volke, 2003).
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1.5 Disefio ingeniero de las biopilas.

Existen principios y criterios de disefio establecidos para el desarrollo de la ecotecnologia

biopilas:

1. Escala de la investigacion (Snelgrove, 2010; Volke & Velasco, 2002) y principios de
escalado (Behrentz & Giraldo, 1999) para asegurar la representatividad del
comportamiento del proceso al variar las dimensiones.

2. Aplicabilidad de los principios basicos de disefio del compostaje tradicional (Roman,

Martinez, & Pantoja, 2013).

3. La morfologia y dimensiones de la biopila dependeran de los factores de experimentacion

recomendados (Ercoli, 1998, 2008; Eweis et al., 1998; Velasco & Volke, 2003), del

volumen y masa total inicial, del volumen y masa total final, y del area disponible.

4. La composicion y contenido de los agentes de volumen o texturizantes es un factor clave en

el disefio. Si bien pudiera influir en un aumento en la velocidad de biodegradacion de los

contaminantes, si se emplea una gran cantidad se incrementa el area necesaria para el
tratamiento debido a la baja densidad aparente de los mismos (Velasco & Volke, 2003).

5. Caracteristicas complejas de los sistemas de compostaje aerobicos a escala de

laboratorio, ya que al reducirse las dimensiones se favorece el aumento de la relacion

entre el area superficial y el volumen, independiente de la geometria (Behrentz &
Giraldo, 1999). Estas condiciones si bien favorece la necesaria aireacion para el proceso
de biorremediacion (Ercoli, 1998; Iturbe, Flores, Chavez, & Roldan, 2002; Snelgrove,

2010; Velasco & Volke, 2003), impide que se acumule el calor de reaccion y que se

logre de manera natural lograr las mismas temperaturas del proceso que caracterizan

este tipo de sistemas a escalas reales de operacion (Behrentz & Giraldo, 1999).

6. Predominio en todas las escalas de desarrollo de la tecnologia el disefio de biopilas

alargadas con forma de paralelepipedo y pirdmide truncada, disposiciones que proporcionan

una compensacion en tre la superficie y el volumen, y permite el tratamiento de un gran

volumen de suelo utilizando un tamafio superficial moderado del terreno, minimizando la

volatilizacion del contaminante y los requisitos de la geomembrana. En este tipo de

configuracion, el centro del trapecio esta aislado de las fuerzas convectivas que tienen lugar

en la superficie de la hilera. Ademas, representa una configuracion

29



adecuada para soportar fuertes vientos (BATTELLE & NFESC, 1996; Chardoul et al.,
2015; EPA, 2017; Roman et al., 2013).

. La consideracion del angulo de reposo o inclinaciéon de la masa de la biopila es un
elemento de seguridad fundamental en el disefio de la biopila, para asegurar que no
habra deslizamiento de material y evitar que se destruya o desmorone. El dngulo natural
de reposo es una propiedad de los materiales granulares, y es el angulo que se forma en
un plano vertical cunado se vierte el material sobre una superficie horizontal, entre
dicha superficie y la generatriz del cono formado. Al aumentarse el valor de este angulo
el solido comenzard a deslizarse hacia abajo (Rosabal & Valle, 2010). Depende
principalmente de la compacidad, granulometria, densidad y porosidad del material.
(Tturbe et al., 2002). Angulos hasta 35° indican que el material puede fluir libremente,
entre 35 - 45° indican que el material es algo cohesivo, mientras que angulos entre 45 y
55° sefialan una gran cohesividad del material. Para suelos el angulo de reposo oscila
entre 30° y 45°. BATTELLE y NFESC (1996); EPA (2017); Ercoli (2008) y Wu y
Coulon (2015), reportan disefios de biopilas para aplicaciones a gran escala con angulo
de entre 45° y 65°.

La eleccion del tipo de sistema de biopilas depende de las condiciones climaticas y de la
estructura de los compuestos organicos volatiles presentes. Los sistemas cerrados son
recomendados para mantener la temperatura, evitar la saturacion de agua debido a la lluvia,
asi como disminuir la evaporacion de agua y de los compuestos organicos volatiles

(Eweis et al., 1998; Velasco & Volke, 2003; Volke & Velasco, 2002).

Las fases involucradas en la construccion de bioplilas segin BATTELLE y NEFSC (1996)

implican:

Preparacion del sitio: constituye el primer paso ya que su objetivo es la evacuacion del sitio

respecto al flujo de material, acceso a utilidades, entradas y salidas del sitio, medidas de

seguridad existentes y la disposicion espacial general. Antes de la construccion y

almacenaje de las biopilas se establece una limpieza del sitio en cuestion eliminandose

escombros y otros obstaculos. Si en el sitio existe una superficie de asfalto o concreto, esta

superficie puede ser usada como cimiento para el drea de montaje y almacenamiento, en

caso de no existir esta superficie los cimientos area de montaje y almacenamiento deben ser

construidos usando suelo limpio compactado o arcilla (BATTELLE & NFESC, 1996).
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Construccion de la base: la base de la biopila tiene tres funciones bésicas: proporcionar una

cimentacion estable para soportar la biopila, asi como el manejo de las operaciones
requeridas, proporcionar una barrera contra la migracidon potencial del contaminante en el
suelo subyacente y evitar el almacenamiento de lixiviados en la base de la biopila (Iturbe et

al., 2002).

Adicion de nutrientes: los nutrientes (nitrégeno, fosforo y potasio) pueden ser afiadidos a

través de una disolucion de ellos en agua y luego rociar la solucion al suelo durante el
proceso de mezclado, o pueden ser afiadid os en forma de polvo o granulos (BATTELLE &

NFESC, 1996).

Humidificacién del suelo: tener un suficiente contenido de humedad en la biopila, aunque

no hay una relacion lineal entre la capacidad de campo y el porciento peso de humedad es
uno de los factores criticos para una biodegradacion de contaminantes exitosa. En climas
moderados, una biopila generalmente pierde del 1 al 2 % peso del agua original, por lo
tanto si la biopila se encuentra suficientemente hidratada cuando va a ser construida no se
precisan sistema de irrigacion. El agua puede ser anadida por distintas vias de acuerdo a

BATTELLE y NFESC (1996):

1. Afnadir el agua a medida que la biopila es construida.

2. Instalar un sistema de irrigacion por goteo a lo largo de la cima de la biopila.
3. Hidratar el suelo cuando todavia se encuentra en la zona de almacenaje.

4. Sistema de recoleccion de lixiviados.

El sistema de configuracion de las biopilas debe minimizar la formacion de lixiviados por
lo que la construccion de un sistema recolector de lixiviados no es necesario, a menos que
las condiciones lo requieran. El agua recolectada puede reutilizarse, debido a que contienen
nutrientes (en bajas concentraciones) que no se absorbieron. La reutilizacion dependerd de
los requerimientos de humedad, nutrientes y del volumen de lixiviados recolectados (Martin

& Arguelles, 2002).
1.6 Disefio de experimento.

El disefio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar conocimiento

acerca de un sistema o proceso, por medio de pruebas planeadas adecuadamente. Esta
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metodologia se ha ido consolidando como un conjunto de técnicas estadisticas y de
ingenieria, que permiten entender mejor, situaciones complejas de relacion causa -efecto.
Un experimento es un cambio en las condiciones de operacion de un sistema o proceso, que
se hace con el objetivo de medir el efecto del cambio sobre una o varias propiedades del

producto o resultado (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

El diseno estadistico de experimentos es la forma mas eficaz de hacer pruebas. Consiste en
determinar cudles pruebas se deben realizar y de qué manera, para obtener datos que, al ser
analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que permitan responder las
interrogantes planteadas, y de esa manera clarificar los aspectos inciertos de un proceso,

resolver un problema o lograr mejoras (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

El disefio de experimentos (DDE) es un conjunto de técnicas activas, en el sentido de que
no esperan que el proceso mande las sefiales ttiles, sino que éste se “manipula” para que

proporcione la informacién que se requiere para su mejoria (Montgomery, 2017).

En todo proceso intervienen distintos tipos de variables o factores como los que se
muestran en la figura 3, donde también se aprecian algunas interrogantes al planear un

experimento (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

Entrada Salida
ractores Caracteristicas
| —
conlrezlablos e calicacl o
EREIRAS T Proceso — 7 vanablos de
controlables ISSpUEsa

|:qusas P —fl- l_f"!( l('L

Cuéles areclonsticas do calidad 52 ven a medu?
{Cuéles factores controlebles deben nduirse en €l expenmenio?
{Qué niveles debe utilizar cada factor?
(Cuél diserio expermental os ol adecuado?
Figura 3. Variables de un proceso y preguntas a responder al disefiar un experimento.

Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

Segun Gutiérrez y De la Vara (2012) las etapas y actividades de un disefio de experimento

son:

32



1. Planeacion y diseno:

- Definir el problema o el objetivo

- Hacer un esquema del estudio donde se sefiale el problema planteado.

- Determinar los factores que deben investigarse, de acuerdo a su posible impacto en el
problema.

- Elegir la(s) variable(s) de respuesta que sera(n) medida(s) en cada punto del disefio y
verificar que se miden de manera confiable. Estas variables son el objetivo del
experimento, ya que son las variables de salida o criticos de la calidad que se quieren
corregir o impactar.

- Seleccionar el disefio experimental adecuado a los factores que se tienen y al objetivo
del experimento.

- Planear y organizar el trabajo experimental.

- Realizar el experimento

2. Andlisis e interpretacion:

- Hacer un analisis detallado de los resultados experimentales.

- Interpretar resultados

- Hacer corridas confirmatorias del proceso en el mejor tratamiento.

3. Conclusiones finales:

- Cerrar y concluir el proyecto adecuadamente.

En el anexo 16 se muestran las etapas del disefio de experimentos, las preguntas de entrada

y las salidas mas relevantes.

De acuerdo con Gutiérrez y De la Vara (2012) los disefios de experimentos se pueden
clasificar en varios grupos de acuerdo con sus objetivos tal y como se observa en el anexo

17.
1.6.1 Metodologia de Superficie y Respuesta.

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), introducida por Box y Wilson, es una
coleccion de técnicas matemadticas y estadisticas para diseflar experimentos, construir
modelos, evaluar los efectos de factores y buscar condiciones Optimas de factores para
respuestas de procesos y formulaciones complejas (Martinez, Lo Balbo, Mac Cormack, &

Ruberto, 2015). El proceso de optimizacion de esta metodologia se enfoca en estudiar la
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respuesta de las combinaciones disefiadas estadisticamente, estimar los coeficientes
ajustdndolos a un modelo matematico que se adapte mejor a las condiciones
experimentales, prediciendo la respuesta del modelo ajustado y verificando la adecuacion

de la manera deseable (Narciso & Paucar, 2019).

La MSR es la estrategia experimental y de analisis que permite resolver el problema de
encontrar las condiciones de operacion Optimas de un proceso, es decir, aquellas que dan
por resultado “valores 6ptimos” de una o varias caracteristicas del producto. Implica tres

aspectos: disefio, modelo y técnica de optimizacion (Gutiérrez & De la Vara, 2012):

1. El disefio implica que, para optimizar un proceso, basado en el conocimiento acerca de
la posible ubicacion del punto 6ptimo y el modelo de regresion que se quiere ajustar, se
debe aplicar el disefio de experimentos, en particular aquellos que sirven para ajustar un
modelo.

2. El modelo es la ecuaciéon matematica que relaciona la variable de respuesta con los
factores estudiados en el disefio. Puede ser de primero o segundo orden (plano o con
curvatura); por ello, el tipo de disefio utilizado y el método de optimizacién se
clasifican, segun sea el caso, como de primero o segundo orden.

3. La optimizacion es la técnica matematica que sirve para extraer la informacion sobre el

punto 6ptimo que tiene el modelo ajustado.

En el anexo 18 se presenta un esquema de la metodologia de superficie de respuesta.

Los disefios de primer orden son para ajustar modelos en los que s6lo son importantes los
efectos principales y no existen efectos de interaccion. Entre los mas utilizados se

encuentran (Gutiérrez & De la Vara, 2012):

Disefios factoriales 2 &: disefio que estudia k factores con 2 niveles cada uno, y donde se

corren los 2% posibles tratamientos. Son utiles cuando 2 < k < 5.

- : . k— - :
Disefios factoriales fraccionados 2 * = 2: disefios en los que se elige adecuadamente una

parte o fraccion de los tratamientos de un factorial completo, con la intencion de estudiar el

efecto de los factores utilizando menos corridas experimentales.
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Disefio de Plackett -Burman: este disefio representa otra alternativa para fraccionar

factoriales completos 2k, donde el niumero de puntos de disefio no necesariamente es

potencia de dos, pero si multiplo de cuatro.

Disefio simplex: arreglo que se utiliza cuando se tienen muchos factores o bien cuando se

quiere minimizar el costo de la investigacion.

Los disenos de segundo orden permiten estudiar efectos lineales, de interaccion y efectos
cuadraticos o de curvatura pura. Entre los més utilizados se encuentran (Gutiérrez & De la

Vara, 2012):

Disefio de Box -Behnken: disefio de segundo orden par a tres o mas factores. No incluye

como tratamientos a los vértices de la region experimental.

Disefio Central Compuesto o de Composicién Central (DCC): se emplea en la etapa de

busqueda de segundo orden. Se puede construir a partir de un disefio factorial 2 k agregando

puntos sobre los ejes y al centro del disefo.

Disefios factoriales 3 % modelo que considera k factores con tres niveles cada uno y tiene 3k

tratamientos. No son los mas recomendados porque requieren mas corridas experimentales.

Los modelos que se utilizan en la MSR son basicamente polinomios de primer y segundo
orden como los mostrados en el anexo 19. La forma especifica que toma la superficie
depende de los signos y magnitudes de los coeficientes en el modelo. En el anexo 20 se

representan las tres formas bdsicas.

La técnica de optimizacion a utilizar depende del tipo de modelo ajustado y existen
basicamente tres métodos el primero para el modelo de primer orden y los otros dos para

modelos de segundo orden (Gutiérrez & De la Vara, 2012):

1. Escalamiento ascendente: para el modelo de primer orden, sirve para determinar
tratamientos por experimentar que estan ubicados sobre la direccion de ascenso maximo
a partir del centro del disefio inicial.

2. Analisis candnico: empleado para caracterizar la superficie de segundo orden, las
coordenadas del punto estacionario, el tipo de punto y la orientacion de la superficie.

3. Andlisis de cordillera: se emplea para determinar el mejor punto dentro de la region

experimental.
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Los disefios de superficie de respuesta se clasifican con base en el grado del modelo que se
pretende utilizar. Estos disefios proporcionan los tratamientos a correr para generar datos
que permitan ajustar un modelo que describa una variable de respuesta en una region

experimental (Montgomery, 2017).
1.6.1.1 Disefio de Box -Behnken.

El disefio Box -Behnken es una técnica multivariable de segundo orden que se basa en disefios
factoriales incompletos, y que han recibido una amplia aplicacion para la evaluacion de
diversas condiciones experimentales criticas, tales como una funciéon de respuesta maxima o

minima. EI nimero de experimentos o corridas (N) necesarios para el desarrollo del disefio

experimental de Box-Behnken segun Narciso y Paucar (2019) se define en la ecuacion 1:

Ecuacion 1: ecuacion para determinar el nimero de corridas experimentales. Fuente:

(Narciso & Paucar, 2019)

Donde (k) es el numero del factor y (Co) es el nimero replicado del punto central. En el
anexo 21 se muestran los 15 tratamientos del disefio Box -Behnken para tres factores y tres

puntos centrales.

Este disefio se aplica cuando se tienen tres o mas factores, y suele ser eficiente en cuanto al
numero de corridas. Es un disefio esférico y giratorio, rotable o casi rotable que se distingue
porque no incluye como tratamientos a los vértices de la region experimental como el (1, 1,
1) yel (-1, -1, —1), que en algunas situaciones experimentales resultan extremosos y no se
pueden correr, por lo que este disefio solo debe usarse si no se tiene interés en predecir las
respuestas en las esquinas de la region cuboidal. Esto puede ser ventajoso cuando los
puntos de las esquinas del cubo representan combinaciones factor — nivel que son
prohibitivamente costosas o imposibles de probar debido a restricciones fisicas del proceso

(Gutiérrez & De la Vara, 2012).

En el anexo 22 se muestra geométricamente lo mencionado anteriormente, los puntos de
este disefio ubicados en medio de las aristas del cubo centrado en el origen sin incluir los

tratamientos en los vértices.
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El disefio de Box -Behnken es una buena alternativa porque tiene menor cantidad de puntos
o corridas experimentales que el DCC, por esta causa el uso de este resulta menos costoso
que la realizacion de los DCC para un mismo numero de factores, ademas de que por su
construccion los puntos de prueba no son extremosos, en el sentido de que cualquiera de
ellos siempre tiene, al menos uno de los factores en su nivel intermedio (Gutiérrez & De la
Vara, 2012). También, a su vez puede ser de utilidad si se conoce la region de trabajo
segura del proceso a estudiar, mientras que los DCC usualmente tienen puntos axiales fuera
de la region de trabajo segura, pero dichos puntos pudieran no ser de la region de interés, o
ser imposible su realizacion debido a que se ubican fuera de los limites de una operacion

segura (Narciso & Paucar, 2019).
1.6.1.2 Aplicaciones de la MSR en la biorremediacion.

Por todo lo argumentado, la MSR se ha aplicado en la investigacion cientifica; asi como en

la optimizacién de procesos quimicos, fisicos y biologicos.

Martinez et al. (2015) utilizaron la MSR al aplicar el disefio de segundo orden de
Composicion Central para optimizar la proporcion de 2 factores: nitrogeno y potasio en la
biorremediacion de hidrocarburos, estas variables fueron analizadas en tres niveles,
tomaron como variable de respuesta el porciento de remocion de hidrocarburos. En el

analisis se incluyeron cuatro puntos centrales realizando asi 12 corridas experimentales.

Shuo et al. (2019) utilizaron la MSR por medio del disefio de Box -Behnken para optimizar
las variables de operacion: temperatura, pH y concentracion inicial de hidrocarburos totales

del petréleo (HTP), las cuales influyen en la degradacion microbiana de los HTP.

Alcalde (2018) determind la influencia de las sales inorganica s en la optimizacion de la
produccion de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa 6K-11 empleando este disefio de
segundo orden y obteniendo como resultado que la aplicacion del mismo es muy eficaz

para determinar las condiciones Optimas de bioprocesos.
1.7 Conclusiones parciales.

1. El manejo de residuos petrolizados constituye una problemadtica de alcance nacional. La

contaminacion con hidrocarburos puede provocar una amplia variedad de impactos en el
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medio ambiente y en la salud. Es una prioridad la investigacion, desarrollo e innovacioén
en tecnologias dirigidas a la biorremediacion de hidrocarburos.

. La biorremediacion es un método de tratamiento apropiado para la degradacion de
hidrocarburos. La biopila es una tecnologia ex situ, que es pertinente para la
biorremediacion de residuos petrolizados y suelos contaminados con hidrocarburos,
mediante la bioestimulacion.

. Entre los factores o variables de operacion mds investigados para mejorar la eficacia de
la ecotecnologia de la biopila estdn: concentracion de hidrocarburos, porciento de
texturizante, porciento de humedad, y relacion C:N:P:K . Aun existen nichos de
conocimientos sobre este objeto de investigacion.

. La Metodologia de Superficie de Respuesta es una estrategia experimental y de analisis
que permite encontrar las mejores condiciones de operacion de un proceso. El disefio de
Box-Behnken es una buena alternativa econdmica porque requiere un minimo de
corridas experimentales a la hora de estudiar tres o mas factores en tres niveles. Debido a

esto es muy utilizado en las investigaciones sobre biorremediacion de hidrocarburo.
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Capitulo 2 J |




Capitulo 2: Materiales y Métodos.

En este capitulo se desarrolldo el segundo objetivo especifico de la investigacion. Se
construyd un diagrama heuristico (figura 4), donde se muestra el procedimiento
metodologico que se siguiod para la evaluacion de la influencia de las variables de operacion

seleccionadas de la ecotecnologia de biopilas sobre la biorremediacion de residuos

Inicio

Disefio del arreglo
experimental

petrolizados, a escala de banco.

Caracterizacion de los
i — texturizantes seleccionados,
suelo y residuo petrolizado

Disefio de las unidades
experimentales

l

Montaje de las unidades
experimentales

}

Monitoreo y control de las
unidades experimentales

}

Analisis estadistico de temperatura y
humedad de las unidades experimentales

| |

Evaluacion de la degradacion Evaluacion [Evaluacion del manejo de las
de hidrocarburos ecotoxicologica unidades experimentales

Propuesta y evaluacion de los
valores de las variables de operacion

Cumple con la norma d¢
disposicion final

Seleccion de los valores de las
variables de operacion

A 4

Fin

Figura 4: Diagrama heuristico para el protocolo experimental. Fuente: Elaboracion
propia.
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Se usaron varias herramientas ingenieriles bajo el principio de la convergencia
metodoldgica, que se consideran complementarias y no antagonicas. En particular el diseno
de experimentos, balance de masa, disefio ingeniero y andlisis estadistico. Ademas, se

emplearon softwares profesionales y se desarrollaron libros de calculo Excel.

El poligono experimental se establecid en la Unidad Cientifica Tecnoldgica de Base
(UCTB) de Suelos de Barajagua, municipio Cumanayagua, perteneciente al Instituto

Investigaciones de Suelos (IIS).

Seguidamente se describen los protocolos experimentales utilizados en cada paso.

2.1 Caracterizacion de los materiales (suelo, residuo petrolizado y texturizantes).
2.1.1 Eleccion, acopio y caracterizacion del suelo.

Se utiliz6 un suelo caracteristico de la region central de Cuba, de bajo potencial agricola,

acopiado en las areas aledafias al poligono experimental.

Se realizd6 la caracterizacion geotécnica del suelo en la Empresa Nacional de
Investigaciones Aplicadas (ENIA) con el objetivo de determinar las propiedades fisicas y
clasificar el suelo. Los ensayos realizados fueron: granulometria ¢ hidrometro segin ONN
(1999a), limites de plasticidad segin ONN (2000c), y peso especifico relativo de los s6lidos
segun ONN (1999b). Se clasificod el suelo segiin las normas cubanas de clasificacion de

suelos vigentes (ONN, 2000a, 2000b).

Se realizd caracterizacion fisica y quimica para determinar la densidad aparente,
composicion de nitrogeno (N), fosforo (P), pH y metales pesados. Los métodos utilizados
fueron: densidad aparente (Flores & Alcald, 2010); nitrogeno (CEAC, 2018b); fosforo
(ONN, 2015b); pH (ONN, 2015a); y metales pesados (CEAC, 2018a).

2.1.2 Eleccion, acopio y caracterizacion del residuo petrolizado.

Se utiliz6 un residuo petrolizado proveniente del fondo del sedimentador de balance T-
121/18 - 2, equipo tecnologico de la segunda seccion de la planta de tratamiento de

residuales de la Refineria de Petroleo de Cienfuegos.

Se realiz6 la caracterizacion fisica y quimica para determinar la densidad aparente, Grasas y

Aceites (GyA) e Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP). Los métodos utilizados fueron:
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densidad aparente (Flores & Alcald, 2010); Grasas y Aceites (CEAC, 2017a); e
Hidrocarburos Totales del Petroleo (CEAC, 2017b).

2.1.3 Eleccion, acopio y caracterizacion de los materiales texturizantes.

Gonzalez (2019) realizé una primera fase experimental para la evaluacion de la eficacia de la
ecotecnologia de biopilas para la biorremediacion de residuos petrolizados objetos de la
investigacion, a escala de banco utilizando seis tipos de texturizantes: bagazo, cachaza, serrin,
pulpa de café, estiércol vacuno, y residuos de Thalassia testudinum. Concluy6 que el estiércol
vacuno y el bagazo de cafia integral resultaron ser los candidatos mas idoneos, entre los seis
texturizantes evaluados. El primero debido a su mayor porciento de remocion de hidrocarburos
y el segundo por su capacidad de retencion de humedad y comportamiento microbioldgico.
Propuso utilizar un texturizante combinado con un 75 % de estiércol vacuno y un 25 % de
bagazo de cafia integral, sustentado en el principio de Pareto y en experimentos previos sobre el
manejo de las biopilas, asi como la valoracion cualitativa del laboreo con las mismas. Estos

fueron los texturizantes utilizados en esta fase de la investigacion.

El estiércol vacuno descompuesto y seco fue acopiado desde estercoleros de vaquerias
pertenecientes a la Empresa Pecuaria El Tablon de Cumanayagua. El bagazo de cafia fue
acopiado de la nave de bagazo de la UEB Empresa Azucarera 14 de Julio de Rodas. Ambos
texturizantes fueron trasladados desde sus fuentes de procedencia hasta el poligono
experimental.

Se realizo caracterizacion fisica y quimica para determinar la densidad aparente, composicion
de carbono (C), nitrogeno (N), fosforo (P) y pH. Los métodos utilizados fueron: densidad
aparente (Flores & Alcalé, 2010) y carbono, nitrogeno y pH (UCTB, 2017¢c).

2.2 Diseiio de experimentos.

Muchas estrategias de optimizacion y de mejora continua, y en particular el disefio de
experimentos, embonan en el llamado ciclo de Deming. Este representa una estrategia a
seguir para mejorar continuamente cada producto o proceso, y consiste en los cuatro pasos:

planear, hacer, verificar o estudiar y actuar, que se representan en el anexo 23.

