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RESUMEN

En el Pert, como consecuencia del desarrollo de la industria
metallrgica, se registra una creciente y preocupante contaminacion
ambiental.

Por tal motivo, enfocamos el presente estudio en la aplicacién de la
tecnologia de biosorcion usando la bacteria Pseudomona aeruginosa en
suelo contaminado por Pb*?, acondicionado en los laboratorios,
manteniendo ciertas condiciones constantes tales como el potencial de
hidrogeno, temperatura, humedad y velocidad de agitacion teniendo como
variables, concentracion de plomo, dias de incubacién y unidades
formadoras de colonias.

Como resultado se obtuvo una remediacién promedio de 90.6 % a
los 5 dias, 93.7 % a los 15 dias y 94.7 % a los 35 dias de incubacién, con
un tiempo de vida de la bacteria de 12 dias luego de la incubacion.
Concluyendo que las condiciones 6ptimas se obtuvieron a los 35 dias de
incubaciéon con un porcentaje de remediacion de Pb*2 del 94.7 %,
discriminando estadisticamente las unidades formadoras de colonias. Asi
como también se observé que el comportamiento cinético va de acuerdo
con la isoterma de Freundlich.

Finalmente, el presente estudio muestra la eficacia del método de
biosorcion al obtener resultados por encima de los métodos
convencionales, recomendando su aplicacion en la industria.

Palabras clave: Biosorcion, Pseudomona aeruginosa, Isoterma.



ABSTRACT

In Peru, because of the development of the metallurgical industry, an
expanding and disquieting environmental pollution has been registered.

Accordingly, we focus this study on the application of biosorption
technology utilizing the Pseudomona Aeruginosa bacterium in soils
contaminated by Pb*?, conditioned in laboratories, maintaining certain
constant conditions such as the hydrogen potential, temperature and
humidity, having as variables: lead concentration, days of incubation and
colony forming units.

As a result, an average remediation of 90.6 % was obtained in 5
days, 93.7 % in 15 days and 94.7 % in 35 days of incubation, with a lifetime
of the bacterium equal to 12 days after incubation.

Concluding that, optimum conditions were obtained in 35 days of
incubation with a remediation of 94.7 % of lead statistically discriminating
the quantity of colonies used. In such wise as well, it was observed that the
kinetic behavior is in accordance with the Freundlich Isotherm.

Finally, the present investigation demonstrates the effectiveness of
the Biosorption Method by obtaining results above the conventional

methods, it is recommended that it be applied in the industry.

Keyworks: Biosorption, Pseudomona Aeruginosa, isotherm.



. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. Identificacién del problema

Las actividades de la industria metallrgica, primordialmente el sector

minero posee impactos negativos en el ambiente, como es la

contaminacion de los suelos con metales pesados. Los métodos mas

usados para la remediacion de estos suelos tienen como desventaja los

altos costos en su proceso y efectos secundarios negativos. Por tanto,

proponemos un tratamiento bioldgico, estudiando la capacidad de

biosorcion de Pb*? por el microorganismo Pseudomona aeruginosa.

1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema General

¢, Cudl es la capacidad que tiene la Pseudomona aeruginosa para la

biosorcion de Pb*? en suelo contaminado por minerales?

1.2.2. Problemas especificos

¢Cudl es la cantidad 6ptima de Pseudomona aeruginosa para la

maxima biosorcion de Pb*2 en suelos?

10



¢, Cual es la ecuacion de equilibrio en la isoterma de sorcion segun

el comportamiento de los resultados obtenidos?

1.3. Objetivos de la investigacién

1.3.1. Objetivo General

Determinar la capacidad que tiene la Pseudomona aeruginosa para

la biosorcion de Pb*? en suelo contaminado por minerales.

1.3.2. Objetivos Especificos

Determinar la cantidad 6ptima de Pseudomona aeruginosa para la

maxima biosorcion de Pb+2 en suelos.

Determinar la ecuacion de equilibro en la isoterma de sorcién seguin

el comportamiento de los resultados obtenidos.