Para la planeacion y realizacion del disefio de experimento se siguiero n los pasos

recomendados por Gutiérrez y De la Vara (2012) los cuales se tratan a continuacion.
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Planeacion y diserio:

1.

Definir el problema o el objeto: el objeto de estudio fue evaluar la influencia de las
variables de operacion de la ecotecnologia de biopilas sobre la biorremediacion de residuos
petrolizados, para mejorar la eficacia de la biorremediacion en dicha tecnologia.

Elegir las variables de respuestas que sera n medidas en cada punto del diserio y
verificar que se miden de manera confiable: las variables de respuesta tomada en
consideracion en el disefio fue la masa de HTP removida y concentracion de HTP final.
Esta variable fue medida como se explica en los epigrafes 2.5 y 2.7.1.

Determinar cudles factores deben estudiarse o investigarse, de acuerdo a la supuesta
influencia que tienen sobre la respuesta: Los factores o variables independientes

involucradas en la ecotecnologia de biopilas pueden ser controlables o no controlables.

Los factores que se controlaron en dicha investigacion fueron (BATTELLE & NFESC,
1996; EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003):

- Tipo de suelo (més abundante en la provincia de Cienfuegos).

- Residual petrolizado (se selecciond un residual tipico de la Refineria de Petroleo de
Cienfuegos).

- Concentracion de hidrocarburos en las unidades experimentales (HTP).

- % de texturizante en los tratamientos.

- Relaci6 n de nutrientes C:N:P:K en las unidades experimentales (adicion de
enmiendas).

- Método de aireacion.

- Me¢étodo de homogenizacion y confeccion.

- Método de humectacion.

- % de humedad.

- Contenido de metales pesados.

- Forma y dimensiones de las unidades experimentales.

Los factores o variables no controlables fueron:
- Variables ambientales (se mantuvieron aleatorias y se monitorearon, aunque se
mantuvo el experimento en un sistema cerrado, o sea protegido de lluvias,

radiaciones solares directas, y fuertes vientos).
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- Temperatura de las unidades experimentales (monitoreada).
- pH de las unidades experimentales no se pudo monitorear por carencia del
equipamiento necesario. No obstante, en la investigacion precedente (Casals,

Rabassa, Viera, Gutiérrez, & Castro, 2020) el pH se mantuvo en el rango entre 6-8.

Como se apuntd en la conclusion parcial nimero 3 del Estado del Arte, entre los
factores o variables de operacion mas investigados para mejorar la eficacia de la
ecotecnologia de la biopila estan: concentracion de hidrocarburos, porciento de

texturizante, porciento de humedad, y relacion C:N:P:K.

Sobre la relacion C:N:P:K se ha encontrado que la mayoria de la literatura cientifica
especifica para la biorremediacion establecen la relacion 100:10:1:0.1 (BATTELLE &
NFESC, 1996; EPA, 2017). Por esta razén no se considerd esta variable entre los

factores estudiados en el disefio experimental.

Los factores estudiados en el experimento fueron: concentracion de HTP inicial, % de

texturizante, y % de humedad en cada unidad experimental (biopila).

Seleccionar los niveles de cada factor: la biorremediacion es un bioproceso muy
complejo (Shuo et al., 2019) donde es importante estudiar ademas de los efectos
lineales y de interaccion entre las variables, los efectos cuadraticos o de curvatura pura.
Lo anterior requiere de al menos tres niveles en cada factor para estimar la curvatura de

la superficie en la direccidon de cada factor (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

En la tabla 1 se muestran los niveles de los factores estudiados. Estos fueron seleccionados
basados en las recomendaciones establecidas en la literatura cientifica sobre la
ecotecnologia de biopilas (BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017; Velasco & Volke,
2003). En este contexto, Gonzalez (2019) en la fase anterior de la investigacion utilizo

niveles de 11 000 mg/kg de HTP, 8 % de texturizantes y 20 % de humedad.

Tabla 1: Niveles de los factores estudiados. Fuente: Elaboracion propia.

Factores / Niveles Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
Concentracion de HTP inicial (mg/kg) 22 000 30 500 39 000
% de texturizante 4 8 12
% de Humedad 20 25 30

43



5. Seleccionar el diseiio experimental adecuado a los factores que se tienen y al objetivo
del experimento: Para cumplir los objetivos de la investigacion, después de una primera
etapa experimental, es necesario desplazar la regiéon experimental en una direccion
adecuada, o bien, explorar en forma mas detallada la regiéon experimental inicial. La
forma de realizar ambas cosas es parte de la llamada Metodologia de Superficie y
Respuesta (MSR). Asimismo, los requisitos de los niveles seleccionados para cada

factor exigen utilizar un modelo de segundo orden.

El costo, la dificultad o el tiempo consumido con cierto tipo de experimentos pueden
obligar a reducir el tamafio del experimento, pero tal reduccion estd limitada por el

modelo estadistico que estima la superficie de respuesta.

El disefio de Box -Behnken es una buena alternativa econdémica para la optimizacion de
procesos de biorremediacion, donde se requieran an alizar tres o mas factores, porque
tiene un numero minimo de tratamientos, ademas de que por su construccion los puntos
de prueba siempre tienen, al menos uno de los factores en su nivel intermedio.
También, es flexible y tiene buenas propiedades como ortogonalidad, rotabilidad y/o
precision uniforme, las cuales tienen que ver con la calidad de estimacion del modelo

(Gutiérrez & De la Vara, 2012).

Se cred un diseiio de Box -Behnken para estudiar los efectos de los 3 factores en 15
corridas (tratamientos). El disefio fue ejecutado en un solo bloque. El orden de los
experimentos fue completamente aleatorizado, lo que aportd proteccion contra el efecto
de variables ocultas. Se utilizo6 el software Statgraphics Centurion XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

6. Planear y organizar el trabajo experimental: se disendé una hoja de trabajo con las
especificaciones claras de cada tratamiento, el orden en que fueron realizados y la
forma en que colectaron los datos y se midieron los resultados. Se definieron los
participantes y responsables de cada actividad (equipo de trabajo del CEAC, ICIMAR y
UCTB) y las instrucciones generales y especificas que se siguieron. Se aseguraron
todos los detalles de la logistica requerida y del cronograma de trabajo.

7. Realizar el experimento: Se procedi6 segun el plan de disefio en el punto anterior.
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2.3 Diseifio ingeniero de las unidades experimentales.

Se consideraron principios y criterios de disefio establecidos en el estado del arte (Abdul &
Webb, 2017; BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017; Wu & Coulon, 2015) tales como:

1.

2.

7.

8.

Escala de la investigacion y principios de escalado.

Aplicabilidad de los principios basicos de disefio del compostaje tradicional.
Tipo de texturizantes, acondicionantes y/o mejoradores.

Caracteristicas de los sistemas de compostaje aerdbicos.

Morfologia de biopilas con una geometria de pirdmide truncada.

El 4ngulo de reposo o inclinacion de la masa de la biopila.

Alturas de las unidades experimentales utilizadas a escala de banco.

Sistema cerrado o abierto.

Para el diseno de las unidades experimentales en esta investigacion se tuvieron en cuentas

los siguientes aspectos:

l.
2.

Requerimientos del arreglo experimental, seglin resultados del disefio de experimentos.
Sistema cerrado para el poligono experimental, para lo cual se adaptd una nave con piso
de hormigén, cubierta de fibrocemento y ventanal para ventilacion. La puerta estd
enrejada para limitar los accesos y a la vez favorecer la ventilacion. Las dimensiones
del poligono experimental fueron 14,35 m x 5,70 m.

Las dimensiones de las bandejas de polietileno para el montaje de una unidad
experimental fueron de 1,10 m x 0,95 m.

Caracterizacion fisica y quimica de los materiales componentes de la biopila.

Peso o masa total seca de muestra destructiva requerida para los ensayos fisico-
quimicos y ecotoxicologicos durante la ejecucion del experimento.

Relacion peso o masa total inicial / peso o masa total final de la unidad expe rimental.
La geometria de la unidad experimental se asumi6 como una pirdmide truncada, con

angulo de 45° y altura de 20,00 cm.

Se implemento el protocolo de disefio ingeniero programado en un libro de célculo de

Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016). Incluy6 el balance de masa a nivel de cada unidad
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experimental para determinar el peso de cada componente de la biopila y posteriormente
determinar las dimensiones de las mismas. Incluyo:

1. Determinacion del peso o masa total inicial seca de la unidad experimental.

2. Determinacion del peso o masa total de residuo petrolizado en la unidad experimental
seca, a partir de las concentraciones de las fracciones de HTP obtenidas en la
caracterizacion del residual y de los requerimientos de experimentacion prefijados para

las condiciones iniciales.

3. Definicién del por ciento peso o masa de los agentes de volumen o texturizantes en la

unidad experimental seca.
4. Determinacion del peso o masa total de suelo en la unidad experimental seca.
5. Determinacion del volumen inicial de los componentes y de la unidad experimental sec a.

6. Determinacién de las dimensiones del largo y ancho de la base, que satisfagan los
requerimientos establecidos para el disefio. Se asumi6 una relacion 1 ongitud / ancho de la

base inferior igual 1,50. Se program¢ un preeedimiento de célculo iterativo mediante la

ecuacion de | volumen del cuerpo geométrico para verificar que la altura calculada fuera igual a la altura de disefio mediante; la ecuacion 2 .

=3h( ++ )(2)
Ecuacion 2: Ecuacion del volumen de una piramide truncada. Fuente: (Polyanin &

Manzhirov, 2007).

Donde:

V: volumen de una piramide truncada (cm3 ).
A: éarea de la base mayor (cmz).

Av: area de la base menor (sz).

h: altura (cm).

7. Determinacion del peso o masa total de las enmiendas de nutrientes necesarios en
soluciéon acuosa segun las proporciones requeridas de C:N:P:K (100:10:1:0,1) y

porcentaje de humedad, segun la literatura (BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017;
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Snelgrove, 2010; Velasco & Volke, 2003).
Se utilizd6 un procedimiento aleatorio simple para intercalar cada una de las unidades
experimentales correspondientes a los tratamientos y sus réplicas. Posteriormente, se
asignaron numeros consecutivos para la distribuciéon en pla nta de las unidades
experimentales aplicando un patron de S.

2.4 Montaje de las unidades experimentales.
2.4.1 Estabilizacion del sistema suelo -residuo petrolizado.

El residuo petrolizado acopiado se depositd en bandejas y se procedié al desmenuce manual
de los grumos. Posteriormente el residuo petrolizado se introdujo en dos partes en un
tanque tapado de manera segura, el que se colocd horizontalmente y se hizo rodar como

tambor, para homogenizar contenido en el interior del tanque.

Por su parte, el suelo previamente tamizado, se descompacté y homogeniz6 con medios

manuales como guatacas y palas.

Posteriormente se procedio al pesaje de los componentes de la mezcla p ara la estabilizacion
(suelo-residuo petrolizado) en correspondencia con lo disefiado para cada unidad experimental.
Luego fueron acarreados hasta el poligono experimental y mezclados con métodos manuales
mediante un vagon de construccidon y guatacas. Se pro cedid a mezclar hasta lograr que la
textura de la mezcla fuera homogénea haciéndose una valoracion visual del color (parejo en
toda la masa) y ausencia de grumos en la mezcla. Una vez homogenizada la mezcla se introdujo
dentro de bolsas de polietileno de 25,00 x 30,00 cm, se cerraron las mismas y se depositaron en
bandejas de polietileno. Se mantuvo tapado 5 dias para la estabilizacion del sistema (Flores,

2015; Pardo, Perdomo, & Benavides, 2004).
2.4.2 Conformado de las unidades experimentales.

Transcurrido el periodo de estabilizacion se procedid a destapar las bolsas y afadir al
sistema residuo petrolizado-suelo la cantidad de texturizante requerida segun el disefio. La
homogenizacion de esta mezcla se logré en condiciones andlogas a la anterior. Una vez
lograda la nueva mezcla se volted el vagon en las bandejas de polietileno, que previamente
se habia cubierto con bolsas de polietileno. La mezcla final de todos los componentes fue

homogenizada.
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Posteriormente se le tomd a cada unidad experimental una muestra para la determinacion
del % de humedad en la unidad experimental seca, por el método gravimétrico segun la

ONN (2011).

A partir de este resultado, por balance de masa, se determind el peso de agua a afiadir para

lograr el % de humedad final requerida (seglin el nivel de la variable en el tratamiento).

Analogamente, se implementd un libro de calculo de Microsoft Office Excel (Microsoft,

2016) para determinar la masa de enmiendas necesarias. Se tuvieron en cuenta los criterios

de la literatura cientifica (BATTELLE & NFESC, 1996; Roman et al., 2013):

1. Se define la relacion de C:N:P:K de acuerdo a lo recomendado en la literatura cientifica
(BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003).

2. Se calcula la masa de carbono organico contenido en cada unidad experimental, teniendo
en cuenta el carbono aportado por el residuo petrolizado y el texturizante.

( *GyA( )+0,8)
_ ®

‘‘‘‘‘‘
El carbono aportado por el residuo petrolizado su calculd por la ecuacién 3:

Ecuacion 3: Ecuacion para el cilculo de 1a masa de carbono aportada por el residuo

petrolizado. Fuente: (BATTELLE & NFESC, 1996).

Donde:

HC: masa del residuo petrolizado en la unidad experimental (kg).
GyA (t=0): concentracion de grasas y aceites en el residual petrolizado en (mg/kg).

CR: masa de carbono aportado por el residual petrolizado (g).

El carbono aportado por el texturizante=e se+ calculde mediante la ecuacion 4:

“4)

Ecuacion 4: Ecuacion para el calculo de la masa de carbono aportada por el

texturizante. Fuente: Elaboracion propia.
Donde:
Mb: masa del bagazo (g).

Cmb: % de carbono en el bagazo utilizado.
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Me: masa de estiércol vacuno (g).
Cme: % de carbono en el estiércol utilizado.
CT: masa de carbono aportado por el texturizante (g).

Luego se sumod la cantidad de carbono aportado por el residuo petrolizado y el
texturizante ecuaciones 3 y 4 respectivamente obteniendo el total de carbono presente en

cada tratamiento.

. De forma andloga a la ecuacion 4 se calcularon las masas de nitrégeno y fosforo
aportada el texturizantes compuesto por bagazo y estiércol vacuno, teniendo en cuenta la
masa y el aporte de nitrogeno y fosforo segin la caracterizacion fisico - quimica de los
mismos para cada tratamiento. El potasio aportado por el texturizante resulté ser muy
bajo por lo que se considerd despreciable.

. Se determino la cantidad de nitrégeno, fosforo y potasio que s e debian afiadir por medio
de enmiendas a cada tratamiento para alcanzar la relacion C:N:P:K definida en el paso 1.
. Se calcularon las masas necesarias a adicionar por cada una de las fuentes de
fertilizantes utilizadas: nitrato de amonio, superfosfato simple y cloruro de potasio como
fuentes de N, P y K respectivamente. En la tabla 2 se expresa la composicion de las
enmiendas utilizadas.

Tabla 2: Contenido de nutrientes primarios (N, P y K) en los fertilizantes empleados
expresados en porcentajes de nitrégeno (N), 6xido de potasio ( P20s) y oxido de

potasio (K20). Fuente: (Roman et al., 2013).

Fuentes de Fertilizantes Forma Contenido de | Contenido de | Contenido de
Molecular N (%) P205 (%) K20 (%)
Nitrato de Amonio NH4(NO3) 34 - -
Superfosfato Simple Ca(H2PO4)2 20 -
Cloruro de Potasio KClI 60

Para calcular la cantidad de P y K en su forma simple se multiplicaron sus 6xidos por
los pesos moleculares de sus 6xidos, 0,44 para obtener el P y 0,83 para obtener el K.

Una vez conformada las unidades experimentales se afiadieron las enmiendas en
solucion acuosa en correspondencia con las proporciones requeridas de C: N: P: K

(100:10:1:0,1) y porcentaje de humedad.
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Se realizo el conformado de las unidades experimentales en correspondencia con las

propuestas de disefio para cada tratamiento. Ademas, se construyeron y utilizaron plantillas

para la estandarizacion de las relaciones entre las dimensiones de la base, altura y angulo

de reposo de cada tratamiento.

2.5 Monitoreo de las unidades experimentales.

Las biopilas durante el periodo de experimentacion fueron monitoreadas y controladas,

segun las siguientes actividades y tiempos:

1.

Homogenizacion y aireacion (cada 15 dias): se homogenizé y aireo manualmente el

contenido de cada unidad experimental en su propia bandeja.

Conformado (cada 15 dias): una vez homogenizado y aireado se volvid a conformar la
unidad experimental utilizando las plantillas creadas para la estandarizacion de las

relaciones entre las dimensiones de la base, altura y angulo de reposo de cada tratamiento.

Humectacion (cada 4 dias): a partir del % de humedad real de la unidad experimental,
por balance de masa, se determiné el peso de agua a anadir para lograr el % de
humedad final real requerido, segin el nivel de la variable en el tratamiento. El agua se
afiadi6é con una regadera distribuyéndola uniformemente sobre todo el volumen de la

unidad experimental.

Monitoreo de temperatura y humedad (cada 7 dias): se realizd el monitoreo de la
temperatura (T) y humedad (H), el cual fue registrado en una hoja de chequeo elaborada

en Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016) como se muestra en el anexo 24.

La temperatura fue medida con un termémetro de escala de 0 - 50 °C con un error de

estimacion de + 0,1 °C, marca Silber Brand, en el centro de la biopila, cuidando que el

orificio de introduccion del termdmetro no tuviese un didmetro muy ancho para que no
se disipara la temperatura. El valor de la temperatura fue tomado aproximadamente 10
minutos después de haber introducido el termometro para garantizar la estabilizacion de

la medicion.

Para el monitoreo de la humedad se tomaron pequefias submuestras de profundidad y
superficie alternando en 5 puntos dispuestos en las diagonales que se correspondan,

cuatro de ellos en las esquinas y uno en el centro de los tratamientos. A partir de estas

50



submuestras se conformo6 una muestra compuesta homogenizando bien las porciones de
material tomadas y realizando un cuarteo para la seleccion de 3 g para el andlisis del

porcentaje de humedad por el método gravimétrico segin ONN (2011).

Se establecio para el monitoreo del factor % de humedad un intervalo del valor deseado
+ 2 unidades; teniendo en cuenta los resultados de la investigacion precedente (Casals et
al., 2020; Gonzélez, 2019) donde se demostré que para las condiciones de esta
investigacion, el factor % de humedad de la unidad experimental tuvo este
comportamiento atribuido a que el control de la misma se efectué de forma manual y a
la propia incertidumbre del método de ensayo, entendida como el parametro asociado al
resultado de una medicidon que caracteriza la dispersion de los valores que pudieran ser

razonablemente atribuidos a la magnitud a medir (ONN, 2008).

. Monitoreo fisico-quimico (tiempo 0, 50, 100 y 240 dias): andlogamente al muestreo
para el monitoreo de la humedad se muestred el contenido de cada unidad experimental
para la determinacion de la concentracion de HTP. Esta se realizé segin procedimiento

s de CEAC (2017b) y CEINPET (2020).

. Monitoreo ecotoxicologico (tiempo 240 dias): analogamente a los muestreos anteriores
se muestred el contenido de cada unidad experimental para los ensayos
ecotoxicologicos. Los bioensayos se realizaron utilizando los protocolos propuestos por

Valle (2018a) y Valle (2018b); y se detallan en el epigrafe 2.8.

. Monitoreo de las variables climaticas: se registraron datos semanales y mensuales
correspondientes a las variables de temperatura media (°C), humedad relativa media
(%), precipitacion (mm) y viento medio (km/h) desde marzo hasta noviembre de 2019.
Dichos datos fueron obtenidos a través de un certifico emitido por el Centro

Meteoroldgico Provincial de Villa Clara, Cuba (INSMET, 2020).

Las mediciones fueron tomadas de los archivos de la estacion meteorologica “La Piedra”
ubicada en Carretera a Jibacoa, km 4, Manicaragua, Villa Clara, con coordenadas de

Latitud de 22,00° 11,00’ N y Longitud de 79,00° 98,00” W, su identificacion en la red
climatologica es 78308. Dicha estacion se encuentra a 14 km del poligono experimental

y es un lugar con caracteristicas con caracteristicas fisicas, geograficas y climaticas
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similares a este. En la figura 5 se muestra una imagen satelital con la ubicacion de ambas

instalaciones.
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Figura 5: Imagen satelital con ubicacion del poligono experimental y estacion

meteoroldgica “La Piedra”. Fuente: Imagen modificada de Google Earth.

2.6 Analisis estadisticos de los datos de temperatura y humedad de las unidades

experimentales.

Se evalud el comportamiento de los factores abioticos (temperatura y humedad de cada
unidad experimental) durante el periodo de ejecucion del experimento. Los datos fueron
procesados estadisticamente utilizando el software Statgraphics Centurion XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) para cada variable de analisis con el
objetivo de determinar las diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. Se
realizaron analisis para la identificacion de datos aber rantes aplicando la Prueba de
Grubbs. Se realizaron comparaciéon de varias muestras y la prueba de hipodtesis
comparacion de multiples rangos, asi como Gréaficas de Individuos para corroborar que los
datos del monitoreo de la humedad de los tratamientos se encontraban en el rango deseado.
Ademas, se utilizaron pruebas graficas y tabulares para verificar el cumplimiento de

supuestos subyacentes al analisis de varianza.

Para evaluar la incidencia de las variables climaticas sobre el comportamiento de los
factores abiodticos se aplico el procedimiento de andlisis multivariado utilizando el
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Statgraphics Centurion XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010) para verificar la
relacion de las variables temperatura y humedad de las unidades experimentales, con las
variables climaticas analizadas y en funcién de los resultados se realizaron analisis de

regresion.
2.7 Evaluacion de la degradacion de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP).
2.7.1 Analisis de la degradacion de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP).

Se promediaron los resultados obtenidos, por CEAC y el Centro de Investigaciones del
Petréleo (CEINPET), del monitoreo de las concentraciones de HTP en cada unidad

experimental para el tiempo final de 240 dias.

Se determiné la masa de HTP removida
)

. . . ias.
de la concentracion de HTP a los 0 dias y los valores medios obtenidos para 240 S MR = ()- (5)
Ecuacion 5: Ecuacion para el calculo de la masa de HTP removida en cada unidad

experimental. Fuente: Elaboracion propia.

Donde:

MR: masa de HTP removida en la unidad experimental (kg).

HTPw=o: concentracién de HTP en la unidad experimental en el tiempo 0 dias (mg/kg).

HTPt=240: media entre los resultados de CEAC y CEINPET de las concentraciones de HTP

en la unidad experimental en el tiempo 240 dias (mg/kg).

Mbi: masa total inicial de la unidad experimental (kg).

Asimismo, se determind el porciegtg de remocion utilizando la ecuacion 6:

(HTP|

%R = -100

(6)

Ecuacion 6: Ecuacion para el calculo del porciento de remocion de HTP en cada unidad

experimental. Fuente: Elaboracion propia.
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Donde:
% R: % de remocion de HTP en la unidad experimental.
HTPw=o: concentraciéon de HTP en la unidad experimental en el tiempo 0 dias (mg/kg).

HTPt=240: media entre los resultados de CEAC y CEINPET de las concentraciones de HTP

en la unidad experimental en el tiempo 240 dias (mg/kg).

Se implemento un libro de calculo de Microsoft Office Excel para los calculos y graficos

necesarios (Microsoft, 2016).
2.7.2 Analisis e interpretacion de los resultados del disefio experimental.

Teniendo en cuenta que en el disefio experimental se consideraron dos variables de
respuesta fue necesario encontrar la combinacion de los factores estudiados donde ambas
respuestas tomaron valores aceptables dentro del rango de experimentacion. Para ello se
requi rid de una optimizacion simultanea para obtener una solucion de compromiso u 6

ptimo simultaneo, donde todas las variables tuvieron un nivel satisfactorio.

Para el andlisis de cada una de las variables de respuesta se procedi6 de forma andloga
segun Gutiérrez y De la Vara (2012), y utilizando el Statgraphics Centuriéon XVI version
16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se introdujeron los valores de los niveles de los factores estudiados y los resultados de las
variables de respuesta para el tiempo final del experimento en una hoja de datos del disefio

(Disenio de Box -Behnken) creado por el software.

Posteriormente se procedio a analizar el disefio experimental para las siguientes opciones

de estimar efectos: maximo de 2 del orden de efecto y un intervalo de confianza del 95 %.

Luego se procedi6 a realizar las pruebas tabulares (Resumen del andlisis de experimento,
ANOVA, Matriz de Correlacion y Coeficientes de Regresion) y las pruebas gréficas
(Diagrama de Pareto, Grafico de Efectos Principales, Grafica de Interaccion y Gréficos de

Respuestas) de los analisis estadisticos implementados por el software.

Se analizaron las propiedades ortogonalidad y rotabilidad, las cuales las cuales tienen que ver
con la calidad de estimacion del modelo. Se considera que un disefio es ortogonal cuando los

coeficientes estimados en el modelo ajustado no estan correlacionados entre si, lo cual
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hace que el efecto de cada término, representado por el pardmetro correspondiente, se
estime de manera mdas precisa. Del mismo modo es rotable cuando la varianza de la
respuesta estimada sobre un punto depende de la distancia de éste al centro del disefio y no

de la direccion en la que se encuentra.

A partir del analisis de varianza (ANOVA) y los coeficientes de regresion se obtuvo un modelo
cuadratico que describi6 el proceso estudiado, por otra parte, la tabla de optimizacion arrojo los
valores asignados a los factores estudiados para obtener el valor optimo de la variable de
respuesta. Asimismo, los graficos obtenidos muestran el comportamiento de dicho modelo al

variar los valores los factores estudiados en el rango establecido.

A partir de las pruebas de coeficientes individuales del modelo mostrado en el ANOVA se
evalu6 qué tanto contribuye cada término a la explicacion de la variable de respuesta, para
de esa forma valorar la eliminacion de los que tienen una contribucién poco importante. La

aplicacion del procedimiento anterior ayudé a depurar el modelo.

Se elijo el término que tuvo menor contribucion o menos significativo. Se procedio a eliminar los
términos de menor contribucién del modelo, se ajustdé un nuevo modelo y se compararon los

cambios en el coeficiente de determinacion (Rz), el coeficiente) de determinacion ajustado (Rzaj) y

la raiz cuadrada del cuadrado medio del error (para los dos modelos. Se evalud siguiendo el mismo
proceder hasta que sélo quedaron en el modelo términos significativos, o términos que al
eliminarlos disminuia el ajuste del modelo. Este proceso continu¢ hasta que s6lo quedaron en el
modelo términos significativos.

Esta técnica se conoce como técnica de seleccion de variables por pasos hacia atras, y se
inicié con un modelo que incluyd todos los términos, y paso a paso le quit6 las variables
que menos contribuyeron al ajuste. En resumen, se obtuvo un modelo depurado que incluy6

solo términos que realmente ayudaron a explicar la variable de respuesta.

En el andlisis anterior, teniendo en cuenta que en superficie de respuesta se prefieren los
modelos jerarquicos, este criterio fue considerado en la depuracion del modelo. Un modelo de
superficie de respuesta es jerarquico si contiene todos los términos mas simples que componen
los términos de mayor orden que estan en el modelo. Esto implicé la eliminacion de efectos o

términos del modelo con el objetivo de encontrar una region n experimental que
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arroje resultados favorables, ademas permitid que algunos términos no significativos

permanecieran en el modelo para lograr la jerarquia.

Fue preciso verificar que cada modelo cumpliera los supuestos tradicionales de normalidad,

varianza constante e independencia de los residuos, y que el coeficiente de determinacion

Rzaj de cada modelo sea mayor que 70 %.

En la practica se utilizaron las muestras de residuos para comprobar los supuestos del
modelo, ya que, si los supuestos se cumplen, los residuos o residuales se pueden ver como
una muestra aleatoria de una distribucion normal con media cero y varianza constante. Los

analisis y pruebas estadisticas fueron las siguientes:

1. Normalidad: se cumple si los residuos del modelo del disefio siguen una distribucion
normal. Para analizar dicho supuesto se realiz6 la prueba analitica de Shapiro — Wilks y
graficos de probabilidad normal.

2. Varianza constante: también conocido como homocedasticidad es el supuesto del
ANOVA del diseno, que se cumple cuando todos los tratamientos presentan igualdad de
varianza en sus errores de estimacion. Para validar dicho supuesto se analizd el
comportamiento del grafico de predichos vs residuos.

3. Independencia: refiere que los residuos deben ser independientes unos de otros. Para
analizar el cumplimiento de dicho supuesto, se realizo la prueba de Durbin — Watson y
grafica de orden de corrida vs residuos para comprobar el supuesto de independencia,

asi como otras pruebas de comprobacion de supuestos.

Una vez que se obtuvieron los modelos debidamente ajustados y validados se procedid a
explorar la superficie descrita por los mismos para encontrar la combinacion de niveles en

los factores que dan por resultado un valor 6ptimo de las respuestas.

Se analizaron las condiciones de operacion que arroja ron mejores resultados de las dos
variables de respuesta al mismo tiempo, cumpliendo con la concentracion de HTP final
establecida para la disposicion final del residuo segin la norma ONN (2017) de 10 000
mg/kg.

En este contexto se procedid a realizar una Optimizacién de Multiples Respuestas para
obtener una optimizacion simultanea y buscar una solucion de compromiso donde todas las

variables tengan un nivel satisfactorio.
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Para la optimizacion simultdnea se utiliz6 el método analitico basado en la funcion
deseabilidad (Gutiérrez & De la Vara, 2012). Este método provee soluciones consistentes
tanto con los datos observados en el experimento como con la informacidon que se les
provee. Asimismo, es intuitivo y flexible ya que permite balancear de diversas formas la

importancia relativa de las respuestas.

El método de la funcion deseabilidad consiste, en definir una funcion en el espacio de factores
que estimo la deseabilidad global del producto en cada punto, o sea la funcién de los factores
estudiados que transformando los valores predichos por el modelo en una escala de 0 a 1 para
indicar que tan deseables son. De esta forma convirtid el problema de optimizacion
multivariado en un problema de optimizacién univariado. Con solo maximizar la funcion

deseabilidad se obtiene el punto 6ptimo busca do (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

Para la aplicacion de este método se utilizé el software Statgraphics Centurion XVI version
16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010) utilizando la opcién de Optimizacion de Multiples
Respuestas que permitié determinar los valores de los factores estudiados que cubrieran las
caracteristicas deseadas para ambas respuestas simultdneamente. Se construyo la funcion de

deseabilidad, basada sobre los valores de las variables respuesta, la cual se maximizo.

Se buscaron los valores de los factores que maximizaron la masa de HTP removida, y
mantuvieron una concentracion de HTP final del orden de 8 000 mg/kg, para asegurar el
intervalo de incertidumbre del método de ensayo y la propia del modelo ajustado.

Asimismo, garantizar la economia de la ecotecnologia.

El analisis e interpretacion de los resultados del disefio permitio evaluar la influencia de las
variables de operacion sobre la biorremediacion de HTP. No obstante, también fue necesario

tener en cuenta criterios ecotoxicoldgicos y de manejo de las unidades experimentales.
2.8 Evaluacion ecotoxicoldgica.

La toxicidad es el grado de efectividad de una sustancia téxica en humanos, animales, plantas o
microorganismos. Se evaliia mediante bioensayos que consisten en poner organismos vivos a
sustancias toxicas y registrar los efectos sobre los mismos. En este sentido es comtn que las
pruebas de fitotoxicidad estén orientadas a la valoracion de: la mortalidad (toxicidad aguda), el
indice de germinacion, la elongacion radicular, el crecimiento de produccion de biomasa, el
contenido de clorofila y la tasa fotosintética entre otras (Fernandez et al., 2006).
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La evaluacion ecotoxicoldgica constituye una excelente herramienta en la evaluacion del
riesgo ambiental. Representan una metodologia ventajosa al brindar informacion acerca de
alguna sustancia que resulte toxica en el medio, es decir, algiin agente que pueda producir
un efecto adverso en el sistema bioldgico, dafiar su estructura o funcioén, o producir la
muerte. En la practica estos métodos no pueden reemplazarse por los andlisis quimicos

(Pentreath, Gonzalez, Barquin, Rios, & Perales, 2015).

Es por esto que se evalud6 la calidad ecotoxicoldgica del residuo final de cada tratamiento
(240 dias). Se realizaron dos bioensayos utilizando dos patrones de organismos: uno animal
con Eisenia foetida Savigny y uno vegetal con Lactuca sativa Linneo. Los bioensayos se

realizaron utilizando los protocolos propuestos por Valle (2018a) y Valle (2018Db).
2.8.1 Patron animal empleando Eisenia foetida.

Las lombrices son ampliamente reconocidas como biomodelo para evaluar la toxicidad de
suelos contaminados, este organismo es un componente abundante y de gran valor dentro de los
ecosistemas terrestres por lo que es considerado un bioindicador “in situ” o centinela de
posibles dafios al ecosistema. Tiene facil recoleccion, manipulacion y mantenimiento en
una variedad de residuos orgénicos. La especie recomendada es Eisenia foetida que, aunque
no es una tipica lombriz de tierra se encuentra en suelos ricos en materia organica con una
susceptibilidad a productos quimicos similar a la de especies que habitan en el suelo. Es

prolifica y tienen un ciclo de vida corto (8 semanas para alcanzar la madurez).

Se emplearon lombrices adultas (de mas de 2 meses de edad) de la especie Eisenia foetida
con un peso promedio de 300-600 mg procedentes del laboratorio de Sanidad Vegetal de
Santa Clara de Villa Clara. Las lombrices a incluir en el ensayo se seleccionaron en funcion

de su madurez, peso y morfologia de esta forma se logro homogeneidad en el biomodelo.

A partir de la vista en planta y partiendo del disefio experimental se elabord el disefio del
estudio. Siguiendo la metodologia de Valle (2018a) se tomd de cada tratamiento una muestra

para cada ensayo con Eisenia foetida obteniéndose en total 15 ensayos, mas 2 ensayo testigo.

Dichas lombrices se mantuvieron, al menos 7 dias, antes del ensayo en un contenedor plastico
con suelo pardo grisdceo, en las mismas condiciones y ambiente que durante el ensayo:
temperatura controlada en un rango de 18 — 22 °C (fase de aclimatacién), intensidad de

1luminacion de 400 a 800 lux. La alimentacion fue a costa de estiércol de vacuno.

58



Antes de ser colocadas en los contenedores plésticos para iniciar el ensayo, las lombrices se
depositaron por 24 horas en papel filtro humedecido con la finalidad de vaciar sus
intestinos. Luego se lavaron con agua destilada, se secaron cuidadosamente con papel de
filtro, se pesaron y seleccionaron segun los criterios de seleccion descritos anteriormente y
se distribuyeron aleatoriamente en conjuntos de 5 lombrices. Cada conjunto de 5 lombrices

fue colocado en un contenedor plastico que contuvo la muestra.

El ensayo se extendid por 28 dias. Las lombrices fueron observadas periddicamente durante
el ensayo, las lombrices muertas fueron removidas y los datos recogidos. Las lombrices se
consideraron muertas al no responder a ningin estimulo mecanico. Se registrd cualquier

sintoma patologico.

Para que la prueba sea considerada como valida, la mortalidad en el control no debera
exceder el 10 % al final del periodo de exposicion, de resultar lo contrario se extiende el

periodo de observacion por 15 dias mas.

Se realizaron observaciones pertinentes tanto de las variables a medir como de las de
respuestas, siendo las primeras: el registro diario de temperatura y humedad relativa del

local de prueba. Las variables de respuestas fueron:

Mortalidad.

- Signos de toxicidad (alteraciones fisioldgicas y/o conductuales).
- Movimientos répidos.

- Disminucion del movimiento.

- Aspecto filiforme.

- Inflamacion del clitelo.

- Ulceracion del clitelo.

- Necrosis del clitelo.

- Abultamientos y constricciones del cuerpo.

- Consistencia blanduzca.

- Pérdida de liquido celémico.
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Para los organismos se determind el porcentaje de mortalidad.
2.8.2 Patron vegetal empleando Lactuca sativa.

Los bioensayos con plantas se consideran, de manera creciente, para el diagndstico
ecotoxicologico. Dentro de las metodologias estandarizadas para establecer condiciones
controladas la especie Lactuca sativa (lechuga) han sido recomendada por la US EPA
(Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos) y la FDA (Administracion de
Drogas y Alimentos de Estados Unidos) para ensayos de fitotoxicidad, encontrandose entre
las especies mas sensibles. Las plantas vasculares son recomendadas debido a su mayor
sensibilidad, en comparacion con otras especies (Valle, 2018b; Wang, 1991). Ademas que
se considera un bioindicador estandarizado para evaluar toxicidad causada por

hidrocarburos (Valle, 2018b).
Se sigui6 una metodologia analoga al ensayo previamente mencionado con Eisenia foetida.

La obtencion de semillas de lechuga Lactuca sativa se realizd en la Empresa Provincial de
Semillas Varias de Villa Clara, certificadas por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de Villa
Clara con viabilidad probada mayor del 90 %, sin curar (sin fungicidas o plaguicidas), con
buen poder germinativo y baja variabilidad en la elongacion de la radicula e hipocétilo. Las
semillas se agruparon por tamafio y morfologia y se escogio el grupo mas uniforme para su

inclusion en el ensayo definitivo.

También se realizaron las observaciones pertinentes tanto de las variables a medir como de
las de respuestas, siendo las primeras: El registro diario de temperatura y humedad relativa

del local de prueba. Las variables de respuestas fueron:

1. Germinacion.

2. Signos de toxicidad o efectos fitotoxicos (alteraciones fisioldgicas).
3. Elongacion de la raiz.

A fin de determinar la fitotoxicidad del suelo se obtuvo el IG (indice de Germinacion)
(Valle, 2018b) como se observa en la ecuacion 10, que integra el porciento relativo de
germinacion (PGR) y el crecimiento relativo de las raices (CRR) mostrados en las

ecuaciones 8 y 9 respectivamente:
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SG

PGR = saT ° 100 (8)
Ecuacion 8: Calculo del porciento relativo de germinacion. Fuente: (Valle, 2018a).

Siendo:
PGR: porcentaje relativo de germinacion.
SGM: numero de semillas germinadas en la muestra.

ERM

SGT: niimero de sem illas germinadas en el testigo.

CRR= ERT 100 9)

Ecuacion 9: Calculo del crecimiento relativo de las raices. Fuente: (Valle, 2018a).
Siendo:

CRR: crecimiento relativo de las raices (cm).

ERM: elongacion de radiculas en la muestra (cm).

PGRx CRR

ERT: elongacion de radiculas en el testigo (cm).

IG= 100 (10)

Ecuacién 10: Calculo del indice de Germinacién. Fuente: (Valle, 2018a).
Siendo:

IG: indice de Germinacion (%).

PGR: porcentaje relativo de germinacion.

CRR: crecimiento relativo de las raices (cm).

Este indice resulta mas consistente al abordar dos etapas que pueden manifestar diferente

comportamiento frente al contaminante.

Los resultados obtenidos de IG se reunieron en tres categorias fitotoxicas: severa, moderada y
leve (Valle, 2018b). En ellas se establecio el siguiente criterio de interpretacion: severa, para
valores de IG < 50 % indicando fuerte presencia de sustancias fitotoxicas; moderada para

valores entre 50 y 80 % y leve si el IG > 80 %, lo que indic6 que no hay sustancias
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fitotoxicas o estan en muy baja concentracion. Para la obtencion de los resultados se

implemento6 una hoja de calculo en Microsoft Excel (Microsoft, 2016).
2.9 Manejo de las unidades experimentales.

Se realizd el registro sistematico del comportamiento cualitativo del manejo de las unidades

experimentales (tratamientos), a partir del juicio y la experticia del equipo de investigadores.

Se tuvieron en cuenta diversos factores, tales como: manipulacion, formacion de grumos,
degradacion del texturizante, retencion de humedad y generacion de lixiviados

(BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017).

2.10 Seleccion de los valores de las variables de operacion a utilizar en el escalado de la

ecotecnologia de biopila.

A parir de los resultados obtenidos en la evaluacion de la degradacion de HTP, la
evaluacion ecotoxicologica y del comportamiento del manejo de las unidades
experimentales, se seleccionaron los valores de las variables de operacion investigadas a
utilizar en el escalado de la ecotecnologia de biopila; que aseguren tanto la eficacia de la

biorremediacién como un manejo adecuado de la biopila.

Se tuvieron en cuenta criterios ingenieriles de la tecnologia (BATTELLE & NFESC, 1996;

EPA, 2017); asi como el juicio y la experticia del equipo de investigadores.

Posteriormente, mediante el modelo obtenido por el disefio de experimento que describio el
comportamiento de la concentracion de HTP final en funcion de los factores estudiados, se
verifico si para los valores s eleccionados de las variables de operacion se obtuvo una
concentracion de HTP final que cumpliera con la norma de disposicion final (ONN, 2017),
teniendo en cuenta intervalos de incertidumbre del método de ensayo y la propia del

modelo ajustado.

Los célculos anteriores fueron realizados en una hoja de célculo en Microsoft Office Excel

(Microsoft, 2016).
2.11 Conclusiones parciales.

1. El procedimiento metodologico elaborado para la evaluacion de la influencia de las

variables de operacion seleccionadas de la ecotecnologia de biopilas sobre la
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biorremediacion de residuos petrolizados, a escala de banco, permitié ordenar
secuencialmente los protocolos de la investigacion y dar respuesta a los fines de la
investigacion.

Se integraron métodos, técnicas y herramientas de la investigacion cientifica bajo el
principio de la convergencia metodologica; destacdindose el empleo del disefio de
experimentos, balance de masa, disefio ingeniero y el andlisis estadistico soportados

con el uso de software profesionales y el desarrollo de libros de calculos Excel.

63



Capitulo 3



Capitulo 3: Analisis y discusion de los resultados.

En este capitulo se desarroll6 el tercer objetivo especifico de la investigacion. A partir del
procedimiento metodoldgico disefiado e implementado en el capitulo anterior, se
obtuvieron resultados los cuales se someten a discusion para la evaluacion de la
biorremediacion de r esiduos petrolizados mediante la ecotecnologia de biopilas a escala de
banco, en funcion de las variables de operacion estudiadas. Ademas, se abordo la seleccion

de las variables de operacion a ser utilizadas en el escalado de la ecotecnologia de biopilas.
3.1 Caracterizacion de los materiales (suelo, residuo petrolizado y texturizante).
3.1.1 Eleccion, acopio y caracterizacion del suelo.

Se utiliz6 un suelo pardo grisaceo, caracteristico de la region central de Cuba, de bajo

potencial agricola. La caracterizacidén geotécnica del suelo es la siguiente (ENIA, 2018):

1. De acuerdo a la norma ONN (2000b) Clasificacion geotécnica de los suelos (SUCS), el

mismo se clasificod como SC -SM Arena arcillo limosa, de baja plasticidad.

2. También, segin la valoraciéon de la permeabilidad de acuerdo con el método de
Terzaghi y Peck y de acuerdo con la composicion granulométrica de este suelo se

estima que el mismo se encuentra entre moderadamente permeable y poco permeable

con valores estimados de Kr entre 1x107! y 1x107 cmy/s.

La densidad aparente del suelo utilizado fue de 1 058,00 kg/ms. En el anexo 25 se muestran

las propiedades fisicas del suelo utilizado.

En la tabla 3 se muestra la composicién de nitrogeno (N), f6 sforo (P) y pH del suelo

empleado.

Tabla 3: Composicion de nitrogeno (N), fosforo (P) y pH del suelo utilizado. Fuente:
(UCTB, 2017b).

N (mg/g) P (mg/g) pH
Suelo 1,98 1,24 5,72

La composiciéon elemental del suelo, incluido el pH es caracteristico del tipo de suelo pardo
grisaceo. El contenido de nitrégeno y fosforo del suelo fue insuficiente para que la poblacion
microbiana pueda asimilar y degradar los componentes del petrdleo; lo que justifica la

necesidad de adicion de texturizantes y enmiendas (EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003).
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El pH de suelo estd por debajo del rango Optimo (6 -8 unidades) para la actividad
microbiana y que deberd ser corregido una vez conformadas las biopilas a partir de la

adiccion de las enmiendas (EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003).
El contenido de metales pesados en el suelo se observa en la tabla 4.

Tabla 4: Contenido de metales pesados en el suelo. Fuente: (LEA, 2017).

Metales Unidad de medida | Resultado
Cadmio (Cd) mg/kg <L.C*
Plomo (Pb) mg/kg <L.C*
Cobre (Cu) mg/kg 10,30
Hierro (Fe) % 5,43
Manganeso (Mn) mg/kg 922,00
Zinc (Zn) mg/kg 66,00
Niquel (Ni) mg/kg 6,00
Cromo (Cr) mg/kg 18,70
Bario (Ba) mg/kg 902,00
Cobalto (Co) mg/kg 19,60
Aluminio (Al) % 2,76

* L.C el Limite de cuantificacion.

La concentracion total de metales pesados es inferior al limite maximo establecido
(BATTELLE & NFESC, 1996; EPA, 2017; Velasco & Volke, 2003), para el correcto

funcionamiento del proceso de compostaje mediante biopilas.
3.1.2 Eleccion, acopio y caracterizacion del residuo petrolizado.

Como se apunto en el epigrafe 2.1.2 este residuo procedente un equipo tecnoldgico de la
planta de tratamiento de residuales de la Refineria de Petroleo de Cienfuegos esta
constituido por sedimentos que se van acumulando con el tiempo en el fondo del equipo, y
que es necesario extraerlos antes de comenzar una actividad de mantenimiento y reparacion
del mismo. Este residuo puede ser clasificado segiin el Anexo 1 de la Resolucion No.

136/2009 como un desecho peligroso, categoria Y11 segun la ONN (2017).

La densidad aparente del residuo fue 823 kg/mS. La composicion quimica del residual

petrolizado se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5: Composicion quimica del residual petrolizado. Fuente: Fuente: (LEA, 2018).

Grasas y Aceites | HTP
(mg/kg) (mg/kg)
Residual 141 575 123 725

Grasas y Aceites: el contenido de Grasas y Aceites representan un 14,16 % en masa del
residual analizado. Se corresponden en su mayoria con derivados de alto peso molecular
obtenidos durante el proceso de sedimentacion. De acuerdo a estos niveles, se recomienda
emplear tecnologias de biorremediacion para su manejo y posterior disposicion (ONN,

2017).

Hidrocarburos Totales del Petroleo: el contenido de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP)
representa un 12,37 % en masa del residual, asi como un87,39 % del total de maltenos. El
manejo de este tipo de residuo tiene como objetivo principal su almacenamiento temporal,
transporte, tratamiento, disposicion final y/o eliminacién, en condiciones que no generen
peligro a la salud o al ambiente. Se establece como criterio de disposicid n final un contenido

de hidrocarburo de hasta un 1 % (10 000 mg/kg) (ONN, 2017).
3.1.3 Eleccion, acopio y caracterizacion de los materiales texturizante s.

Se utilizé un texturizante combinado con un 75 % de estiércol vacuno y un 25 % para el
bagazo de cafia integral. La caracterizacion fisico — quimica de los texturizantes se muestra
en la tabla 6.

Tabla 6: Caracterizacion quimico-fisica de los materiales texturizantes. Fuente:

(UCTB, 2017a).

Texturizantes N P C/N pH Densidad aI;arente
(%) (%) (kg/m”)
Estiércol Vacuno 1,91 1,18 12,58 7,48 278
Bagazo de caiia integral | 0,18 0,03 326,50 5,16 73

Como ya se explico anteriormente el contenido de nitrogeno y fosforo disponible favorece
los procesos microbianos por lo que texturizantes o agentes de volumen con niveles
superiores a 1 %, pueden ser considerados como proveedores adecuados de nutrientes.
Pudiéndose observar como el estiércol presenta niveles por encima del 1 %, lo cual hace

significativo los aportes de este nutriente por cada uno de ellos. En el caso del fosforo, el
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estiércol vacuno, también presenta los mayores niveles por encima del 1 %, convirtiéndolo en
el texturizante con mayores aportes de este nutriente a los tratamientos (biopilas). Se evidencia
ademas el analisis de la relacion C/N, donde también el estiércol presenta menores valores. Por
lo que, de los dos agentes de volumen bajo estudio, destaca el estiércol vacuno como el de

mayor cantidad de nutrientes biodisponibles para el proceso de compostaje.

Con relacion a | pH de los texturizantes se aprecid que el pH del estiércol vacuno esta en el
rango recomendado, mientras que el pH del bagazo de cana integral estd por debajo del
mismo y es caracteristico de este material. Gonzélez (2019) demostré que una vez afiadidas
las enmiendas ocurre un incremento de pH por lo que a pesar de lo anterior se alcanzo el

rango Optimo de pH establecido (6-8).
3.2 Diseiio de experimentos.

El disefio de experimento se ejecutd tal como fue descrito en el epigrafe 2.2. La tabla 7

muestra el nivel asignado a cada factor estudiado en las 15 corridas experimentales.

Tabla 7: Nivel asignado a cada factor estudiado en las 15 corridas experimentales.

Fuente: Elaboracion propia.

Factores X X X3
HTP Texturizante Humedad
Tratamiento (mg/kg) (%) (%)
T1 39 000 (+1) 8 (0) 20 (-1)
T2 30 500 (0) 8 (0) 25 (0)
T3 30 500 (0) 12 (+1) 30 (+1)
T4 30 500 (0) 8 (0) 25 (0)
T5 22 000 (-1) 8 (0) 20 (-1)
T6 30 500 (0) 4 (-1) 20 (-1)
T7 39 000 (+1) 12 (+1) 25 (0)
T8 30 500 (0) 12 (+1) 20 (-1)
T9 22 000 (-1) 8 (0) 30 (+1)
T10 39 000 (+1) 4 (-1) 25 (0)
T11 30 500 (0) 4 (-1) 30 (+1)
T12 22 000 (-1) 12 (+1) 25 (0)
T13 30 500 (0) 8 (0) 25 (0)
T14 22 000 (-1) 4 (-1) 25 (0)
T15 39 000 (+1) 8 (0) 30 (+1)

Los atributos del arreglo experimental utilizado fueron:
1. Clase de disefio: Superficie de Respuesta.
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Nombre del disefio: disefio de Box -Behnken.

Numero de factores experimentales: 3 .

Numero de bloques: 1.

Numero de corridas: 15, incluyendo 3 puntos centrales por bloque.

Grados de libertad para el error: 5.

S A A e

Aleatorizado.

3.3 Diseiio ingeniero de las unidades experimentales.

Los resultados del disefio ingeniero de las unidades experimentales, obtenidos a partir del
balance de masa a nivel de cada unidad experimental, se muestran en la tabla 8, junto a las
dimensiones de las mismas para cada tratamiento. Estas se determinaron haciendo uso de

una hoja de célculo implementada en Microsoft Excel como se muestra en el Anexo 26.

Tabla 8: Resultados del balance de masa y dimensiones de las unidades experimentales.

Fuente: Elaboracion propia.

Masa Masa de Masa de Masa de Longitud | Ancho de
Tratamiento | de suelo resu‘luO estiereol Bagazo de la base la base
(kg) petrolizado vacuno (kg) (cm) (cm)
(kg) (kg)

T1 25,30 13,35 2,52 0,84 88,00 59,00
T2 28,26 10,38 2,52 0,84 87,00 58,00
T3 26,58 10,38 3,78 1,26 92,00 61,00
T4 28,26 10,38 2,52 0,84 87,00 58,00
TS 31,22 7,42 2,52 0,84 87,00 58,00
T6 29,94 10,38 1,26 0,42 83,00 55,00
T7 23,61 13,35 3,78 1,26 92,00 61,00
T8 26,58 10,38 3,78 1,26 92,00 61,00
T9 31,22 7,42 2,52 0,84 87,00 58,00
T10 26,97 13,35 1,26 0,42 83,00 55,00
T11 29,94 10,38 1,26 0,42 83,00 55,00
T12 29,54 7,42 3,78 1,26 92,00 61,00
T13 28,26 10,38 2,52 0,34 87,00 58,00
T14 32,90 7,42 1,26 0,42 82,00 55,00
T15 25,29 13,35 2,52 0,84 88,00 59,00

En la figura 6 se muestra la distribucion en planta aleatorizada de las unidades

experimentales, segiin los resultados de los disefios experimental e ingeniero.
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Vista en planta del area experimental del Proyecto Biopilas.
Escala Semipiloto.
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Figura 6: Vista en planta de las unidades en el poligono experimental. Fuente:

T15

Elaboracion propia.
3.4 Montaje de las unidades experimentales.

En la figura 7 se muestran imagenes del proceso de montaje de las unidades
experimentales: homogenizacion del residual petrolizado (a), mezcla (b), estabilizacion (c),

conformado (d), estandarizacion (e) y distribucion en planta (f).
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(d) (e) n

Figura 7: Imagenes proceso de montaje de las unidades experimentales. Fuente:

Elaboracion propia.

Al ser anadidas las enmiendas necesarias cada unidad experimental alcanzé la relacion
C:N:P:K dentro del rango establecido en la literatura cientifica, esta relacion se ilustra en la
tabla 8.

Tabla 8: Resultados de la masa de enmiendas adicionadas a cada unidad experimental.

Fuente: Elaboracion propia.

Tratamientos C C:N C:P C:K
T1 100 10 1,1 0,1
T2 100 10 1,3 0,1
T3 100 10 1,6 0,1
T4 100 10 1,3 0,1
T5 100 10 1,5 0,1
T6 100 10 1,0 0,1
T7 100 10 1,4 0,1
T8 100 10 1,6 0,1
T9 100 10 1,5 0,1
T10 100 10 1,0 0,1
T11 100 10 1,0 0,1
T12 100 10 1,8 0,1
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T13 100 10 1,3 0,1
T14 100 10 1,1 0,1
T15 100 10 1,1 0,1

Se corrobor6 el aporte de nutrientes del texturizante, destacandose el aporte de N y P del
estiércol. Por esta razon en varias de las unidades experimentales donde ¢l % de
texturizante fue de 8 o 12 % no fue necesario anadir enmienda que aportara fosforo. El
aporte de P del texturizante fue mayor que el necesario por lo que aumento su relacion C:P
en los tratamientos 1, 2, 3,4, 5, 7, 8,9, 12, 13 y 15. El tratamiento 14 con el nivel bajo de
texturizante (4 %) tampoco se le afiadio fosforo, ya que su contenido de C fue bajo debido

al nivel de concentracién de HTP.

En los tratamientos 6, 10 y 11 fue necesario afnadir P ya que el nivel de texturizante fue

bajo y la concentracion de HTP se trabaj6 en el nivel medio o alto.

En el anexo 27 se muestra la hoja de calculo de Microsoft Excel con el balance de masa
para la adiccion de enmienda. En el anexo 28 se muestran los resultados de las masa de
enmienda adicionada para garantizar la relacion C:N:P:K deseada en cada una de las

unidades experimentales.

El conformado de las unidades experimentales corroboro la validez del disefio ingeniero. Se

estandarizaron las dimensiones de la base, altura y angulo de reposo para cada tratamiento.
3.5 Monitoreo de las unidades experimentales.

Las unidades experimentales fueron monitoreadas en el transcurso del experimento tal

como fue descrito en el epigrafe 2.5.

En el anexo 29 se muestran los datos del monitoreo semanal de temperatura y humedad de
las unidades experimentales. En particular se logré mantener la humedad de las unidades

experimentales en el valor deseado + 2 unidades.

En el anexo 30 se muestran los datos del monitoreo fisico-quimico obtenidos por CEAC y

CEIPET a los 0 y 240 dias.
En el anexo 31 se muestran los datos de las variables climaticas (INSMET, 2020).

Los datos ecotoxicologicos se muestran en el epigrafe 3.8.
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3.6 Analisis estadistico de los datos temperatura y humedad de las unidades

experimentales.

El andlisis estadistico de los datos del monitoreo semanal de la temperatura y humedad de

las unidades experimentales arrojo los siguientes resultados:

Temperatura:

Se comprobaron la normalidad, varianza constante e independencia de los datos de
temperatura de las unidades experimentales. Asi como el supuesto de que los datos de las
variables climdticas temperatura ambiente y humedad media relativa provienen de una

distribucion normal como se muestra en el anexo 32.

Se corrobord que no existieron diferencias significativas entre las medias de la temperatura

de los 15 tratamientos. En la tabla 9 se muestra el ANOVA.

Tabla 9: Analisis de Varianza para Temperatura. Fuente: Elaboracion propia, salida
del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon -F Valor-P
Entre grupos 14,0043 15 0,93362 0,45 0,9640
Intra grupos 1000,9 480 2,08521
Total (Corr.) 1014,91 495

La razon F es el cociente entre el estimado del cuadrado medio entre grupos y el estimado
de dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la razén -F es mayor o igual que 0,05, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las temperaturas de

los 15 tratamientos con un nivel del 95,0 % de confianza.

Estos resultados se corresponden con el comportamiento de la temperatura en las unidades
experimentales en la fase precedente de la investigacion (Casals et al., 2020; Gonzélez,
2019). Lo anterior puede ser explicado a partir de los criterios expuestos por Behrentz y
Giraldo (1999) que refieren que en biopilas a pequenas escalas existe un valor grande para
la razon existente entre el area superficial de las biopilas y el volumen reaccionante, que
impide que no se acumule el calor de reaccion y por lo tanto no se logran las temperaturas

que caracterizan este tipo de sistemas en condiciones reales de operacion.
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Considerando que no existen diferencias significativas de medias entre las temperaturas de
cada tratamiento y que todos poseen la misma cantidad de observaciones, se promediaron

dichos valores para obtener una temperatura de tratamientos promedio (intratratamientos).

En la tabla 10 se muestra la media de las temperaturas de los 15 tratamientos y la temperatura
intratratamientos; el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su
muestreo, este error es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el
numero de observaciones en cada nivel. También muestra un intervalo alrededor de cada
media. Los intervalos mostrados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher y se pueden observar graficamente en el anexo 33 mediante la

grafica de medias. Ademas, se observan los grupos homogéneos formados.

Tabla 10: Medias con intervalos de confianza del 95.0 % y grupos homogéneos
(porcentaje LSD). Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics

Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

. . Error Est. | Limite Limite Grupos
Tratamientos Casos| Media . . .
(s agrupada) | Inferior | Superior |Homogéneos
Tratamiento 11 T 31 124,258 | 0,259355 23,8977 | 24,6184 |X
Tratamiento 15 T 31 [24,274] 0,259355 [23,9138 | 24,6345 (X
Tratamiento 7 T 31 24,407 | 0,259355 | 24,0461 | 24,7668 |XX
Tratamiento 5 T 31 24,413 ] 0,259355 |24,0526 | 24,7733 |XX
Tratamiento 6 T 31 [24,465] 0259355 |24,1042 | 24,8249 |XX
Tratamiento 10 T 31 24,468 ] 0,259355 |24,1074 | 24,8281 |XX
Tratamiento 14 T 31 24,5 0,259355 | 24,1397 [ 24,8603 [XX
Tratamiento 13 T 31 24,532 0,259355 24,1719 | 24,8926 |XX
Temperatura intratratamientos | 31 |24,534 | 0,259355 |24,1738 | 24,8945 |XX
Tratamiento 12 T 31 [24,565] 0,259355 |24,2042 | 24,9249 |XX
Tratamiento 8 T 31 24,587 ] 0,259355 |24,2267 | 24,9474 |XX
Tratamiento 4 T 31 24,597 ] 0,259355 |24,2364 | 24,9571 |XX
Tratamiento 3 T 31 124,629 0,259355 |24,2687 | 24,9894 |XX
Tratamiento 9 T 31 |24,645| 0,259355 | 24,2848 | 25,0055 |XX
Tratamiento 2 T 31 24,677 0,259355 |24,6397 | 25,3603 |XX
Tratamiento 1 T 31 25,0 0,259355 [ 24,6397 [ 25,3603 X

Como se puede observar se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de
las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. Por lo anterior se infiere que solo existe
una diferencia estadisticamente significativa entre las temperaturas del tratamiento 1 y 11 y

las temperaturas del tratamiento 1 y 15.
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El resto no presentan diferencia estadisticamente significativa.

Asimismo, la temperatura intratratamientos no presenta diferencias estadisticamente
significativas con ningln tratamiento para un 95 % de confianza. Ello se puede corroborar
graficamente segun la figura 8 que muestra los diagramas de cajas y bigotes de las

temperaturas de los 15 tratamientos y las temperaturas intratratamientos

Grafico Caja y Bigotes
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Figura 8: Grafico de cajas y bigotes para comparar la Humedad entre Tratamientos.
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

En este caso se observa que la mayoria de los valores de temperatura de todos los tratamientos
oscilan entre 23 °C y 26 Oc excepto el del tratamiento 1 que la mayoria de sus valores estan

entre 24 °C y 26 OC. La linea azul y la cruz indican la mediana y la media de los tratamientos

respectivamente, por lo que podemos concluir que todos los tratamientos poseen la misma

mediana exceptuando al tratamiento 15 cuyo valor se queda una unidad por debajo del resto.

Las medias de las 16 variables analizadas oscilan entre 24 °C y 25 0C, estando en el

extremo inferior del intervalo las medias de los tratamientos 11 y 15, y la media del
tratamientol en el extremo superior del mismo. Se reafirmo6 que solo existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las temperaturas del tratamiento 1 y 11, y las

temperaturas del tratamiento 1 y 15.

Se graficaron las temperaturas de los 15 tratamientos para cada semana del estudio y se
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incluyeron los valores de la temperatura ambiente promedio en las mismas frecuencias

como lo muestra la grafica del anexo 34, mostrando un comportamiento similar.

Se realiz6 un analisis multivariado para analizar las correlaciones que existen entre la
temperatura de cada tratamiento y las variables ambientales: temperatura ambiente media,
humedad relativa media, precipitaciones acumuladas y vientos medios. En el anexo 35 se

muestra la matriz de correlacion que arrojé dicho analisis.

Segun los coeficientes de Pearson se aprecia que existe una correlacion fuerte y directa

entre las temperaturas de los 15 tratamientos y la temperatura intratratamientos.

Del mismo modo se observo una correlacion significativa, moderada y directa entre las
temperaturas intratratamientos y las temperaturas de los 15 tratamientos con respecto a las
variables ambientales: humedad relativa media y temperatura ambiental media. Estos
resultados también se corresponden con la investigacion precedente (Casals et al., 2020;
Gonzalez, 2019) y se explican de por si solo por el efecto de las variables climaticas sobre

el comportamiento termodinamico de las unidades experimentales.

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizd una regresion lineal multiple entre los valores de
temperatura intratratamientos y los valores de temperatura media y humedad relativa del
ambiente. En la ecuacion 11 se muestra el modelo de regresion lineal multiple obtenido, que

muestra una relacion estadisticamente significativa entre las variables con un nivel de

confianza del 95,0 %. En el anexo 36 se muestran los resultados estadisticos.

Ecuacion 11: Modelo que describe el comportamiento de la temperatura
intratratamientos con respecto a la temperatura ambiente y humedad media relativa.
Fuete: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
Donde:
TI: Temperatura intratratamientos (OC).

Xi: Temperatura ambiente (OC).

X2: Humedad media relativa (%).
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Humedad:

Se comprobaron la normalidad, varianza constante e independencia de los datos de

humedad de las unidades experimentales como se muestra en el anexo 37.

Se corrobor6 que existieron diferencias significativas entre las medias de las humedades de

los 15 tratamientos. En la tabla 11 se muestra el ANOVA.

Tabla 11: Analisis de Varianza para Humedad. Fuente: Elaboracion propia, salida del
software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies,

2010).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon -F Valor-P
Entre grupos 4949.67 14 353,548 516,27 0,0000
Intra grupos 275,977 403 0,684808
Total (Corr.) 5225,64 417

La razén F es el cociente entre el estimado del cuadrado medio entre grupos y el estimado
de dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la razén -F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las temperaturas de los 15

tratamientos con un nivel del 95,0 % de confianza.

En la grafica de caja y bigotes que se muestra en la figura 9 se observo la existencia de puntos

alejados en todos los tratamientos 1, 3, 7 y 8; indicativos de posibles valores aberrantes.
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Figura 9: Grafico de cajas y bigotes para comparar la Humedad entre Tratamientos.
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
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Se realiz6 el andlisis de identificacion de valores atipicos en los 15 tratamientos. No se
detectaron observaciones aberrantes. En los tratamientos 1, 3, 8 y 7 se observan puntos
fuera del intervalo, pero al no estar tan alejados una vez realizados el analisis no hubo datos
aberrantes en dichos tratamientos. En el anexo 38 se muestra el procedimiento seguido para
la identificacioén de valores atipico en el tratamiento 1. De forma analoga se realiz6 para los

demas tratamientos.

La tabla 12 muestra la media de las humedades de los 15 tratamientos y el error estandar de
cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo, este error es el
resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero de observaciones
en cada nivel. También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos
mostrados estdn basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher y se pueden observar graficamente en el anexo 39 mediante la grafica de medias.

Ademas, se observan los grupos homogéneos formados.

Tabla 12: Medias con intervalos de confianza del 95,0 % y grupos homogéneos
(porcentaje LSD). Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics

Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Casos | Media (sEaZZL:pljlz;z ) Limite Inferior | Limite Superior HOZ’Z;’;'(::eos

T6 27 19,0474 0,159258 18,826 19,2688 X

T8 29 19,0479 0,153669 18,8343 19,2615 X

T1 27 19,1878 0,159258 18,9664 19,4092 X

T5 28 19,2425 0,156389 19,0251 19,4599 X
T14 27 23,7959 0,159258 23,5745 24,0173 X
T10 30 23,8483 0,151086 23,6383 24,0584 X
T2 29 23,9386 0,153669 23,725 24,1522 X
T13 29 24,0162 0,153669 23,8026 24,2298 X
T12 30 24,0973 0,151086 23,8873 24,3074 X
T4 29 24,169 0,153669 23,9554 24,3826 X
T7 29 24,8941 0,153669 24,6805 25,1077 X
T9 28 28,5525 0,156389 28,3351 28,7699 X
T11 25 28,6412 0,165506 28,4111 28,8713 X
T3 27 28,6922 0,159258 28,4708 28,9136 X
T15 24 28,9154 0,168919 28,6806 29,1502 X

Se identificaron 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma

columna de X's. Por lo anterior se puede decir que no existe diferencia estadisticamente
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significativa entre: los tratamientos 6, 8, 1 y 5 cuyas medias de humedad son
aproximadamente del 19 %; entre los tratamientos 14, 10, 2, 13, 12, 4 y 7 cuyas medias de
humedad son del 24 % aproximadamente y entre los tratamientos 9, 11, 3 y 15 cuyas
medias son de aproximadamente del 28,5 %. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0 % al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

También se realizd un andlisis de conglomerados, utilizando el método de Ward, el cual
agrupo los 15 tratamientos en 3 conglomerados teniendo en cuenta sus valores de humedad

como se muestra en el Dendograma de la figura 10.

Dendograma
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Figura 10: Dendograma. Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics

— 0
[co) N < N~ ™ (o2} —

Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Los conglomerados son grupos de observaciones con caracteristicas similares. Para formar
los conglomerados, el procedimiento comienza con cada observacion en grupos separados.
Después, combina las dos observaciones que fueron los mas cercanos para formar un nuevo
grupo. Después de recalcular la distancia entre grupos, se combinan los dos grupos ahora
mas cercanos. Este proceso se repite hasta que quedan solamente 3 grupos de forma tal que
los tratamientos en un mismo grupo sean lo mas semejante posible en cuanto a humedad se
refiere y los tratamientos entre los grupos todo lo contrario, lo mas diferente posible en

cuanto a humedad se refiere.
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En el Dendograma mostrado en la figura 10 se definieron tres conglomerados en

correspondencia con los niveles deseados y el intervalo de variacion del factor humedad de:

Conglomerado 1: Tratamientos 1, 6, 5 y 8. Estos fueron los tratamientos que corresponden

al nivel bajo del factor humedad en el experimento cuyo valor fue de 20 + 2 %

Conglomerado 2: Tratamientos 2, 4, 14, 10, 13, 12 y 7. Estos fueron los tratamientos que
corresponden al nivel medio del factor humedad en el experimento cuyo valor se fijo en el

rango de 252 %

Conglomerado 3: Tratamientos 3, 9, 11 y 15. Estos fueron los tratamientos que corresponden al

nivel alto del factor humedad en el experimento cuyo valor se fijo en el rango de 30 £ 2 %

Los resultados anteriores corroboran que se logro establecer la diferen ciacién entre los
niveles del factor humedad segun lo previsto en el disefio experimental. En el anexo 40 se
observa el Diagrama de Dispersion de Conglomerados en 3D y la Grafica de Distancia de

Aglomeracion.

Se construyé el Grafico X Individual de Control (Grafico de Individuos) para cada
tratamiento para determinar si los datos provienen de un proceso en control estadistico. La

figura 11 muestra el grafico correspondiente al tratamiento 1.

Gréfico X para T1

24— =
225 < 2200
212— /\,\ 3
X 20 A - \ < 2000
195 \/\J\/\_\/\/\/ W \/ 3
18 3 18,00
160, . . ; ; ; ]
0 5 10 15 20 25 30

Observacion

Figura 11: Grafico X de la humedad del tratamiento 1. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

De las 27 observaciones mostradas en el grafico, 0 se encuentran fuera de los limites de

control establecidos para el factor humedad en el tratamiento 1 (20 & 2 %). Puesto que la
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probabilidad de que aparezcan 0 o mas puntos fuera de limites, s6lo por azar, es 1,0, no se
puede rechazar la hipotesis de que el proceso se encuentra en estado de control estadistico
con un nivel de confianza del 95 %. No obstante, si bien el 50 % del control estadistico son
los puntos fuera de los limites de control, el otro 50 % de la estabilidad o control
estadisticos se debe a que no haya presencia de patrones especiales y en ese grafico los
puntos 5y 6 y del 18 al 16 son asteriscos rojos, o lo que es igual puntos especiales que

indican patrones de falta de control.

De forma anéloga, se construyeron los Graficos de Individuos del resto de tratamientos,

mostrando todos los mismos resultados.

En el anexo 41 se muestra un grafico resumen del comportamiento de la humedad de los 15
tratamientos, observandose que esta variable se mantuvo dentro de los limites de control

establecidos para la variable de operacion segtn el nivel deseado en el disefio experimental.
3.7 Evaluacion de la degradacion de Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP).

3.7.1 Analisis de la degradacion de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP).

En el anexo 42 se muestran los datos primarios de concentracion de HTP para el tiempo 0 dias,
la media de los datos de concentraciéon de HTP entre CEINPET y CEAC para 240 dias, y los

resultados de los calculos de porciento de remocion (% R) y masa de HTP removida.

En las figuras 12 y 13 se muestran en Gréficos de Barra el comportamiento de la masa de
HTP removida y el porciento de remociéon de HTP en las unidades experimentales

respectivamente.
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Masa de HTP removida
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Figura 12: Grafico de Barras que muestra el total de masa de HTP removida para cada

tratamiento. Fuente: Elaboracion propia, utilizando Microsoft Office Excel (Microsoft,

2016).

En el grafico de la figura 12 se observd que la masa de HTP se movi6 entre 0,55 y 1,18 kg.
Los tratamientos que lograron remover mas de 1 kg de HTP fueron los tratamientos 1, 7, 10
y 15. A estos tratamientos les corresponde el nivel alto del factor concentracion inicial de
HTP, indicando que dicho factor pudiera tener una mayor incidencia en el comportamiento

de esta variable.

Se obtuvo que para un mismo nivel del factor concentracid n inicial de HTP, la mayor masa
de HTP removida fue para las unidades experimentales con el factor humedad en su nivel
medio o alto por ejemplo: de los 4 tratamientos antes mencionados el 7 y el 10 a los cuales
le corresponden el factor humedad en su nivel medio y el tratamiento 15 cuyo factor de
humedad esté en el nivel alto presentan mayor masa de HTP removida que el tratamiento 1

cuyo factor de humedad esta en el nivel bajo.

Los tratamientos 5, 9, 12 y 14 tuvieron menor masa de HTP removida, y se corresponde
con el factor concentracion inicial de HTP en su nivel bajo. Para estas condiciones se
incrementa la masa de HTP removida se incrementa cuando el factor % de humedad estuvo

en su nivel alto y medio.

Analizando el grafico de la figura 12, el factor que mayor peso tiene en la variable masa de
HTP removida es la concentracion de HTP seguida del factor humedad. No se aprecié en
este analisis un patron definido de la incidencia del factor % de texturizante la variable de
respuesta analizada.

81



En el grafico de la figura 13 se observo que el porciento de remocion de HTP se movid entre
46,93 % y 82,76 %. Gonzéalez (2019) reportd porcientos de remocion utilizando estiércol

vacuno y el bagazo de cafa integral del orden de 59,12 % y 43,49 % respectivamente.

% R
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0.00

T1T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10T11T12T13T14T15

Porciento de remocion de
HTP

Tratamientos

Figura 13: Grafico de Barras que muestra el porciento de remocion de HTP obtenido
para cada tratamiento. Fuente: Elaboracion propia, utilizando Microsoft Office Excel

(Microsoft, 2016).

No se apreci6 en este analisis un patron definido de la incidencia de los factores estudiados
sobre la variable de respuesta % de remocioén de HTP, ni una relacién marcada con la masa

de HTP removida.

3.7.2 Analisis e interpretacion de los resultados del disefio o experimental.

Masa de HTP removida:

La tabla 13 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y sus
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual

mide su error de muestreo, asi como el factor de inflacion de varianza (V.LF) .

Tabla 13: Efectos estimados para Masa de HTP removida (kg). Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Efecto Estimado Error Estd. V.ILF.
promedio 0,843333 0,0419457

A: Concentracion HTP 0,5075 0,0513728 1,00

B: % de texturizante -0,005 0,0513728 1,00
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C: % de humedad 0,0675 0,0513728 1,00
AA 0,176667 0,0756187 1,01
AB -0,055 0,0726521 1,00
AC -0,04 0,0726521 1,00
BB -0,118333 0,0756187 1,01
BC -0,255 0,0726521 1,00
CC -0,173333 0,0756187 1,01

Se puede observar en la tabla 13 que el valor del V.ILF mas grande, es igual a 1,01 y les
corresponde a las interacciones cuadraticas (AA, BB y CC) por lo que estamos en presencia
de un diseno perfectamente ortogonal. Factores de 10 o mas de los cuales hay 0

normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

En el anexo 43 se muestra la matriz de correlacion en la cual se observa el grado de
confusion entre los efectos, la misma corrobora que el disefio es perfectamente ortogonal.
Un disefio perfectamente ortogonal mostrard una matriz diagonal con 1’s en la diagonal y
0’s fuera de ella. Cualquier término distinto de cero implica que los estimados de los

efectos correspondientes a esa fila y columna estaran correlacionados.

La tabla 14 muestra el ANOVA, que particiona la variabilidad de masa de HTP removida
en piezas separadas para cada uno de los efectos, ademas prueba la significancia estadistica

de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.

Tabla 14: Analisis de Varianza para la masa de HTP removida. Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon -F Valor-P
A: Concentracion HTP 0,515113 1 0,515113 97,59 0,0002
B: % de texturizante 0,00005 1 0,00005 0,01 0,9262
C: % de humedad 0,0091125 1 0,0091125 1,73 0,2459
AA 0,0288103 1 0,0288103 5,46 0,0667
AB 0,003025 1 0,003025 0,57 0,4832
AC 0,0016 1 0,0016 0,30 0,6056
BB 0,0129256 1 0,0129256 2,45 0,1784
BC 0,065025 1 0,065025 12,32 0,0171
CC 0,0277333 1 0,0277333 5,25 0,0705
Error total 0,0263917 5 0,00527833
Total (corr.) 0,694693 14
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En este caso, los efectos concentracion de HTP ( A) y la interaccion % de texturizantes y %
de humedad (BC) tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0 %.

En el anexo 44, el Diagrama de Pareto Estandarizado muestra cada uno de los efectos
estimados en orden decreciente de importancia. La longitud de cada barra es proporcional al
efecto estandarizado, el cual es el efecto estimado dividido entre su error estandar. Esto es
equivalente a calcular el estadistico - t para cada efecto. La linea vertical puede utilizarse
para juzgar cuales efectos son estadisticamente significativos. De esta forma se corroboro la

informacion de la tabla 14 (ANOVA).

Siguiendo el procedimiento descrito en el epigrafe 2.7.1, se comenzaron a depurar los
coeficientes que no fueron significativos en el modelo. Las interacciones AC y AB se
eliminaron al ser las interacciones que menos influencias tenian sobre la variable de
respuesta analizada segin su valor -P; ademds se incremento el valor del Rzaj y se logr6 un

mayor numero de términos (efectos) significativos en e 1 modelo como es el caso de las
interacciones cuadraticas AA y CC. De esta forma se obtuvo el ANOVA mejorado que se

observa en la tabla 15.

Tabla 15: Analisis de Varianza mejorado para la masa de HTP removida. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon -F Valor-P
A: Concentracion HTP 0,515113 1 0,515113 116,25 0,0000
B: % de texturizante 0,00005 1 0,00005 0,01 0,9184
C: % de humedad 0,0091125 1 0,0091125 2,06 0,1947
AA 0,0288103 1 0,0288103 6,50 0,0381
BB 0,0129256 1 0,0129256 2,92 0,1314
BC 0,065025 1 0,065025 14,68 0,0065
CC 0,0277333 1 0,0277333 6,26 0,0409
Error total 0,0310167 7 0,00443095
Total (corr.) 0,694693 14

Los efectos de primer orden % de texturizante (B) y % de humedad (C) a pesar de no ser
significativos se mantuvieron puesto que fue necesario obtener un modelo jerarquico, teniendo

en cuenta que en la MSR se prefieren modelos jerarquicos y al ser la interaccion BC
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significativa para lograr la jerarquia en el modelo se términos mantuvieron ambos de

primer orden.

En el caso de la interaccion cuadratica BB se mantuvo en el modelo a pesar de no ser

significativa porque al depurarla, el Rzaj del modelo disminuia, lo cual es negativo porque el

nuevo modelo obtenido explicaba en menor porcentaje los cambios en variable de respuesta.

En la figura 14 se muestra el Diagrama de Pareto Estandarizado construido a partir del
ANOVA mejorado, en el cual se representan los efectos divididos entre su error estdndar en
orden decreciente de importancia.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Masa de HTP removida

A:Concentracién HTP

i

BC

AA

CcC

BB

C:% de humedad

S

B:% de texturizante

6 8 10 12
Efecto estandarizado

o
N
IN

Figura 14: Diagrama de Pareto Estandarizada para la masa de HTP removida.
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se corroboro el resultado del ANOVA mejorado al observar en el Diagrama de Pareto de la
figura 14 cuatro efectos significativos: A, BC, AA y CC, y tres efectos no significativos

como BB, Cy B.

En la figura 15 se observa la Grafica de Efectos Principales, la cual muestra los estimados
de masa de HTP removida como una funcién de cada factor experimental. En cada gréfica,
el factor de interés se varia de su nivel bajo a su nivel alto, mientras que los demas factores

se mantienen constantes en sus valores centrales.
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Gréfica de Efectos Principales para Masa de HTP removida
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Figura 15: Grafica de Efectos Principales para masa de HTP removida. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Como se puede observar en la figura 15, el efecto principal del factor A (Concentracion de
HTP) es mayor que el del factor B (% de texturizante) y C (% de humedad), pues al
aumentar el nivel del factor A, aumenta mucho mas la variabilidad de la respuesta que al

aumentar los niveles de los factores By C.

En figura 16 se observa la Grafica de Interaccion donde se muestra el estimados de masa de
HTP removida en funcién del par de factores % de texturizante y % de humedad,
interaccion BC, al ser la interaccion entre ambos significativa en el modelo. Se varia el
factor B de su nivel bajo a su nivel alto. En una linea, el factor C se mantiene en su nivel
bajo, en la otra linea, el factor C se mantiene a su nivel alto. El factor A en este caso se

mantuvo constante en su nivel medio.
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Gréfica de Interaccion para Masa de HTP removida
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Figura 16: Grafica de Interaccion para masa de HTP removida. Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

En la figura 16, se aprecia que el efecto de la interaccion BC, en el cual se observa que para
obtener mayor cantidad de masa de HTP removida el efecto de incrementar % de texturizante

(B) es positivo siempre y cuando el % de humedad (C) se mantenga en su nivel bajo (20 %)
porque si C estd en su nivel alto al incrementar B ocurre un efecto negativo (se obtienen
una menor masa de HTP removida). Del mismo modo es positivo (aumenta la masa de HTP

removida) disminuir el efecto de B manteniendo C en su nivel alto (30 %).

Existe un punto de corte entre los niveles bajo y alto del factor % de humedad (C) al cual le
corresponde aproximadamente un 9,06 % del factor % de texturizante (B); interpretdndose
de esta forma que al mantener el factor concentracion inicial de HTP en su nivel medio y B
en 9,06 % aproximadamente, la masa de HTP removida serd de 0,75 mg/kg

independientemente que se utilice el factor C en su nivel bajo o alto

Se busco el punto (extremo de la curva) mas alto con respecto a la escala de la masa de
HTP removida y se obtuvo que los mejores niveles para los factores B y C son: B en su

nivel bajo (4 %) y C en su nivel alto (30 %).

En la tabla 16 se observan los coeficientes de regresion del modelo ajustado de la ecuacion
12, el cual describe el comportamiento de la masa de HTP en funcion de los efectos del

ANOVA mejorado.
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Tabla 16: Coeficientes de regresion para Masa de HTP removida. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Coeficiente Estimado
constante -2,80477
A: Concentracion HTP -0,0000417203

B: % de texturizante 0,217917
C: % de humedad 0,231083
AA 1,15665E-9

BB -0,00369792
BC -0,006375

CcC -0,00346667

MR = —-2,80477 — 0,0000417203 - X + 0,217917 -X + 0,231083-X + 1,15665- 10 (12)

-X —0,00369792-X —0,006375-XX —0,00346667 - X
Ecuacion 12: Modelo matematico ajustado que describe el comportamiento de la

variable de respuesta en funcion de los efectos del ANOVA mejorado. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version
16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Donde:
MR: masa de HTP removida (kg).
X1 = A: concentracion inicial de HTP (mg/kg).
X2 = B: % de texturizante.
X3 =C: % de humedad.
Estadisticos del modelo:

2 _ 0
R*=95,54%

2 P )
R%j=91,07 %
Error estandar del est. = 0,0665654
Error absoluto medio = 0,0332222

Estadistico Durbin-Watson = 2,01602 (P=0,4163)
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El coeficiente de determinacion ( R2) indica que el modelo, asi ajustado, explica el 95,54 %
de la variabilidad en masa de HTP removida. El coeficiente de determinacién ajustado
(Rzaj), que es mas adecuado para comparar modelos con diferentes nimeros de variables

independientes, es 91,07 % mayor que el 70 % requerido. El error estandar del estimado
muestra que la desviacion estdndar de los residuos es 0,0665654. El error medio absoluto
(MAE) de 0,0332222 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson
(DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada
en el orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que
0,05, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de

significancia del 95,0 %.

La tabla 17 contiene informacion acerca de los valores de masa de HTP removida

generados usando el modelo ajustado. La tabla incluye:
(1) los valores observados de masa de HTP removida.
(2) el valor predicho de masa de HTP removida usando el modelo ajustado.
(3) el residuo (valor observado — valor predicho).
(4) intervalos de confianza del 95,0 % para la respuesta media.

Tabla 17: Resultados Estimados para masa de HTP removida. Fuente: Elaboracion

propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Observados Ajustados Inferior 95,0% Superior 95,0%
Fila Valores Valores Residuo para Media para Media
1 1,1 1,1325 -0,0325 1,0212 1,2438
2 1,05 1,065 -0,015 0,9537 1,1763
3 0,55 0,53875 0,01125 0,402435 0,675065
4 0,77 0,843333 -0,0733333 0,752457 0,93421
5 0,8 0,78875 0,01125 0,652435 0,925065
6 0,96 0,843333 0,116667 0,752457 0,93421
7 0,55 0,5575 -0,0075 0,4462 0,6688
8 0,85 0,86125 -0,01125 0,724935 0,997565
9 1,18 1,12875 0,05125 1,01745 1,24005
10 0,59 0,60125 -0,01125 0,464935 0,737565
11 1,12 1,12375 -0,00375 1,01245 1,23505
12 0,62 0,61625 0,00375 0,50495 0,72755
13 0,57 0,62125 -0,05125 0,50995 0,73255
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14 0,8 0,843333 -0,0433333 0,752457 0,93421
15 0,68 0,625 0,055 0,5137 0,7363

En la figura 17 se muestra el grafico de cubo, en el cual se observan los valores de la respuesta

predicha, cuando los factores toman niveles extremos (bajo o alto).

Gréfica de Cubo para Masa de HTP removida
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22%&?48,0 0,88083% % de texturizante

Concentracion HTP 39326,0 4,0

Figura 17: Grafica de Cubo para masa de HTP removida. Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Las mayores masas de HTP removidas se hallan a la derecha del cubo corroborado que el factor
concentracion inicial de HTP es el que mas influye en la variabilidad de la respuesta entre los
tres factores estudiados. También se observa que al aumentar el factor % de texturizante,
manteniendo humedad baja y al disminuir el % de texturizante manteniendo la humedad alta, la
masa de HTP removida aumenta en ambos casos sin tener en cuenta el nivel en que se
encuentre la concentracion inicial de HTP. Asimismo, se obtiene la mayor masa de HTP
removida con una concentracion inicial de HTP en su nivel alto (39 326 mg/kg), un % de

texturizante en su nivel bajo (4 %) y un % de humedad en su nivel alto (30 %).

En el anexo 45 se observan las graficas de cuadrado para concentracion inicial de HTP vs
% de humedad, manteniendo el % de texturizante en su nivel medio, y concentracion

micial de HTP vs % de texturizante, manteniendo % de humedad en su nivel medio.

En la figura 18 se observa el grafico de mallas que representa el grafico de superficie de

respuesta, estimada del modelo, en 3D obtenido.
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Malla de la superficie de respuesta estimada Masade HTP removida
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Figura 18: Malla de superficie de respuesta estimada. Fuente: Elaboracion propia,

salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint
Tecnologies, 2010).

En el grafico de malla de superficie de respuesta de la figura 18, se observa como el color
rojo-naranja, representa la mayor masa de HTP removida (entre 1,17 y 1,33 kg), la cual se
encuentra en la region comprendida por los niveles del bajo al alto de los factores % de

humedad y % de texturizante y por el nivel alto del factor concentraciéon de HTP inicial.

Se aprecia una coloracion rojo -naranja mas intensa alrededor del vértice que le
corresponden los factores % de humedad y concentracion inicial de HTP en su nivel alto y
el % de texturizante en su nivel bajo. También se logran obtener valores elevados de masa
de HTP removida en niveles bajos de % de humedad y alto de % de texturizante, pero

manteniendo concentracién inicial de HTP siempre en su nivel alto.

Supuestos del diseno:

Normalidad:

La grafica de Probabilidad Normal (a) y el Histograma (b) para los residuos de la figura 19
ayudaron a determinar si los residuos siguen la distribucion normal supuesta, o no. Se ha

escalado de tal modo que, si los residuos siguen una distribucion normal, los puntos caeran
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aproximadamente a lo largo de una linea recta. Cualquier desviacion consistente de la linea
recta seria un signo de comportamiento no normal, el cual a menudo puede corregirse

transformando los valores de masa de HTP removida.
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Figura 19: (a) Grafica de Probabilidad Normal para los residuos de la masa de HTP
removida y (b) Histograma de residuos para la masa de HTP removida. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se observaron los residuos del modelo bastante ajustado a la linea recta. En Histograma de

Residuos se encuentra ajustado a la linea de Distribucion Normal (campana de Gauss).

Ademas, se corrobord la distribucion de normalidad de los datos por los resultados del

método analitico que se observa en la tabla 18.

Tabla 18: Pruebas de Normalidad para los residuos. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint
Tecnologies, 2010).

Prueba Estadistico |Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk [0,930439 0,273055

En la tabla 18 se observa la prueba de Shapiro-Wilk. Debido a que el valor-P mas pequefio
de las pruebas realizadas es mayor o igual a 0,05, no se puede rechazar la idea de que

RESIDUOS proviene de una distribucién normal con 95 % de confianza.
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Ileualdad de varianza:

En la figura 20 se muestra la grafica de residuo vs predicho del disefio. Esta grafica
despliega los residuos versus los valores predichos de Masa de HTP removida. Cualquier
patron no aleatorio podria indicar que el modelo seleccionado no describe adecuadamente
los datos observados. Esta grafica es especialmente buena para mostrar heteroscedasticidad,
en la cual, la variabilidad de los residuos cambia conforme cambian los valores de la

variable dependiente.

Gréfica de Residuos para Masa de HTP removida
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Figura 20: Grafica de Residuos vs. Predicho. Fuente: Elaboracion propia, salida del
software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies,
2010).

Como se puede apreciar los puntos se distribuyen a lo largo de toda la linea horizontal sin
ningln patréon contundente. Por tal razon podemos afirm ar que los residuos del modelo del

disefio cumplen con el supuesto de igualdad de varianza (heteroscedasticidad).

Independencia:

En la figura 21 se observa la grafica de residuos vs numero de ejecucién. Cualquier patron
no aleatorio podria indicar correlacion serial en los datos, si el orden en las filas

corresponde al orden en que los datos fueron recolectados.
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Gréfica de Residuos para Masa de HTP removida
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Figura 21: Grafica de Residuos vs numero de ejecucion. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Como se puede apreciar no existe ningiin patron diferente a una dispersion aleatoria, por
tanto, se cumple el supuesto de independencia. Esta observacion se corrobord con la p
rueba analitica de Durbin — Watson, en la cual su valor-P mostrado en los estadisticos del
modelo es de 0,4136, es mayor que 5,0%, no hay indicaciéon de autocorrelacion serial en los
residuos con un nivel de significancia del 95 %. Por lo que queda corroborado que se
cumple el supuesto de normalidad.

Concentracion de HTP final:

Para el analisis de la variable de respuesta concentracion de HTP final, se procedio de
forma analoga al va variable de respuesta anterior. Los resultados de la misma se muestran

en al anexo 46.

En la tabla 19 se observan los coeficientes de regresion del modelo ajustado de la ecuacion
13, el cual describe el comportamiento de la concentracion de HTP final en funcion de los

efectos del ANOV A mejorado.

Tabla 19: Coeficientes de regresion para concentracion de HTP final. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Coeficiente Estimado
constante 75587,0
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A: Concentracion de HTP inicial | 2,09287
B: % de texturizante -5733,09
C: % de humedad -6214,54

AA -0,0000304062
BB 99,0312
BC 166,244

CC 94,175
BT, bunan = 75587 + 2,09287 - —5733,09 - —6214,54- —3,04062-10
+99,0312 - + 166,244 - +94,175 -

Ecuacion 13: Modelo matematico ajustado que describe el comportamiento de la
variable de respuesta en funcion de los efectos del ANOVA mejorado. Fuente:

Elaboracion propia, salida del soft ware Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
Donde:

HTP=240: concentracion de HTP final (mg/kg).
X1 = A: concentracion inicial de HTP (mg/kg).
X2 = B: % de texturizante.

X3 = C: % de humedad.

Estadisticos del modelo:

R% = 86,41 %.

R%j=72.81 %.

Error estandar del est. = 1752,26.

Error absoluto medio = 848,533.

Estadistico Durbin-Watson = 1,99044 (P=0,3942).

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica 86,41 % de la variabilidad en Masa

de HTP removida. El estadistico Rzaj, que es mas adecuado para comparar modelos con
diferente numero de variables independientes, es 72,81 % mayor que el 70 % requerido. El
error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 1752,26. El

error medio absoluto (MAE) de 848,533 es el valor promedio de los residuos. El
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estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 0,05, no hay indicacidon de autocorrelacion se rial en los

residuos con un nivel de significancia del 95,0 %.

En el grafico de malla de superficie de respuesta del anexo 47, se observd como el color
verde — azul, que representa la region con menores concentraciones de HTP (hasta 5 400
mg/kg), se encuentra en la region de menor concentracion inicial de HTP, mayor % de

humedad y menor % de texturizante.

Los modelos obtenidos son modelos empiricos (modelos de caja negra) los cuales
proporciona poca o ninguna informacién respecto a los mecanismos que rigen el proceso.
Son una descripcion aproximada del comportamiento de este en forma de una expresion
algebraica. Su mayor limitacion radica en que no brindan informacion acerca de los
mecanismos que rigen el proceso, por lo que solo son validos dentro de los rangos de
operacion de los factores estudiados, no siendo posible su aplicacion fuera de estos limites

(Guerra & Sevilla, 1987).

Optimizacion simultanea de las variables de respuesta:

Este procedimiento ayudo a determinar la combinacion de los factores experimentales que
simultineamente optimiza varias respuestas. Los hace maximizando la funcion de
deseabilidad. Las caracteristicas de la optimizacion simultdnea que se realizdé se muestran

en la tabla 20.

Tabla 20: Caracteristicas de la optimizacion simultinea. Fuente: Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Deseabilidad | Deseabilidad Pesos | Pesos
Respuesta Baja Alta Meta __ |Primero |Segundo |Impacto
Masa de HTP removida 0,55 1,18 Maximizar [ 1,0 - 3,0
Concentracion de HTP final 4048,5 16232,5 8000,0 1,0 1,0 3,0

En el anexo 48 muestra la funcidon deseabilidad evaluada en cada punto del disefio. En el

mismo se observo e ntre los puntos del disefio que la deseabilidad méxima se alcanza en el

Tratamiento 1.
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La tabla 21 muestra la combinacion de niveles de factores que maximiza la funcion de
deseabilidad en la region limitada por los maximos y minimos obtenidos para cada variable

de respuesta. En el anexo 49 se muestra la salida de la funcion de deseabilidad.

Tabla 21: Optimizacion de la funcion Deseabilidad. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint
Tecnologies, 2010).

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion HTP inicial (mg/kg) | 21848,0 | 39326,0 | 39278.,0
% de texturizante 4,0 12,0 6,44611

% de humedad 20,0 30,0 25,9464

El valor 6 ptimo de la funcion de deseabilidad que se encuentra siempre entre 0 y 1 fue de
1. En la tabla 21 se pueden observar los niveles de los 3 factores estudiados para alcanzar
dicho optimo. Para estos niveles se alcanz6 una ma sa de HTP removida de 1,19 kg y una
concentracion de HTP final de 8 000 mg/kg cumpliendo de esta forma las dos metas

propuestas para el disefo.

La figura 22 muestra la grafica de estimacion de deseabilidad en funcién de concentracion

HTP y % de texturizante, manteniendo el % de humedad en su nivel dptimo.

Superficie de Respuesta Estimada

% de humedad=25,95 Deseabilidad
mmm 00
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Figura 22: Superficie de Respuesta Estimada para la funciéon deseabilidad manteniendo el
% de humedad en su nivel éptimo. Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

En la figura 23 se muestra la grafica de Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

para deseabilidad en funcion de concentracion HTP y % de texturizante, manteniendo el %
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de humedad en su nivel 6ptimo. Cada linea de contorno representa combinaciones de
Concentracion HTP y % de texturizante las cuales dan el valor seleccionado de

deseabilidad. Los otros factores se mantienen constantes.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
% de humedad=25,95

Deseabilidad
mm 00
mm 01
mm 02

% de texturizante

g log g8 | &84 ] @ g @l
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o
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33 37 41
Concentracion HTP (X 1000,0)

Figura 23: Contorno de la Superficie de Respuesta Estimada para la funcion
deseabilidad. Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion

version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
La cruz muestra el 6ptimo para los dos factores analizados.

Las graficas de superficies de las figuras 22 y 23 corroboraron los valores de los factores
estudiados de la tabla 21, al coincidir que para lograr el 6ptimo de deseabilidad los niveles
de los factores tienen que tomar los siguientes valores: concentracion inicial de HTP 39 2
78 mg/kg, % de texturizante 6,45 % y % de humedad 25,95 %. No obstante, se confirmo
que la funcion deseabilidad se mantiene el entorno del valor méximo para valores de % de
texturizante entre 6 y 10 %; manteniendo los otros dos factores estudiados en sus valores

Optimos.

La grafica de la figura 24 muestra las funciones de contorno para cada una de las variables

de respuesta.
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Gréfico Sobrepuesto
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Figura 24: Grafico Superpuesto de las dos Superficies de Respuesta. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

La cruz de la grafica muestra el punto 6ptimo de la funcion deseabilidad para el factor %

humedad en su nivel 6ptimo.

Del mismo modo se verificé que la masa de HTP removida se mant uvo en el rango de la
solucion de compromiso u Optimo simultdneo para valores de % de texturizante entre 6 y
10 %; manteniendo los otros dos factores estudiados en sus valores Optimos. Asimismo,
para estas condiciones se verifico que el valor de concentracion de HTP final se mantiene

en el entorno del valor deseado.
3.8 Evaluacion ecotoxicoldgica.
3.8.1 Patron animal empleando Eisenia foetida.

Se colocaron 5 lombrices en cada frasco debido a la poca cantidad de muestra. Las
muestras tuvieron en cada tratamiento igual gramajes segun protocolo y se le adicion 6 por

igual 20 g de humus, como alimento inicial de las lombrices.

En el anexo 50 se muestra el nimero de organismos vivos que se depositaron inicialmente

en la cada muestra y a los sobrevivientes a los 21 dias de estar expuesto en los ensayos.

En la figura 25 se muestra el nimero de organismos vivos por ensayo a los 28 dias de

exposicion a las muestras de biopilas .
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Figura 25: Numero de organismos vivos por ensayo a los 28 dias de exposicion a las

muestras de biopilas. Fuente: (Valle, 2020b).

En figura 25 se pudo observar que los organismos no sobrevivieron en ninguno de los 15
tratamientos, debido a una concentracion alta de HTP en toda la muestra. Los testigos
cumplieron la prueba de calidad del ensayo pues se obtuvo un 0 % de muertes en los

controles por lo que el ensayo es valido.
3.8.2 Patron vegetal empleando Lactuca sativa.

En el anexo 51 se muestran un libro de calculo de Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016)
con los datos primarios y los calculos realizados. En la tabla 22 se muestran los resultados

de la fitotoxicidad de cada uno de los tratamientos (Tn) y los controles (Cn)

Tabla 22: Resultados de la fitotoxicidad. Fuente: (Valle, 2020a).

Cédigo % de Semillas Promedio de elongaciéon IG Escala de

Germinadas de la radicula (cm) (%) evaluaciéon
T1 50 0,40 7,14 Severa
T2 0 0,00 0,00 Severa
T3 0 0,40 0,00 Severa
T4 0 1,20 0,00 Severa
T5 0 0,60 0,00 Severa
T6 0 0,60 0,00 Severa
T7 0 0,30 0,00 Severa
T8 0 0,71 0,00 Severa
T9 0 0,65 0,00 Severa
T10 0 0,35 0,00 Severa
T11 0 0,50 0,00 Severa
T12 0 0,60 0,00 Severa
T13 0 0,60 0,00 Severa
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T14 0 0,72 0,00 Severa
T15 0 2,80 0,00 Severa
Cl1 100 1,52 100,00 Leve
C2 90 0,86 50,92 Leve

Se tomd la muestra C1 para los calculos del IG, pues es el que cumple con todos los
parametros de calidad de la prueba. Los resultados de germinacion fueron muy negativos

pues solamente se reportd germinacion en el tratamiento 1 (T1).

La elongacion radicular se observa en las figuras 26, ademas no se observaron durante el

ensayo otros efectos toxicos en las plantulas.

Elongacion de la radicula

Elongacion de la radicula (em)

X 12 =33 T8 SIS e 17 18 12 T13 T14 T15 C2

™ T10 T11 1

Cl

Codigos

Figura 26: Elongacion de la radicula. Fuente: (Valle, 2020a).

Ambos ensayos confirmaron que, a pesar de la remocién de contaminantes, la calidad
ecotoxicologica del residuo tratado mostrd que tiene niveles de toxicidad severa, por lo que
no debe ser dispuesto en suelos con fines agricolas. Se corroboraron los resultados

obtenidos por Gonzalez (2019).
3.9 Manejo de las unidades experimentales.

En la tabla 23 se muestra la caracterizacion cualitativa del manejo de las unidades
experimentales (tratamientos), teniendo en cuenta la manipulacion, formacion de grumos,

degradacion del texturizante, retencion de humedad y generacion de lixiviados.
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Tabla 23: Caracterizacion cualitativa del manejo de las unidades experimentales.

Fuente: Elaboracion propia.

Tratamiento

Caracterizacion cualitativa

Facil manipulacion . Poca formacion y trituracion facil de grumos. Baja
degradacion del texturizante bagazo. Buena retencion de humedad organoléptica.
Los resultados analiticos de humedad se reportan por debajo del valor deseado.
No se generaron lixiviados.

Facil manipulacion. Poca formacién y trituracion facil de grumos.  Alta
degradacion del bagazo. Buena retencion de humedad organoléptica. Los
resultados analiticos de humedad se reportan por debajo del valor deseado. No se
generaron lixiviados.

Facil manipulacion. Poca formacion y facil trituracion de grumos.  Alta
degradacion del bagazo a pesar de estar en su nivel alto. Buena retencion de
humedad organoléptica. Los resultados analiticos de humedad se reportan
frecuentemente en el valor deseado. No se generaron lixiviados.

Facil manipulacion. Poca formacion y trituracion facil de grumos. Alta
degradacion del bagazo. Buena retencion de humedad organoléptica. Los
resultados analiticos de humedad se reportan por debajo del valor deseado. No se
generaron lixiviados.

Facil manipulacion. Poca formacion y trituracion facil  de grumos.  Alta
degradacion del texturizante bagazo. Buena retencion de hume dad organoléptica.
Los resultados analiticos de humedad se reportan por debajo del valor deseado.
No se generaron lixiviados.

Facil manipulacion. No se formaron grumos. Alta degradacion del bagazo. Buena
retencion de humedad organoléptica. Los resulta dos analiticos de humedad se
reportan por debajo del valor deseado. No se generaron lixiviados.

Facil manipulacion . Baja degradacion del texturizante bagazo. Mala retencion de
humedad organoléptica. Los resultados analiticos de humedad se reportan por
debajo del valor deseado. Alterno periodos secos y periodos con lixiviados.

Facil manipulacion. Baja degradacion del texturizante bagazo. Buena retencion

de humedad organolépticas. No se generaron lixiviados.

Dificil manipulacion. Se formaron grumos de alta cohesion y dificil trituracion.

Mala retencion de humedad . Se generaron muchos lixiviados.

10

Se generaron grumos de alta cohesion y dificil trituracion. Mucha degradacion
del texturizante bagazo. Buena retencion de humedad organoléptica. No se
generaron lixiviados.

11

Dificil manipulacion. Se formé una mezcla de alta cohesion pastosa. Alta
degradacion del texturizante bagazo. Poca retencion de humedad organoléptica

manteniéndose con encharcamientos y anaerobiosis. Se generaron muchos
lixiviados.

12

Facil manipulacion . No se formaron grumos. Alta degradacion del texturizante
bagazo. Buena retencién de humedad organoléptica. No se generaron lixiviados.

13

Facil manipulacion. Poca formacion y trituracion facil de grumos. Alta
degradacion del bagazo. Buena retencion de humedad organoléptica, pero se

reseca. Los resultados analiticos de humedad se reportan por debajo del valor
deseado. No se generaron lixiviados.

Dificil manipulacion. Se form6 una mezcla de alta cohesion y pastosa. Alta

degradacion del texturizante bagazo. Poca retencion de humedad, s e mantuvo con
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encharcamiento, aunque en verano se estabiliza en la humedad deseada, no se
encharcaba, esto pudo ser por la evaporacion. Se generaron muchos lixiviados.

Dificil manipulacion. Mucha formacion de grumos. Baja degradacion del
texturizante bagazo. Poca retencion de humedad , saturandose de agua antes de

15
alanzar la humedad requerida formando encharcamiento permanente. Se
generaron lixiviados permanentemente.

Teniendo en cuenta la caracterizacion cualitativa de los 15 tratamientos descrita en la tabla
anterior se observo un comportamiento diferenciado, en correspondencia con los niveles de

los factores estudiados.

Las unidades experimentales que presentaron mejores comportamientos desde el punto de
vista del manejo atendiendo a la manipulacion, retencion de hum edad y generacion de
lixiviados fueron las que tuvieron el % de texturizante en su nivel medio (0) o alto (+1) y el
% de humedad en el nivel bajo (-1) o medio (0). Las unidades experimentales con el % de
texturizante en su nivel bajo (-1) y el % de humedad en su nivel alto (+1) mostraron un
dificil manejo, debido a la mala manipulacién, poca retencion de humedad y generacion de

lixiviados.

Por su parte la concentracion de HTP tuvo una apreciable influencia en la formacién de
grumos, en los tratamientos con mayor concentracion de HTP la formacién de grumos se

hizo mayor y viceversa.

3.10 Seleccion de los valores de las variables de operacion a utilizar en el escalado de

la ecotecnologia de biopila.

A partir de los resultados discutidos en los acapites anteriores la propuesta de los valores

de las variables de operacion son las siguientes:

1. Concentracion inicial de HTP: 39 278 mg/kg
2. % de texturizante: 8 %

3. % de humedad: 25 %

Con relacion a la decisio n del % de texturizante se sustento en que la funcion deseabilidad
se mantiene en el entorno del valor maximo para valores de % de texturizante entre 6 y 10
%; manteniendo los otros dos factores estudiados en sus valores 6ptimos. Del mismo modo

se verifico que la masa de HTP removida se mantuvo en el rango de la solucion de
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compromiso u Optimo simultdneo. Asimismo, para estas condiciones se verifico que el

valor de concentracion de HTP final se mant uvo en el entorno del valor deseado.

La concentracion de HT P final obtenida para los valores de las variables de operacion
seleccionadas, a partir del modelo ajustado de la variable de repuesta concentracion de
HTP final, fue de 8 099,19 mg/kg. Se cumple con la norma de disposicion final (ONN,
2017), teniendo en cuenta intervalos de incertidumbre del método de ensayo y la propia del

modelo ajustado.

Desde el punto de vista ecotoxicoldgico a pesar de la remocidén de contaminantes, la

calidad ecotoxicologica del residuo tratado confirm 6 que tiene niveles de toxicidad severa.

Desde el punto de vista del manejo, aunque los valores de las variables de operacion
propuestos no se corresponden con ninguna de las combinaciones de los tratamientos
evaluados en el disefio de experimento, se espera que tenga un comportamiento favorable a
partir de los valores de humedad y % de texturizante a utilizar, cuya influencia sobre el

manejo fue discutida en el acépite 3.9.
3.11 Conclusiones parciales.

1. Se validé la pertinencia del procedimiento metodoldgico, protocolos y herramientas
ingenieriles aplicadas en la investigacion.

2. Las mayores masas de HTP removida se obtuvieron en la region definida por el nivel
alto de concentracion inicial de HTP y los niveles del bajo al alto de los factores % de
texturizante y humedad, lo que confirma la influencia de la interaccion entre estas dos

ultimas variables.

3. El coeficiente de determinacion ajustado (R zaj) del modelo de la variable de respuesta masa

de HTP removida explica el 91,07 % de la variabilidad de la respuesta; satisfactorio para
fines de prediccion donde se recomienda que sea de al menos 70 %. Los factores
concentracion inici al de HTP y la interaccion entre los factores % de texturizante y
humedad fueron los de mayor incidencia en la variabilidad de la respuesta.

4. Las menores concentraciones de HTP final (hasta 5 400 mg/kg) se encuentra en la
region definida por el nivel alto del factor % de humedad y los niveles bajos de los

factores concentracion inicial de HTP y % de texturizante.
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El coeficiente de determinacion ajustado (R 2aj) del modelo de la variable de respuesta

concentracion de HTP final explica el 72,81 % de la variabilidad de la respuesta;
satisfactorio para fines de prediccion donde se recomienda que sea de al menos 70 %. Los
factores concentracion inicial de HTP y la interaccion entre los factores % de texturizante y
humedad fueron los de mayor incidencia en la variabilidad de la respuesta.

La solucion de compromiso u Optimo simultaneo se obtuvo para una concentracion
inicial de HTP de 39 278 mg/kg, un % de texturizante de 6,45 % y un % de humedad de
25,95 %. Valores que permitieron maximizar la masa de HTP removida y al mismo
tiempo mantener una concentracion de HTP final de 8 000 mg/kg, inferior a la norma
de disposicion final. Asimismo, se verifico que la masa de HTP removida se mantuvo
en el rango de la solucidon de compromiso u Optimo simultdneo para valores de % de
texturizante entre 6 y 10 %; manteniendo los otros dos factores estudiados en sus
valores Optimos. P ara estas condiciones se verifico que el valor de concentracion de
HTP final se mantuvo en el entorno del valor deseado.

La calidad ecotoxicolégica del residuo tratado confirm 6 que tiene niveles de toxicidad
severa, por lo que no debe ser dispuestos en suelos con fines agricolas.

Las unidades experimentales que presentaron mejores comportamientos desde el punto
de vista del manejo fueron las que tuvieron el % de texturizante en su nivel medio (0) o
alto (+1) y el % de humedad en el nivel bajo (-1) o medio (0). Asimismo, las que
tuvieron el % de texturizante y humedad en su nivel bajo (-1) y alto (+1)
respectivamente fueron mas dificiles de manejar, debido a la mala manipulacion, poca
retencion de humedad y generacion de lixiviados.

Se propuso para el escalado de la ecotecnologia que los valores de las variables de
operacion sean: concentracion inicia | de HTP de 39 278 mg/kg, 8 % de texturizante y
25 % de humedad. Se comprob6 que la concentracion de HTP final obtenida para las

variables de operacion seleccionada s cumple con la norma de disposicion final.
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Conclusiones



Conclusiones Generales.

1. La biopila es una ecotecnologia ex situ, pertinente para la biorremediacion de residuos
petrolizados y suelos contaminados con hidrocarburos, mediante la bioestimulacion .
Entre los factores o variables de operaciéon mas investigados para mejorar su eficacia
estan: concentracion de hidrocarburos, porciento de texturizante, porciento de humedad,
y relacion C:N:P:K .

2. El procedimiento metodologico di sefiado y validado para la evaluacion de la influencia de
las variables de operacion se fundament6 en los aspectos tedricos y metodoldgicos del
desarrollo de procesos y de la ecotecnologia. Fue ordenado por etapas en un diagrama
heuristico y se utilizaron herramientas de investigacion cientifica, destacandose el disefio de
experimentos, balance de masa, disefio ingeniero y el analisis estadistico.

3. Las mayores masas de HTP removida en la biorremediacion se obtuvieron en la region
definida por el nivel alto de concentracion inicial de HTP y los niveles del bajo al alto de
los factores % de texturizante y humedad. Por su parte los valores menores de
concentraciones de HTP final se encontraron en la region definida por e | nivel alto del
factor % de humedad y los niveles bajos de los factores concentracion inicial de HTP y
% de texturizante.

4. La solucion de compromiso u Optimo simultidneo se obtuvo para una concentracion
inicial de HTP de 39 278 mg/kg, un % de texturizante de 6,45 % y un % de humedad de
25,95 %; no obstante, la masa de HTP removida se mantuvo en el rango de la solucion
de compromiso u 6ptimo simultdneo para valores de % de texturizante entre 6 y 10 %;
manteniendo los otros dos factores estudiados en sus valores 6ptimos.

5. La calidad ecotoxicologica del residuo tratado confirm 6 que tiene niveles de toxicidad
severa, por lo que no debe ser dispuestos en suelos con fines agricolas.

6. Para el escalado de la ecotecnologia se propuso que los valores de las variables de
operacion sean: concentracion inicial de HTP de 39 278 mg/kg, 8 % de texturizante y 25
% de humedad. Se comprob6 que la concentracion de HTP final obtenida para las

variables de operacion seleccionadas cumple con la norma de disposicion final.
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Recomendaciones



Recomendaciones.

1. Complementar los resultados de esta investigacion con los estudios microbiolédgicos ,

actualmente en proceso.

2. Continuar el proceso de desarrollo de la ecotecnologia de biopilas en su etapa de

escalado a nivel piloto.

3. Estudiar la taxonomia de los microorganismos presentes en la biorremediacién en la

proxima etapa de la investigacion.

4. Continuar los estudios de calidad ecotoxicologica del residual tratado en la proxima

etapa de la investigacion.

5. Socializar los resultados de la investigacion en diferentes espacios cien tificos,

académicos y empresariales.
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Anexos.

Anexo 1: Estructura quimica de diferentes componentes mayoritarios de un crudo de

petroleo. Fuente: (Ponce, 2014).
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Anexo 2: Entidades con evidencia de contaminacion con hidrocarburos en la region

central de Cuba. Fuente: (Jiménez, 2018).
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Anexo 3: Diagrama heuristico para seleccion y disefio de tecnologias de recuperaciéon

de suelos contaminados. Fuente: (Fabelo, 2017).
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Anexo 4: Consideraciones a tener en cuentas para la biorremediacion. Fuente:

(Sanchez & Rodriguez, 2005).
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Anexo 5: Factores especificos que condicionan la biodegradacion de hidrocarburos .

Fuente: (Ccolque & Vargas, 2017)
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Anexo 6: Tipos de reacciones en los procesos de degradacion aerobicos y anaerdbicos .

Fuente: (Ponce, 2014).

Degracacion

Susfrato + 02 = Biomasa + C02 + H20
aerobia:

Susfrato + NO3- = Bicmasa + CO2 + N2

Sustrato + SO42- - Biomasa + CO2 + S2+
Degracdacion

Susfrato + Fe3+ - Biomasa + CO2 + Fe2+
anaerobia:

Sustfrato + Mn4+ = Biomasa + CO2 + Mn2+

Susirato + CO2 = Biomasa + CO2 + CH4




Anexo 7: Rutas de degradacion de los alcanos por oxidacion del grupo metil terminal,

subterminal y biterminal. Fuente: (Braibant, 2004).
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Anexo 8: Ruta de degradacion de los hidrocarburos aromaticos. Fuente: (Nilanjana &

Preethy, 2011).
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Anexo 9: Tipos de bacterias mas comunes usadas en los procesos de biorremediacion.

Fuente: (Toledo, 2011).

Grupo de bacterias Genero Importancia ambiental
Degrada compuestos
Pseudomonas organicos
Flavobacterium Degrada proteina
Organismo formador de
Zooglea floculos en plantas de
lodos activados
Clostridium Producen acidos grasos
Bacterias de a partir de materia
descomposicion organica en un digestor
Micrococcus anaerobio
Methanobacterium
Producen metano
gaseoso a partir de
Methanococcus acidos grasos en un
digestor anaerobio
[Methanosarcina
[Nitrobacter
g i Oxidan compuestos
Bacterias nitrificantes nitrogenados inorganicos
Nitrosomonas
; Reducen nitratos y
Bacterien Baciius nitritos a nitrégeno
desnitrificantes Pseudomonas 9992030 U:0d0 NAtICO
Degradan compuestos
Bacterias degradadoras | Pseudumonas " toxicos que'cqn‘t:denen
e cloro transgenicas CION0 (GO 88 VIMEONAO)
en compuestos menos
nocivos
; Capaces de fijar el
Bacterias fijadoras de | Azobacter nitrégeno atmosférico en
nitrégeno
NH3
Beijerinckia




Grupo de

bactertas Genero Importancia ambiental
Bactenas reductoras de ‘ Interviene en la corrosion
sulfatos Desulfovibrio de tuberias de hierro
Chlorobium
) e Reducen sulfuros a azufre
Bacterias fotosintéticas elétherital
Chromatium
) Dan volumen a los lodos
l;lalgmento Sphaerotilus en las plantas de lodos
. activados
Bactenas
férncas
Oxidantes A . ‘
biel hiemo Leptothrix Oxidan el hierro ferroso
Pseudomonas 8. 300
rthrobacter -:‘i ?{{
ctinomyces ,:;E-
Bactenas degradadoras |Aerobacter 2 TD .
de hidrocarburos laviobacterium Degradan hidrocarburos
orynebactenum
phingomonas

icrococcus




Anexo 10: Ventajas y desventajas de la biorremediacion in situ y ex situ. Fuente:

(Ponce, 2014)

Biorremediacion In situ Ex situ
Permiten tratar el suelo | Menor tiempo de
sin necesidad de excavar | tratamiento.
. ni transportar. Mas seguros en cuanto a
Ventajas _ ) _
Potencial disminuciéon uniformidad: es posible
en costos. homogeneizar y muestrear
periddicamente.
Mayores tiempos de | Necesidad de excavar el
tratamiento. suelo.
Pueden ser inseguros en | Aumento en costos e
cuanto a uniformidad: | ingenieria para equipos.
Desventajas heterogeneidad en las :
caracteristicas del suelo. Deb§ C?,n siderarse .la
manipulacion del material
Dificultad para verificar | y la posible exposicion al
la eficacia del proceso. | contaminante.




Anexo 11: Representacion esquematica de sistemas de biopilas alargadas (a) y estaticas

(b). Fuente: (Velasco & Volke, 2003).

El sistema de biopilas alargadas (figura a) es el proceso de composteo mas econdémico y
sencillo. En éste, el material a compostear se apila sobre una plataforma en montones
alargados. La aireacion se realiza mediante el mezclado manual o mecanico de la composta,
proceso que a su vez permite homogeneizar la temperatura. El mezclado de la composta
proporciona una mayor distribucion y facilita la biodegradacion de los contaminantes, ya
que facilita la homogeneizacion de los nutrientes, agua, aire, contaminantes Yy
microorganismos. La frecuencia del mezclado de la pila depende de la actividad
microbiana, que generalmente puede determinarse por el perfil de la temperatura en la

composta, que puede realizarse una vez al dia o bien una vez al mes.
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‘ f‘, ‘ 2 & Composta

Figura a: Biopilas alargadas.

A diferencia del caso anterior, las biopilas estaticas (figura b) no necesitan mezclarse
mecanicamente, ya que la aireacion y ho mogeneizacion del calor en la composta se lleva a
cabo por medio de un sistema de inyeccion (compresor) o extraccion (vacio) de aire, mediante
tubos colocados en la base alineados paralelamente a lo largo de la pila. En las biopilas
estaticas, normalmente se emplea un sistema de extraccion de aire, lo que permite la captura de
los vapores de cierta fraccion de compuestos organicos volatiles que llegan a ser removidos del
suelo contaminado durante el proceso de aireacion. Estos vapores son enviados a un sistema de
biofiltracion u oxidacion catalitica para su tratamiento. El uso de un sistema de inyeccion o

extraccion de aire en este tipo de biopila, permite el control manual



o automatico de la velocidad del flujo de aire que provee de oxigeno al proceso de
composteo, permitiendo asi establecer una relacion entre el flujo de aire y la actividad

microbiana a través del tiempo

Figura b: Biopilas estaticas.
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Anexo 12: Lista de chequeo para evaluar la pertinencia de la ecotecnologia de biopilas.

Fuente: (EPA, 2017).

1. Seil Characteristics That Contribute To Biopile Effectiveness

Yes No

O

=

|

Jd

Is the total heterotrophic bacteria count > 1,000 CFU/gram
dry soil?

Is the soil pH between 6 and 87?
[s the soil moisture between 40% and 85%7?
Is the soil temperature between 10°C and 45°C?

Is the carbon:nitrogen:phosphorous ratio between 100:10:1
and 100:1:0.5?

Does the soil divide easily and tend not to clump together?

2. Constituent Characteristics That Contribute To Biopile

Effectiveness

Yes No

d O Are products to be treated primarily kerosene or heavier (i.e.,
not gasoline), or will air emissions be monitored and, if
necessary, controlled?

d 0O Are most of the constituents readily degradable?

O O Are total petroleum constituents < 50,000 ppm and total

heavy metals < 2,500 ppm?

3. Climatic Conditions That Contribute To Biopile Effectiveness

Is the rainfall less than 30 inches during the biopile season?

Yes No
O O
. a

Are high winds unlikely?



4. Biotreatability Evaluation

Yes No

Q

d

O

d

Has a biotreatability study been conducted?

Was biodegradation demonstrated, nutrient application and
formulation defined, and potential inhibitors or toxic
conditions checked?

5. Evaluation Of Biopile Design

Yes No

Q

O

Is sufficient land available considering the biopile depth and
additional space for berms and access?

Is runon and runoff controlled?
Are erosion control measures specified?

Are the frequency of application and composition of
nutrients and pH adjustment materials specified?

Is moisture addition needed?

Are other sub-optimal natural site conditions addressed in
the biopile design (e.g., low temperatures, poor soil texture,
and excessive rainfall)?

Is the site secured?

Are air emissions estimated and will air emissions
monitoring be conducted?

Are provisions included for air emissions controls, if needed?



6. Operation And Monitoring Plans

Yes No

J 1 Are frequencies of aeration, nutrient addition, and moisture
addition provided in the operation plan?

d 4 [Is monitoring for constituent reduction and biodegradation
conditions proposed?

d U Are air, soil, and surface runoff water sampling (if applicable)
proposed to ensure compliance with appropriate permits?

d O Are the proposed number of samples to be collected,
sampling locations, and collection methods in accordance
with state regulations?

d O Is quarterly [or more frequent) monitoring for soil pH,
moisture content, bacterial population, nutrient content, and
constituent concentrations proposed?



Anexo 13: Arbol de decisién para la seleccién de la ecotecnologia de biopila. Fuente:

(BATTELLE & NFESC, 1996).
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Anexo 14: Diagrama de flujo del proceso de evaluacion de la tecnologia de biopilas. Fuente: (EPA, 2017)
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Anexo 15: Ventajas y desventajas de la ecotecnologia de biopilas. Fuente: (EPA, 2017).

Advantages And Disadvantages Of Biopiles

Advantages Disadvantages
O Relatively simplc to design and o Concentration reductions > 95% and
implement. constituent concentrations < 0.1 ppm are
very difficult to achieve.
O Short treatment times: usually 6 months
W 2 years under optimal conditions. ©  May not be effective for high consttuen.
concentrations (> 50,000 ppm total
o Cost competitive: $30-90/ton of petroleum hydrocarbons).
contaminated soil.
O Presence of significant heavy metal
> Effective on organic constituents with concentrations (> 2,500 ppm) may inhibit
slow biodegradation rates. microbial growth.
O Requires less land area than landfarms. O Volatile constiluents tend to evaporate
rather than bicdegrade dunng treatment.
< Can be designed to be a ciosed system;
vapor 2amissions can be controllad. & Requires a large land ar2a for treatmeni,
akhough less than landfarming.
< Canbe engineered to be potentially
effective for any combination of site (& Vapor generation during aeration may
conditions and petroleum products. requirc treatment prior to discharge.
& May require bottom liner if leaching from

the biopile is a concem.

166




Anexo 16: Etapas del disefio de experimento y salidas relevantes. Fuente: (Gutiérrez &

De la Vara, 2012).

Preguntas en la etapa Salidas y opdones relevantes

1. Plancacion y * .Cudntos factores? Sélo algunos aspectos de esta etapa
disefio ¢ ;Cufintas respuestas? s¢ trabajan en ¢l software, pero hay
* ;Culintos niveles?, jcudles mds opciones si el disefio ¢s un
niveles? factorial fraccionado: detenmina-
* ;Cufintas réplicas o repeticiones? | cidn del tamaiio de muestra o
* (Hay restricciones de algin tipo?, | nimero de réplicas, matiz de
Jen cudntos blogques? diseiio aleatonizada, generadores,
* ;Cudnto coesta cada corrida? resolucidn, estructura de alias,
* ;Cudles efectos se podran repeticiones, puntos al centro,
estudiar? blogues y hojade trabajo para
* (Cudl es el experimento més capturar los datos del experimento,
apropiado?
* ;Como se capturan los datos?
2. Andlisis * ;Cudles efectos son significati- Andlisis de varianza (ANOVA),
vos? significancia de los efectos, grifico
* ;Cudles factores contribuyen a de efectos en papel normal, Pareto
explicar la respuesta? de efectos, agregar y excluir
* ;Cudinto explica cada modelo? efectos, porcentaje de explicacion
* ;Cudl es el modelo mas apro- de cada modelo y seleccion del
piado? mejor modelo.
3. Interpretacion * ;Cudl es ¢l mejor tratamicento? Grificas de medias, grificas de
* ;Como afecta el factor X? efectos, tabla de predichos o
* ;Cudles el valoresperadode la | estimados, grifico de cubo,
respuesta en el mejor tratamiento? | intervalos de confianza para la
* ;Como es la superficie de respuesta media y para la observa-
respuesta? cion futura, grificas de superficic y
* ;Qué porcentaje de la variacion | de contomos, porcentaje de
observada explica el modelo? ex plicacién de la respuesta,
¢ ;Cudles ¢l ratamiento dptimo? | optimizacidn, determinacion del
mejor tratamiento o punto Gptimo.
4. Diagndstico * ;Se cumple los supuestos de Grificas de residuos: en papel de
nomalidad, varianzaconstante ¢ | probabilidad nomnal, contra los
independencia? predichos, contra los factores y
* (Hay observaciones atipicas? ordenados en el tiempo. Prueba de
* ;Se ajusta bien ¢l modelo? homogeneidad de varianzas,
observaciones influyentes y gréfico
de observados contra predichos.




Anexo 17: Clasificacion de los disefios de experimentos de acuerdo con sus objetivos.

Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

1. Disefios pera comparar dos
o més tratzmientos

2. Diserios pera estudiar €
=fecty de vanos factcres
sobreung 0 méas vanahlos
e resplesid

3. Disefios para la optmizacién

de procescs

4, Disefios robustos

5, Disefios ce mezdas

Cisenc completamente al azar
Ciseic de blogues ccmpletos al azar
Pisede de cueddros [aheo y grecolaling

DiseAcs Tactonales 2*
Disefics factoriales 3¢
CiseAcs Tactonales fraccionados 2¢-°

Cisencs para €l modelo | Disofios fectonales 26y 2% 7
de primer orden { Disofio do Plakoll-Bunman

| Lisonio simplex
Cisercs oara €l modelo ' Diseffo de composicion central
de segurde arden { DizeRo de Box-Behnken

| Disenos factoriales 3* y Z*-¢

I Aneglos orlogonales (disefos laclonales)
] Disede con anogles nlemo y exiemo

I 2isefic srrplex-rahiolar
CiscAeo simplox con centroide
CiscAe con resticcionas
CiscAc avial



Anexo 18: Esquema de los elementos de l1a Metodologia de Superficie y Respuesta.
Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

CRIBADO BUSQUEDA | BUSQUEDA I
Fommular
S tenen - Madelo tentatvo
= muchos faciores de prmes orden —) se;:*dob :& :
Disedo lactorial
Sdecianarla 2 029 con Ma‘dw&b
resclucidn repetdones al de ik
& & 4
Dwseno faconal
Reakzar Jos Correr los
,,‘h,m'-"'m'_“@ epenmentos epamentos
t:‘afln-oouidu- Estimar el &lodzo &wﬁw e
expenmento prbar fdta :
en orden akatono ¥ ajuste jerRguico
Encontrar &l purto
Analizar estadcnaio
ks datos S N (candidato a
. 2 Optimo)
3 superfie? 3
Determuner o5 ‘ g Caractenza
efectos activos la superfiae
N o S 4
G
de tendencia dptimo que
buscamios |
‘ Andlists
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Anexo 19: Modelos empleados en la Metodologia de Superficie y Respuesta. Fuente:

(Gutiérrez & De la Vara, 2012)

Si se tienen k factores, los modelos de primer y segundo orden estan dados por las ecuaciones

1 y 2 respectivamente:

N
v 4
Y=+ B_x+£ (D)

Ecuacion 1: Modelo de primer orden utilizado en la MSR. Fuente: (Gutiérrez & De la

Vara, 2012).
Y=+ Bx+ Bx + B x+e¢ (2)
Ecuacion 2: Modelo de segundo orden utilizado en la MSR. Fuente: (Gutiérrez & De

la Vara, 2012).

Para ambos modelos:

Y': variable de respuesta.
Xi: 1 factores estudiados.
Bo, Bi, Bij: coeficientes del modelo.

€. €ITO0T.



Anexo 20: Forma que toma la superficie en dependencia de los coeficientes del modelo:

(a) para modelos de primer orden, (b) superficie de maximo (montaiia) para modelos

de segundo orden, (c¢) superficie de minimo (valle) para modelos de segundo orden, (d)

superficie con punto de silla (minimax) para modelos de segundo orden. Fuente:
(Gutiérrez & De la Vara, 2012).

iy
TIELY

5
ul
| 2T LR

L

|
I
i

@

&
ko
[
3]

Frrprrg?

TT T

-2 0F

(b)

TR 1

Tl

|
—

(d)

3

o
:
o 1,



Anexo 21: Quince tratamientos del disefio Box -Behnken para tres factores y tres puntos

centrales. Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).
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Anexo 22: Representacion geométrica de los puntos del disefio de Box -Behnken. Fuente:

(Gutiérrez & De la Vara, 2012).
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Anexo 23: Ciclo de Deming y los experimentos. Fuente: (Gutiérrez & De la Vara, 2012).

| Planear un cambio o
una prueha con 2l
ohiafivo de encon-
trar causas v lograr
11INa Meinra.

4. Actuar de acuerdo con ‘os
resutados: implemente e
cambio o dsséchele, o
bien, planee una
prueba.

Ciclo de Deming

2. Hacer o llevar o
wbo el wrrbio o
as pruebas

planzadas (de
prelerencid & pequerid
escale).

4. Estudiar los rosultadaos.
{Qué se aprendic?
{Qué esavo mal?



Anexo 24: Libro de calculo de Microsoft Office Excel para registrar los datos el
monitoreo semanal de la temperatura y humedad. Fuente: Elaboracion propia,

utilizando Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016).
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Anexo 25: Propiedades fisicas de la muestra de suelo. Fuente: (ENIA, 2018)
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Anexo 26: Libro de calculo de Microsoft Office Excel para la determinacion de las

dimensiones de las unidades experimentales. Fuente: Elaboracion propia, utilizando

Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016).

BALANCE DE MASA A NIVEL DE UNIDAD EXPERIMENTAL

Tratamiento No. 1 -1
Conc. HTP 1 39000,00 22000,00
% Texturizante 0 8,00 4,00
% Humedad -1 20,00 20,00
Peso de muestras por muestreo
CEINPET g 500
CEBIMAR g 250
UCTB g 200
Total Kg 0,950
Peso de muestras total
No. de muestreos u 3
Total Kg 2,850
Peso total inicial de la Biopila
% peso muestra total % 7,5
Peso total incial de la Biopila Kg 38
Peso de muestra para ecotoxicologia Kg 4
Peso total de la Biopila Kg 42
Peso de Residuo Petrolizado en la Biopila
Concentracién HTP Residuo Petrolizado mg/kg 123725,00
Peso de Residuo en la Biopilas kg 13,35
Peso de Texturizante la Biopila
% peso de Texturizantes Total Biopilas % 8,00
% peso de Texturizante 1 % 75,00
% peso de Texturizante 2 % 25,00
Peso de texturizantes en la Biopilas kg 3,36
Peso de texturizantes 1 en la Biopilas kg 2,52
Peso de texturizantes 2 en la Biopilas kg 0,84
Peso de Suelo en la Biopila
Peso de Suelo en la Biopilas kg 25,29
Peso de Agua en la Biopila himeda
Humedad inicial en la Biopila seca % 9,00
Humedad final requerida en la Biopila himeda % 20,00
Peso final en la Biopila himeda kg 43,23
Peso de agua a afiadir kg 5,23
Volumen de agua a afiadir Ml 5225,00
Estimacion de la densidad aparente y volumen de la Biopila
Densidad aparente del Suelo kg/m3 1058,00
Densidad aparente del Residuo Petrolizado kg/m3 823,00
Densidad aparente del Texturizante 1 kg/m3 278,00
Densidad aparente del Texturizante 2 kg/m3 73,00
Densidad aparente del Agua kg/m3 1000,00
Volumen de Suelo cm 23903,77
Volumen de Residuo Petrolizado cm® 16220,92
Volumen de Texturizante 1 cm® 9064,75
Volumen de Texturizante 2 cm® 11506,85
Volumen total Componentes Secos cm® 60696,28
Densidad aparente Componentes Secos kg/m3 691,97
Densidad aparente de la Biopila Humeda kg/m3 737,40
Volumen total de la Biopila SECA INICIAL cm® 60696,28
Volumen de muestra para Ecotoxicologia cm® 5780,60
Volumen de total de la Biopila SECA FINAL cm® 54915,68

DISERNO INGENIERO

Dimensiones de la Biopila

Forma de la Biopila
Altura requerida de la Biopila
Angulo reposo de la Biopila
B-b L-l L B
40,00 40,00 88,00 59,00

Altura calculada de la Biopila
Error

Relacién L:B

Piramide truncada

cm 20,00
45°
| b
48,00 19,00
cm 19,90
% 0,5181

1,492

0
30500,00
8,00
25,00

LyB

L =1+2h
88,00

+1
39000,00
12,00
30,00

lyb

B =b+2h
59,00



Anexo 27: Libro de calculo de Microsoft Office Excel para la adicion de enmiendas a
las unidades experimentales. Fuente: Elaboracion propia, utilizando Microsoft Office

Excel (Microsoft, 2016).
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Anexo 28: Masa de enmiendas afnadidas a cada unidad experimental. Fuente:

Elaboracion propia.

. Masa de Masa de Masa
Tratamiento
Nitrato de Amonio (g) | Superfosfato simple (g) [ Sulfato de potasio (g)

1 604,15 0,00 6,05
2 508,15 0,00 5,27
3 594,23 0,00 6,54
4 508,15 0,00 5,27
5 412,15 0,00 4,49
6 422,08 25,69 4,00
7 690,23 0,00 7,32
8 594,23 0,00 6,54
9 412,15 0,00 4,49
10 518,08 63,87 4,78
11 422,08 25,69 4,00
12 498,23 0,00 5,77
13 508,15 0,00 5,27
14 326,08 0,00 3,22
15 604,15 0,00 6,05




Anexo 29: Libro de calculo de Microsoft Office Excel con los datos semanales de la
temperatura y humedad de las unidades experimentales. Fuente: Elaboracion propia,

utilizando Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016).
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Anexo 30: Datos del monitoreo de la concentracion de HTP a los 0 y 240 dias. Fuente:

(CEINPET, 2020; LEA, 2020).

Concentracion de HTP (mg/kg)
Tiempos 0 240
Tratamientos Teobrico* CEAC CEINPET

T1 39 326 11 800 11478
T2 30 587 10 400 10 345
T3 30 587 9700 20 380
T4 30 587 10 000 547

TS 21 848 11 000 3 864
T6 30 587 7 880 24 585
T7 39 326 9 800 9 655
T8 30 587 12 200 7091
T9 21 848 4 600 3497
T10 39 326 8 020 8 682
T11 30 587 7 940 8 715
T 12 21 848 4900 6299
T 13 30 587 5980 12 963
T14 21 848 1420 12 303
T15 39 326 5260 15739

Teorico*: Valores del disefo calculados a partir del balance de masa y los resultados de la

caracterizacion inicial del residuo petrolizados mostrados en la tabla 5 del epigrafe 3.1.2.



Anexo 31: Datos de las variables climaticas monitoreadas en las 31 semanas que fueron

estudiadas las unidades experimentales. Fuente: (INSMET, 2020).

Temperatura Humedad relativa Precipitaciones
. . Vientos
Semanas media media acumuladas
) (%) (mm) (km/h)

1 23,2 72 10 34
2 22,8 72 20,8 6
3 24.8 69 17,6 4,1
4 23,8 75 216,5 4,9
5 24,7 77 27,6 3,8
6 24,3 75 0,1 2,7
7 24,1 79 18 3,6
8 26,4 76 33,1 2,2
9 25,4 81 54,3 2,2
10 25,4 76 17 3,6
11 25,7 79 53,1 3
12 26,5 79 63,7 1,9
13 26,8 75 13,2 2,2
14 26,9 78 52,7 3
15 27,2 74 11 4,3
16 26,8 77 9,7 2,1
17 26,1 77 37,8 4
18 27,2 75 16 4,7
19 26,8 78 59,3 2,5
20 26,3 83 96,4 2
21 26,5 81 101,1 2,4
22 25,9 81 54,8 2,3
23 25,6 83 53,1 1,8
24 25,6 84 39,7 1,5
25 25,7 82 18,8 2
26 26,5 81 95,9 2,9
27 25,2 83 45,5 2,7
28 25,4 85 34,5 2,3
29 24,5 89 102,4 2,9
30 25,3 84 132,7 2,5
31 25,4 85 5,8 2,7




Anexo 32: Comprobacion del supuesto de los datos de temperatura de las unidades
experimentales, asi como de las variables climaticas: temperatura media ambiental,
humedad media relativa, precipitaciones acumuladas y vientos. Fuente: Elaboracion

propia

Los supuestos de las variables temperatura de las unidades experimentales son: normalidad,

varianza constante e independencia los cuales se comprueban a continuacion:
Normalidad:

En tabla 1 se muestra el Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada para cada una de
las 15 corridas experimentales. Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2
indican desviaciones significativas de la normalidad, las cuales tenderian a invalidar

muchos de los procedimientos estadisticos que se aplicaron a estos datos.

Tabla 1: Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada arrojados por el Resumen
Estadistico del Analisis Multivariado. Fuente Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010) .

Tratamientos Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada

T1 -1,13823 -0,246137
T2 -1,01119 -1,2226
T3 -0,717444 -1,35955
T4 -0,657344 -1,45416
T5 -0,744669 -1,71085
T6 -0,645494 -1,61698
T7 -0,883197 -1,41691
T8 -0,517745 -1,68106
T9 -0,243826 -1,30116
T10 -0,692853 -1,69843
T11 -0,246113 -1,93008
T12 -0,498324 -1,60961
T13 -0,953204 -1,55439
T14 -0,734122 -1,48294
T15 -0,18192 -1,84896

Ninguno de los tratamientos muestra valores de Sesgo Estandarizado y la Curtosis
Estandarizada fuera del rango -2 a +2, por lo que no se puede rechazar la hipdtesis nula de

que los datos provienen de una distribucion normal con un 95 % de confianza.



Varianza constante:

En la figura 1se muestran los residuos frente a los valores de predicho.
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Figura 1: Residuos frente a los valores predichos de temperatura. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Como se puede observar en la figura 1 los puntos se distribuyen a lo largo de una banda
horizontal de manera aleatoria sin ningun patron contundente. Para contrastar la
verificacion del supuesto se utiliza la grafica de Niveles de Factor vs. Residuos, la cual se

muestran en la figura 2:
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Figura 2: Residuos vs. niveles del factor temperatura. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).



Como se puede verificar en las figuras precedentes la variabilidad dentro de cada nivel de
tratamiento es aproximadamente la misma, por lo que se concluye que se cumple con el

supuesto de igualdad de varianza.

Independencia:

En la figura 3 se muestra la grafica de residuos vs. nimero de observaciones de temperaturas.
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Figura 3: Grifica de residuos vs. nimero de observaciones de temperaturas. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Como se puede apreciar no existe ninglin patron diferente a una dispersion aleatoria, por

tanto, se cumple el supuesto de independencia

Se comprob6 el cumplimiento de la normalidad de las variables climaticas: temperatura
media ambiental, humedad media relativa, precipitaciones acumuladas y vientos como se

muestra a continuacion:
Normalidad:

En tabla 2 se muestra el Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada para cada una de
las variables climaticas. Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican
desviaciones significativas de la normalidad, las cuales tenderian a invalidar muchos de los

procedimientos estadisticos que se aplicaron a estos datos.



Tabla 2: Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada arrojados por el Resumen
Estadistico de la Comparacion de Varias Muestras . Fuente Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Variables climaticas Sesgo Estandarizado | Curtosis Estandarizada
Temperatura media ambiental -1,54236 0,00840845
Humedad media relativa 0,020621 -0,307334
Viento 4,4483 5,71982
Precipitacion acumulada 2,48875 1,10689

Las variables temperatura media ambiental y humedad relativa muestran valores de Sesgo
Estandarizado y la Curtosis Estandarizada dentro del rango -2 a +2, por lo que no se puede
rechazar la hipotesis nula de que los datos provienen de una distribuciéon normal con un 95

% de confianza.

Por otra parte, las variables precipitacion acumulada y viento presentan valores de Sesgo
Estandarizado fuera del rango esperado y la variable precipitacion acumulada muestra
valores de la Curtosis Estandarizada fuera del rango esperado por lo que se puede rechazar
la hipotesis nula de que los datos provienen de una distribucién normal con un 95 % de

confianza.



Anexo 33: Grafica de media de las temperaturas de los 15 tratamientos y la
temperatura intratratamientos. Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010)
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Anexo 34: Temperatura de los 15 tratamientos vs temperatura ambiental. Fuente

Elaboracion propia, utilizando Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016).

Temperatura de tratamientos vs Temperatura ambiente
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Anexo 35: Matriz de correlaciones entre la temperatura de los tratamientos, la
temperatura intratratamientos y las variables ambientales: temperatura media
ambiente, humedad media relativa, precipitacion acumulada y viento. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Temperatura Temperatura | Humedad | Precipitacion .
. . . i Viento
intratratamientos ambiente relativa acumulada

Tratamiento 1 T 0,9572 0,4857 0,4853 0,2012 -0,4471
(3D (1) (€29) (1) (1)

0,0000 0,0056 0,0057 0,2777 0,0117

Tratamiento 2 T 0,9784 0,4230 0,4998 0,2645 -0,4427
31) 31) 31) 31) 31)

0,0000 0,0177 0,0042 0,1505 0,0126

Tratamiento 3 T 0,9848 0,4539 0,4628 0,1882 -0,4682
(3D (1) (3D (1) (1)

0,0000 0,0103 0,0088 0,3107 0,0079

Tratamiento 4 T 0,9924 0,4334 0,5288 0,2186 -0,4482
31) 31) (31) 31) 31)

0,0000 0,0149 0,0022 0,2375 0,0114

Tratamiento 5 T 0,9783 0,3988 0,5493 0,2211 -0,4297
(3D (1) (3D (1) (1)

0,0000 0,0262 0,0014 0,2320 0,0158

Tratamiento 6 T 0,9871 0,4513 0,5158 0,2437 -0,4217
(31) 31) (31) 31) 31)

0,0000 0,0108 0,0030 0,1865 0,0181

Tratamiento 7 T 0,9726 0,4538 0,4866 0,2303 -0,4153
(3D (1) (3D (1) (1)

0,0000 0,0103 0,0055 0,2127 0,0202

Tratamiento 8 T 0,9821 0,4737 0,5227 0,0987 -0,4826
(31) 31) (31) 31) 31)

0,0000 0,0071 0,0026 0,5973 0,0060

Tratamiento 9 T 0,9153 0,2977 0,6239 0,3404 -0,3716
(3D (1) (3D (1) (1)

0,0000 0,1039 0,0002 0,0609 0,0395

Tratamiento 10 T 0,9789 0,4875 0,4872 0,1049 -0,4788
(31) 31) (31) 31) 31)

0,0000 0,0054 0,0054 0,5744 0,0064

Tratamiento 11 T 0,9790 0,4630 0,4623 0,1394 -0,4250
(D (1) (3D (1) (1)

0,0000 0,0087 0,0088 0,4544 0,0172

Tratamiento 12 T 0,9760 0,4331 0,4600 0,2790 -0,3932
(31) 31) (31) 31) 31)

0,0000 0,0149 0,0092 0,1285 0,0287

Tratamiento 13 T 0,9783 0,4724 0,4806 0,2840 -0,4177




G1) G1) G1) G1) G1)
0,000 0.0073 0.0062 0.1215 0.0194
Tratamiento 14 T 0.9844 0.4866 0.4382 0.2056 20,4483
31) 31) 31) 31) 31)
0,0000 0.0055 0.0137 0.2672 0.0114
Tratamiento 15 T 0.9695 0.4294 0.4538 0.1176 04311
31) 31) 31) 31) 31)
0,0000 0.0159 0.0103 0,5287 0.0155
_ Temperatura 0.4528 0.5118 0.2154 -0,4457
Intratratamientos

Esta tabla muestra las correlaciones de Pearson, entre cada par de variables. El rango de
estos coeficientes de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre
las variables. También se muestra, entre paréntesis, el nimero de pares de datos utilizados
para calcular cada coeficiente. El tercer nimero en cada bloque de la tabla es un valor -P
que prueba la significancia estadistica de las correlaciones estimadas. Valores-P por debajo
de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes de cero, con un nivel de

confianza del 95 %.



Anexo 36: Analisis de regresion lineal multiple temperatura intratratamientos vs

temperatura ambiente y humedad relativa. Fuente: Elaboracion propia, utilizando

software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies,

2010).

Variable dependiente: temperatura intratratamientos (°C).

Variables independientes: temperatura ambiente (°C) y humedad relativa (%).

Tabla 1: Coeficientes del modelo. Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Minimos cuadrados Error Estadistico
Pardametro Estimacion Estandar T Valor-P
CONSTANTE 1,08053 5,45435 0,198104 0,8444
Temperatura ambiente 0,479142 0,181323 2,64247 0,0133
Humedad relativa 0,142004 0,045647 3,11092 0,0043

Tabla 2: Analisis de Varianza para la regresion Lineal. Fuente: Elaboracion propia,

salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).
Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon -F Valor-P
Modelo 24,2901 2 12,1451 9,70 0,0006
Residuo 35,0658 28 1,25235
Total (Corr.) 59,356 30

Estadisticos del modelo:

R-cuadrada = 40,9228 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 36,703 porciento

Error estandar del est. = 1,11908

Error absoluto medio = 0,893894

Estadistico Durbin-Watson = 1,73218 (P=0,1402)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,117697



Puesto que el valor-P del ANOVA en la tabla 2 es menor que 0,05, existe una relacion
estadisticamente significativa de temperatura intratratamientos con respecto a la

temperatura y humedad relativa ambiente con un nivel de confianza del 95 %.

El estadistico R-cuadrada indica que el modelo ajustado explica 40,9228 % de la variabilidad
en temperatura intratratamientos. Si bien, los valores de R-cuadrado no se consideran altos
respecto a otras aplicaciones de ingenieria, logran justificar casi la mitad de la variacion
existente en la temperatura de en un proceso que ademas se encuentra influenciado por otros
parametros como pueden ser: actividad metabdlica de los microorganismos; régimen de
homogenizacion, aireacion y volteo; frecuencia de humectacion, entre otros factores no
estudiados. Por tanto, se considera valida la ecuacion del modelo ajustado como herramienta de
monitoreo y estimacion de la temperatura de las biopilas a escala de banco.

La ecuacion del modelo=1,08053ajustado+fue(,47914 2laecuacion- 14+: 0,142004 - (1)
Donde:

TI: Temperatura intratratamientos (OC).

X1: Temperatura ambiente (OC).

X2: Humedad media relativa (%).



Supuestos del modelo:
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Figura 1: Analisis de supuestos de la regresion multiple temperatura
intratratamientos vs. temperatura ambiente y humedad relativa media a) grafica de
probabilidad normal b) histograma de frecuencia ajustado a la campana de Gauss
(normalidad) c¢) Residuos vs. Numero de fila. (Independencia) d) Residuos vs.
Predicho (Igualdad de varianza).Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centuri 6n version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

De un mero andlisis grafico se observan en las figuras 1 (a) y (b) un buen ajuste a la
distribucién normal . En las figuras 1 (c) y (d) se comprueba que no existen patrones que
indiquen falta de aleatoriedad. Por tanto, se cumplen los supuestos del modelo de regresion

lineal multiple .



Anexo 37: Comprobacion de los supuestos de los datos de humedad de las unidades

experiméntales. Fuente: Elaboracion propia .
Normalidad:

En tabla 1 se muestra el Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada para cada una de
las 15 corridas experimentales. Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2
indican desviaciones significativas de la normalidad, las cuales tenderian a invalidar

muchos de los procedimientos estadisticos que se aplicaron a estos datos.

Tabla 1: Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada arrojados por el Resumen
Estadistico de la Comparacion de Varias Muestras. Fuente Elaboracion propia, salida
del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Tratamientos Sesgo Curtosis
Estandarizado Estandarizada
T1 1,8424 0,0220532
T2 1,3187 -0,483907
T3 0,0594741 0,282551
T4 1,99743 0,359427
T5 0,0228719 -1,44245
T6 0,659887 -0,981646
T7 1,38299 0,422997
T8 -1,26476 1,03228
T9 0,726138 -0,994042
T10 1,44727 -0,460494
T11 0,96909 -0,70744
T12 1,88855 0,00672251
T13 0,764008 -0,53974
T14 1,55067 -0,670551
T15 1,8044 -0,238949

Ninguno de los tratamientos muestra valores de Sesgo Estandarizado y la Curtosis
Estandarizada fuera del rango -2 a +2, por lo que no se puede rechazar la hipotesis nula de

que los datos provienen de una distribucion normal con un 95 % de confianza.

Varianza constante:

En la figura 1 se muestran la grafica de Niveles de Factor vs Residuos



Gréfico de Residuos

o

T B R S i
[}

commmom
mompmm o

oeEnme e
ommatmon oooo

I e

residuos
o
[Ty e
R M O ety (o
ooty ot o o
I CRMCEREY| GO o
mam @ o
@ modmmn @ o
oo frmee o
momTr @ om oo

oot oogeHe oo
oD mono |oomo oao o

RS

L v v v v by g by o |

TL 72 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T1l1l T12 Ti3 T14 Ti5
muestra

Figura 1: Residuos vs. niveles del factor humedad. Fuente: Elaboracion propia, salida
del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Como se puede observar en la figura 1 la variabilidad de los residuos dentro de cada nivel
de tratamiento es aproximadamente la misma, por lo que se cumple con el supuesto de

igualdad de varianza.

Independencia:

En la figura 2 se muestra la grafica de residuos vs. nimero de observaciones de humedad.
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Figura 2: Grafica de residuos vs. numero de observaciones de humedad. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version
16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Como se puede apreciar no existe ninglin patron diferente a una dispersion aleatoria, por

tanto, se cumple el supuesto de independencia.



Anexo 38: Analisis para la identificacion de valores atipico. Fuente: Elaboracion
propia, utilizando software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

La Gréafica de Aberrantes mostrado en la figura 1 es una buena alternativa para comenzar a

identificar valores atipicos.
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Figura 1: Grafica de Aberrantes. Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Este grafico muestra cada valor de los datos junto con lineas horizontales en la media
muestral mas y menos 1, 2, 3, y 4 desviaciones estandar. Puntos mas alla de 3 sigma de los
cuales hay 0, se considera que son valores atipicos potenciales y dignos de investigacion
adicional. También se tuvo en cuenta la tabla 1 que muestra las 5 observaciones mayores y

las 5 menores en los datos.

Tabla 1: Tabla de valores extremos. Fuente: Elaboracion propia, salida del software

Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Valores Estudentizados Valores Estudentizados Modificados
Fila Valor Sin Supresion Con Supresion Valor-Z DAM
4 18,14 -1,29074 -1,36039 -1,29504
7 18,3 -1,09364 -1,14124 -1,0792
24 18,33 -1,05668 -1,10084 -1,03873
5 18,33 -1,05668 -1,10084 -1,03873
2 18,41 -0,95813 -0,994054 -0,93081




22 20,0 1,00056 1,03987 1,2141

23 20,22 1,27158 1,33879 1,51088
16 20,44 1,54259 1,65124 1,80766
26 20,89 2,09694 2,35178 2,41471
25 21,11 2,36795 2,73718 2,71149

Las tres columnas de la derecha muestran valores estandarizados o Puntajes Z que pueden
ayudar a identificar valores atipicos. Los valores Estudentizados miden a cuantas
desviaciones estandar se encuentra cada valor de la media muestral de 19,1878. El valor
mas extremo se encuentra en la observacion 25, el cual es 2,71149 desviaciones estandar de
la media. Valores de las calificaciones modificadas mayores que 3,5 en valor absoluto, de

las cuales hay 0 bien podrian ser observaciones aberrantes.

Se realizo la prueba de Grubbs también llamada Prueba de la Desviacion Estudentizada
Extrema (ESD), se basa en el mayor valor Estudentizado, en este caso es el de la
observacion 25 como se habia visto, obteniéndose a partir de este el valor P de la prueba de
Grubbs de 0,341858. Puesto que el valor P de la prueba de Grubbs es mayor que 0,05, ese

valor no es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5,0 %.

Los resultados de estas tres pruebas realizadas coinciden en que ninguna de las

observaciones de este tratamiento podria ser un valor aberrante.



Anexo 39: Grafico de media de la humedad de los 15 tratamientos. Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010)
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En la grafica se observa como los tratamientos se dividen en tres grupos el primero
formado por los tratamientos 1, 5, 6 y 8 cuya humedad media ronda alrededor del 19%; el
segundo formado por los tratamientos 2, 4, 7, 10, 12, 13 y 14 cuya humedad media ronda
alrededor del 24% y el tercer grupo formado por los tratamientos 3, 9, 11 y 15 cuya

humedad media ronda alrededor del 29%.



Anexo 40: (a) Diagrama de Dispersion de Conglomerados y (b) Grafica de distancia

de aglomeracion. Fuente: elaboracion propia, salida del software Statgraphics

Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
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Anexo 41: Grafico que muestra la humedad de los 15 tratamientos en las diferentes

observaciones semanales realizadas durante el monitoreo. Fuente: Elaboracion

propia, utilizando Microsoft Office Excel (Microsoft, 2016).
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Anexo 42: Datos primarios de concentracion de HTP, y resultados de los calculos de
% Ry masa de HTP removida. Fuente: Elaboracion propia, a partir de resultados de

la concentracion de HTP arrojados por LEA (2020) y CEINPET (2020).

Concentracion de Concentracion Masa de HTP
Tratamiento HTP-0) media de HTP(=240) %R removida

(mg/kg) (mg/kg) (kg)
T1 39326,33 11639 70,40 1,05
T2 30587,14 10372,5 66,09 0,77
T3 30587,14 15040 50,83 0,59
T4 30587,14 5273,5 82,76 0,96
T5 21847,96 7432 65,98 0,55
T6 30587,14 16232,5 46,93 0,55
T7 39326,33 97217,5 75,26 1,12
T8 30587,14 9645,5 68,47 0,80
T9 21847,96 4048,5 81,47 0,68
T10 39326,33 8351 78,76 1,18
TI1 30587,14 8327,5 72,77 0,85
T12 21847,96 5599,5 74,37 0,62
T13 30587,14 9471,5 69,03 0,80
T14 21847,96 6861,5 68,59 0,57
T15 39326,33 10499,5 73,30 1,10




Anexo 43: Matriz de Correlacion para los Efectos Estimados. Fuente: Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

GO @ 3 @ S ) 1) (&) JO) |(10)

1 |promedio 1,00 {0,00 10,00 (0,00 }-0,55]0,00 {0,00 |-0,55 0,00 ]-0,55
2 |A: Concentracion HTP (0,00 1,00 0,00 (0,00 0,00 10,00 0,00 {0,000 (0,00 [0,00
3 |B: % de texturizante 0,00 0,00 1,00 0,00 (0,00 {0,00 [0,00 0,0 0,00 10,00
4 [C: % de humedad 0,00 10,00 10,00 {1,00 (0,00 [0,00 0,00 10,00 ]0,00 [0,00
5 [AA -0,55 10,00 {0,00 (0,00 ]1,00 {0,00 0,00 {0,08 10,00 ]0,08
6 [AB 0,00 10,00 10,00 (0,00 10,00 {1,00 0,00 ]0,00 {0,00 ]0,00
7 [AC 0,00 10,00 10,00 (0,00 10,00 {0,00 1,00 |0,00 [0,00 ]0,00
8 [BB -0,55 10,00 {0,00 (0,00 10,08 {0,00 10,00 (1,00 ]0,00 0,08
9 [BC 0,00 10,00 10,00 (0,00 10,00 (0,00 10,00 10,00 (1,00 ]0,00
10|CC -0,55 10,00 10,00 {0,00 10,08 {0,00 0,00 10,08 [0,00 |1,00

En este caso, hay 3 pares de efectos con interaccion distinta de cero. No obstante, como
ninguna es mayor o igual que 0,5, probablemente serd capaz de interpretar los resultados

sin mucha dificultad.



Anexo 44: Diagrama de Pareto Estandarizada para la masa de HTP removida.
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
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Cualquier barra que se extienda mas alla de la linea corresponde a efectos estadisticamente
significativos con un 95,0 % de nivel de confianza, en este caso, se corrobord el resultado

del ANOVA, los efectos A y BC son estadisticamente significativos.



Anexo 45: Graficas de Cuadrado para masa de HTP removida, (a) mantenido el
factor % de humedad en su nivel medo, (b) mantenido el factor % de texturizante en
su nivel medio y (c) manteniendo el factor concentracion inicial de HTP en su nivel
medio . Fuente: Elaboracion propia, salida del soft ware Statgraphics Centurion

version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).
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Estas graficas mantiene uno de los tres factorres en su nivel medio y los otros dos en el sus
niveles alto o bajo, en las mismas se puede observar como los menores valores de la masa
de HTP removida se obtienen para el factor concentracion de HTP en su nivel bajo y medio

independientemente de los niveles do los otro dos factores.

En este caso el mayor valor de la variable de respuesta se observa en la grafica (b) el cual
mantiene el % de texturizante en su nivel medio, y los otros dos factores en sus niveles
altos. Tambien en la grafica (a) se puede observar que al mantener el % de humedad y la
concentracion inicial de HTP en sus niveles medio y nivel alto la masa de HTP removida
peermanece practicamente cconsstante al variar el factor % de texturrizante de sunivel bajo

a su nivel alto.



Anexo 46: Analisis de la variable de respuesta del diseiio: concentracion de HTP final.
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

La tabla 1 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y sus
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual

mide su error de muestreo, asi como el factor de inflacion de varianza (V.L.F.)

Tabla 1: Efectos estimados para concentracion de HTP final (mg/kg). Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Efecto Estimado |Error Estd.| V.ILF.
promedio 8372,5 1110,37

A: Concentracion HTP 4068,88 1359,92 1,00
B: % de texturizante 60,0 1359,92 1,00
C: % de humedad -1758,38 | 1359,92 1,00
AA -4644,25 | 2001,74 1,01

AB 1319,25 | 192321 1,00

AC 11220 192321 1,00

BB 3169,0 2001,74 1,01

BC 6649,75 | 192321 1,00

CC 4708,75 | 2001,74 1,01

Se observa en la tabla 1 que el valor del V.I.LF més grande, es igual a 1,01 y les corresponde
a las interacciones cuadraticas (AA, BB y CC) por lo que estamos en presencia de un
diseiio perfectamente ortogonal. Factores de 10 o mas de los cuales no hay 0 normalmente

se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efec tos.

La tabla 2 muestra el ANOVA. En la misma estd particiona la variabilidad de la
concentracion de HTP final en piezas separadas para cada uno de los efectos, ademas
prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un

estimado del error experimental.

Tabla 2: Analisis de Varianza para la concentracion de HTP final. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon -F Valor-P
A: Concentracion HTP 3,31115E7 1 3,31115E7 8,95 0,0304
B: % de texturizante 7200,0 1 7200,0 0,00 0,9665




C: % de humedad 6,18377E6 1 6,18377E6 1,67 0,2525
AA 1,99099E7 1 1,99099E7 5,38 0,0680
AB 1,74042E6 1 1,74042E6 0,47 0,5232
AC 1,25888E6 1 1,25888E6 0,34 0,5849
BB 9,27006E6 1 9,27006E6 2,51 0,1742
BC 4,42192E7 1 4,42192E7 11,96 0,0181
CC 2,04668E7 1 2,04668E7 5,53 0,0654
Error total 1,84937E7 5 3,69874E6
Total (corr.) 1,58102E8 14

En este caso, los efectos concentracion de HTP (A) y la interaccion % de texturizantes y %
de humedad (BC) tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0 %.

El Diagrama de Pareto de la figura 1 muestra cada uno de los efectos estimados en orden
decreciente de importancia. La longitud de cada barra es proporcional al efecto
estandarizado, el cual es el efecto estimado dividido entre su error estindar. Esto es
equivalente a calcular un estadistico - t para cada efecto. La linea vertical puede utilizarse
para juzgar cuales efectos son estadisticamente significativos. De esta forma se corrobord la

informacion de la tabla 2.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Concrentracion de HTP final
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Figura 1: Diagrama de Pareto Estandarizada para la concentracion de HTP final.

Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Cualquier barra que se extienda mas alla de la linea corresponde a efectos estadisticamente
significativos con un 95,0 % de nivel de confianza, en este caso, se corroboro el resultado

del ANOVA, los efectos BC y A son estadisticamente significativos.



De acuerdo a lo planteado en materiales y métodos se comenzaron a depurar los
coeficientes que no fueron significativos en el modelo. Siguiendo el procedimiento descrito
en el epigrafe 2.7.1. Las interacciones AC y AB se eliminaron al ser las interacciones que
menos influencias tenian sobre la variable de respuesta analizada segliin su valor-P; ademas

se incrementd el valor del Rzaj y se logr6 un mayor nimero de términos (efectos)

significativos en el modelo como es el caso de las interacciones cuadraticas AA y CC. De

esta forma se obtuvo el ANOVA mejorado que se observa en la tabla 3.

Tabla 3: Analisis de Varianza mejorado para la concentracion de HTP final. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Fuente Suma de G! | Cuadrado Medio | Razon -F | Valor-P
Cuadrados
A: Concentracion inicial de HTP [3,31115E7| 1 3,31115E7 10,78 0,0134
B: % de texturizante 7200,0 1 7200,0 0,00 0,9627
C: % de humedad 6,18377E6| 1 6,18377E6 2,01 0,1988
AA 1,99099E7 | 1 1,99099E7 6,48 0,0383
BB 9,27006E6 | 1 9,27006E6 3,02 0,1259
BC 4,42192E7| 1 4,42192E7 14,40 0,0068
CC 2,04668E7| 1 2,04668E7 6,67 0,0364
Error total 2,1493E7 7 3,07043E6
Total (corr.) 1,58102E8 | 14

Los efectos de primer orden % de texturizante (B) y % de humedad (C) a pesar de no ser

significativos se mantuvieron puesto que fue necesario obtener un modelo jerarquico .

En el caso de la interaccion cuadratica BB se mantuvo en el modelo a pesar de no ser

significativa porque al depurarla, el Rzaj del modelo disminuye.

En la figura 2 se muestra el Diagrama de Pareto Estandarizado construido a partir del
ANOVA mejorado, en el cual se representan los efectos divididos entre su error estdndar en

orden decreciente de importancia.



Diagrama de Pareto Estandarizada para Concrentracion de HTP final

Be| | | — +
= -
A:Concentracion HTP | |
cc | |
AA | |
BB | |
I

C:% de humedad

B:% de texturizante

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 2: Diagrama de Pareto Estandarizada para la concentracion de HTP final .
Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI

version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se corroboro el resultado del ANOVA mejorado al observar en el Diagrama de Pareto de la
figura 2 cuatro efectos significativos: A, BC, AA y CC, y tres efectos no significativos

como BB, C y B.

En la figura 3 se observa la Grafica de Efectos Principales, la cual muestra los estimados de
la concentracion de HTP final como una funcion de cada factor experimental. En cada
grafica, el factor de interés se varia de su nivel bajo a su nivel alto, mientras que los demas

factores se mantienen constantes en sus valores centrales.
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Figura 3: Grafica de Efectos Principales para la concentracion de HTP final. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).



Como se observo en la figura 3 los efectos de los factores A (Concentraciéon de HTP) y C
(% de humedad) son mayores que el efecto del factor B (% de texturizante), pues al
aumentar los niveles de los factores A y C aumenta mucho mas la variabilidad de la

respuesta que al aumentar el nivel del factor B.

En figura 4 se observa la Grafica de Interaccion donde se muestra el estimados de
concentracion de HTP final en funcion de 1 par de factores % de texturizante y % de
humedad, interaccion BC, al ser la interaccion entre ambos significativa en el modelo . Se
variael factor B de su nivel bajo a su nivel alto. En una linea, el factor C se mantiene en su
nivel bajo, en la otra linea, el factor C se mantiene a su nivel alto. El factor A en este caso

se mantuvo constantes en su nivel medio.
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Figura 4: Grafica de Interaccion para concentracion de HTP final. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

En la figura 4 se aprecia que el efecto de la interaccion BC, en el cual se observa que para
obtener menor concentracion de HTP, el efecto de disminuir el nivel del factor % de
texturizante (B) es positivo siempre y cuando el factor % de humedad (C) se mantenga en
su nivel alto (30 %) porque si C estd en su nivel bajo al disminuir B ocurre un efecto
negativo (se obtienen una mayor concentracion de HTP final). Del mismo modo es positivo
(disminuye la concentracion de HTP final) disminuir el nivel del factor B manteniendo C

en su nivel alto (30 %).



De esta forma, se busca el punto (extremo de la curva) mas bajo con respecto a la escala de

concentracion de HTP final y se obtiene que los niveles para los factores B y C que logran la

menor concentracion de HTP final son B en su nivel bajo (4 %) y C en su nivel alto (30 %).

La tabla 4 contiene informacidn acerca de los valores de concentracion de HTP final

generados usando el modelo ajustado de la ecuacion 1. La tabla incluye:

(1) los valores observados de concentraciéon de HTP final.

(2) el valor predicho de la concentracion de HTP final usando el modelo ajustado.

(3) el residuo (valor observado — valor predicho).

(4) intervalos de confianza del 95,0 % para la respuesta media.

Tabla 4: Resultados Estimados para la concentracion de HTP final. Fuente:

Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Observados Ajustados Inferior 95,0% Superior 95,0%
Fila Valores Valores Residuos para Media para Media

1 10499,5 9560,0 939.,5 6630,13 12489,9
2 11639,0 113184 320,625 8388,51 142482
3 16232,5 16485,4 -252,938 12897,1 20073.8
4 10372,5 8372,5 2000 5980,27 10764,7
5 9645,5 9895,69 -250,188 6307,35 13484,0
6 5273,5 8372,5 -3099 5980,27 10764,7
7 7432,0 7249,5 182,5 4319,63 10179.,4
8 8327.,5 8077,31 250,188 448897 11665,7
9 8351,0 9639,31 -1288,31 6709,45 12569,2
10 15040,0 14787,1 252,938 11198,7 18375,4
11 9727,5 9699,31 28,1875 6769,45 12629,2
12 5599,5 5630,44 -30,9375 2700,57 8560,3

13 6861,5 5570,44 1291,06 2640,57 8500,3

14 9471,5 8372,5 1099 5980,27 10764,7
15 40485 5491,13 -1442,63 2561,26 8420,99

En la figura 5 se observa el grafico de cubo en la cual se muestran los valores de la respuesta

predicha, cuando los factores toman niveles extremos (bajo o alto).



Gréfica de Cubo para Concrentracion de HTP final
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Figura 5: Grafica de Cubo para la concentracion de HTP final. Fuente: Elaboracion
propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18

(StatPoint Tecnologies, 2010).

Las menores concentraciones de HTP finales se hallan en los vértices que corresponden a el
factor % de humedad (C) en su nivel alto y al factor % de texturizante (B) en su nivel bajo o
viceversa corroborado que la interaccion BC es el coeficiente del modelo que mas influye en la
variabilidad de la respuesta. Asimismo, se obtiene la menor concentracion de HTP final entre
los vértices, en el vértice formado por el nivel de los factores concentracion inicial de HTP en

bajo (21 848 mg/kg), % de texturizante bajo (4 %) y % de humedad alto (30 %).

En la figura 6 se observa el grafico de mallas que representa el grafico de superficie de

respuesta, estimada del modelo, en 3D obtenido.
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2 B 3 44 4

Corcentracion HTP (X 1000,0)
Figura 6: Malla de superficie de respuesta estimada para la concentracion de HTP
final . Fuente: Elaboracién propia, salida del software Statgraphics Centurion version

XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).



En el grafico de malla de superficie de respuesta de la figura 6, se observa como el color
verde — azul, que representa la region con menores concentraciones de HTP final (hasta 5
400 mg/kg) se encuentra en la region de menor concentracion inicial de HTP, mayor % de

humedad y menor % de texturizante.

Supuestos del diseno:

Normalidad:

La gréfica de Probabilidad Normal (a) y el Histograma (b) para los Residuos de la figura 7
ayudaron a determinar si los residuos siguen la distribucion normal supuesta, o no. Se ha
escalado de tal modo que, si los residuos siguen una distribucion normal, los puntos caeran
aproximadamente a lo largo de una linea recta. Cualquier desviacion consistente de la linea
recta seria un signo de comportamiento no normal, el cual a menudo puede corregirse

transformando los valores de Masa de HTP removida.

Grafica oo Pod 08ds Normal para R eudon s
Sudoprana pas RE SOUC S Cosmntracsin de KTP

P - 3 =y T T T ™ P v——
i g — wrms
»- -
i ~ - 4
- -
" <* 4@ I
;: ; : T~
- - 2
s w ” 4 % h
& o " $ :
- 2 4 & \
2 \
ir - 1 - .
o S ]
i = ol "
ot 3 - Ll ¢ — - =
30 Sl 190 A0 0 " =00 b o) R L L9 124 1500 40
d o RESIUO EConmatmcdn de KTP
(a) (b)

Figura 7: (a) Grafica de Probabilidad Normal para Residuos y (b) Histograma de
residuos. Fuente: Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion

version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Se observaron los residuos del modelo bastante ajustado a la linea recta. En Histograma de

Residuos se encuentra ajustado a la linea de Distribucion Normal (campana de Gauss).

Ademas, se corrobord la distribucion de normalidad de los datos por los resultados del

método analitico que se observa en la tabla 5.



Tabla 5: Pruebas de Normalidad para los residuos. Fuente: Elaboracion propia, salida
del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,9245 0,223805

En la tabla 5 se observa la prueba de Shapiro-Wilk. Debido a que el valor-P mas pequeio
de las pruebas realizadas es mayor que 0,05, no se puede rechazar la idea de que

RESIDUOS proviene de una distribucion normal con 95 % de confianza.

Ileualdad de varianza:

En la figura 8 se muestra la grafica de residuo vs predicho del disefio. Esta grafica despliega
los residuos versus los valores predichos de Masa de HTP removida. Cualquier patrén no
aleatorio podria indicar que el modelo seleccionado no describe adecuadamente los datos
observados. Esta grafica es especialmente buena para mostrar heteroscedasticidad, en la
cual, la variabilidad de los residuos cambia conforme cambian los valores de la variable

dependiente.
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Figura 8: Grafica de Residuos vs. Predicho. Fuente: Elaboracion propia, salida del
software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies,

2010).

Como se puede apreciar los puntos se distribuyen a lo largo de toda la linea horizontal sin
ningun patrén contundente. Por tal razon podemos afirmar que los residuos del modelo del

disefio cumplen con el supues to de igualdad de varianza (heteroscedasticidad).



Independencia:

En la figura 9 se observa la grafica de residuos vs niimero de ejecucion. Cualquier patrén
no aleatorio podria indicar correlacion serial en los datos, si el orden en las filas

corresponde al orden en que los datos fueron recolectados.
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Figura 9: Grafica de Residuos vs Numero de ejecucion. Fuente: Elaboracion propia,
salida del software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint

Tecnologies, 2010).

Como se puede apreciar no existe ningin patron diferente a una dispersion aleatoria, por
tanto, se cumple el supuesto de independencia. Esta observacion se corrobord con la p
rueba analitica de Durbin — Watson, en la cual su valor-P mostrado en los estadisticos del
modelo es de 0,3942, es mayor que 5,0 %, no hay indicacién de autocorrelacion serial en
los residuos con un nivel de significancia del 95 %. Por lo que queda corroborado que se

cumple el supuesto de normalidad.



Anexo 47: Funcion de deseabilidad evaluada en cada punto del diseiio. Fuente:
Elaboracion propia, salida del software Statgraphics Centurion version XVI version

16.1.18 (StatPoint Tecnologies, 2010).

Deseabilidad | Deseabilidad
Fila | Masa de HTP removida | Concentracion de HTP final Prevista Observada
1 1,1 10499,5 0,865677 0,779716
2 1,05 11639,0 0,698539 0,665458
3 0,55 16232,5 0,0 0,0
4 0,77 10372,5 0,666739 0,498568
5 0,8 9645,5 0,540096 0,563479
6 0,96 5273,5 0,666739 0,449168
7 0,55 7432,0 0,0982024 0,0
8 0,85 8327.5 0,699577 0,6762
9 1,18 8351,0 0,857743 0,97845
10 0,59 15040,0 0,119512 0,095901
11 1,12 9727,5 0,850135 0,845522
12 0,62 5599,5 0,205181 0,208835
13 0,57 6861,5 0,208708 0,150331
14 0,8 9471,5 0,666739 0,570873
15 0,68 4048,5 0,208476 0,0




Anexo 48: Salida de la funcion deseabilidad. Fuente: Elaboracion propia, salida del
software Statgraphics Centurion version XVI version 16.1.18 (StatPoint Tecnologies,
2010).

Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 1,0

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion HTP 21848,0 139326,0 | 39278.0
% de texturizante 4,0 12,0 6,44611
% de humedad 20,0 30,0 25,9464
Respuesta Optimo
Masa de HTP removida 1,18776
Concentracion de HTP final 8000,0




Anexo 49: Calculo de la concentracion de HTP final en funcion de los valores de las
variables seleccionadas. Fuente: Elaboracion propia, utilizando Microsoft Office

Excel (Microsoft, 2016).
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Anexo 50: Numero de organismos vivos que se depositaron inicialmente en la cada
muestra y a los sobrevivientes a los 21 dias de estar expuesto en los ensayos. Fuente:

(Valle, 2020b).

Fecha 7/02/2020 28/02/2020
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8

T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
Cl
Cl

(9]
(e

(L) QLT RO, RO, RO, RO, R KO, N QL0 RO, T RO, RO, RO, RO, RO, 3 RO, } RO, )
(943 A4} k) ) fen) fen) fen) el [an )l fee) fen) fen) fen) fan) Fan) e}




Anexo 51: Calculo del Indice de Germinacién (IG), porciento relativo de
germinacion (PRG) y crecimiento relaivo de las raices (CRR). Fuente: (Valle, 2020a).

Cédigo illas germinad % illas Germinad: P dio de la el ion de la radicula (cm)| PGR (%) | CRR (cm) 1G (%) Escala de evaluacid
T1 5 50 0,40 50 14,285714 7,14 Severa
T2 0 0 0,00 0 0 0,00 Severa
T3 0 0 0,40 0 26,315789 0,00 Severa
T4 0 0 1,20 0 78,947368 0,00 Severa
T5 0 0 0,60 0 39,473684 0,00 Severa
T6 0 0 0,60 0 39,473684 0,00 Severa
T7 0 0 0,30 0 19,736842 0,00 Severa
T8 0 0 0,71 0 46,710526 0,00 Severa
T9 0 0 0,65 0 42,763158 0,00 Severa
T10 0 0 0,35 0 23,026316 0,00 Severa
T11 0 0 0,50 0 32,894737 0,00 Severa
T12 0 0 0,60 0 39,473684 0,00 Severa
T13 0 0 0,60 0 39,473684 0,00 Severa
T14 0 0 0,72 0 47,368421 0,00 Severa
T15 0 0 2,80 0 184,21053 0,00 Severa
Cl 10 10 1,52 100 100 100,00 Leve
C2 9 9 0,86 90 56,578947 50,92 Leve

Severa = 1G <50 %
Moderada= 1G entre 50 y 80 %
Leve=1G >80 %