1.4. Justificacién

Los resultados de la investigacion desarrollada, tiene valiosos

aportes en los siguientes contextos:

11



b)

d)

1.5.

Legal: En el Peru existen normativas vigentes para el control
ambiental de suelos que indican los limites maximos permisibles de
ciertos contaminantes tales como el plomo.

Teodrica: En investigaciones cientificas previas se ha demostrado
gue existen diversas especies de microorganismos que tienen la
capacidad de concentrar en sus estructuras diversos iones metalicos
como el Pb+2.

Tecnologica: Las tecnologias existentes para la remediacion de
suelos contaminados que implican un proceso fisico y/o quimico,
provocan dafos colaterales al ambiente.

Econémica: Se plantea una alternativa econdmica mas favorable
gue las existentes debido al uso de un microorganismo adaptable a
cualquier medio y con alta capacidad de reproduccion.

Social: Como consecuencia del presente estudio se generara una

alternativa mas accesible para la poblacion rural.

Importancia

La contaminacién de suelos agricolas en el Peru por metales

pesados, tales como el plomo, ha incentivado el estudio de diferentes

métodos de remediacibn, siendo la biosorcibn uno de reciente

investigacién, debido a que utiliza microorganismos que pueden ser

hallados en el ambiente. Por todo lo expuesto es de gran importancia el

12



estudio de la biosorcion de Pb*? por la bacteria Pseudomona aeruginosa,
porque permite obtener un alto porcentaje de remediacién en comparacion
con otras técnicas convencionales, ademas de ser rentable y de facil

aplicacion.

13



2.1.

ll. MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

Existen diversos trabajos de investigacion donde se ha evaluado y

dado prioridad a métodos de remediacion biologicos, entre ellos tenemos:

a)

b)

Covarrubias, S.A y colaboradores (2015) en el estudio “El papel de
los microorganismos en la biorremediacion de suelos contaminados
con metales pesados” refieren que los paises cuya actividad
principal es la extraccion de minerales, la contaminacién por metales
pesados es un problema grave. Ademas, identifican que los métodos
fisicoquimicos, a pesar de ser eficientes, representan un costo
econdémico y ambiental. Su estudio concluyé que los métodos
biolégicos basados en el uso de las propiedades metabdlicas de
bacterias y hongos, para la descontaminacion de metales pesados,
son una opcion complementaria a los métodos tradicionales.

Cruz Vega, D.G (2009) presenta el estudio “Remocion de metales
por microorganismos productores de polisacaridos”, donde explica
gue el incremento de la contaminacion por metales en suelos se
genera de forma paralela a la actividad industrial, debido a la falta
de normativa en la materia, la inadecuada disposicion y manejo de

desechos tanto industriales como municipales, ocasionando un dafio

14



d)

serio al ecosistema. Los estudios de tolerancia y remocion de
metales indicaron que, con excepcion de cromo y zinc en forma de
cloruro, el resto de los metales evaluados fueron tolerados por los
microorganismos (en su mayoria Bacillussp) hacia los metales de Ni
> Pb > Znb >V en medio sdlido.

Mejia Sandoval, G. (2006) presenta en la revista CES Medicina
Veterinaria y Zootecnia, el estudio de “Aproximacion tedrica a la
biosorcion de metales pesados por medio de microorganismos”,
concluye que de los procesos de sorcidn en los suelos se ha
dilucidado el proceso de biosorcion de ocurrencia natural en los
microorganismos. A medida que se ha detallado en el entendimiento
de los mecanismos del proceso, se ha aprovechado la naturaleza de
este para utilizarlo en beneficio del hombre y del ambiente, como
biorremediador de metales pesados que contaminan un ambiente
determinado (suelo y/o agua).

Ademas, especifica que los modelos matematicos de cuantificacion
en la biosorcion son los mismos que se utilizan en la modelacion del
proceso de sorcién en suelos (modelos de Freundlich y Langmuir)
asumiendo el proceso como un modelo en equilibrio.

Gutierrez M.A et al. (2002) en la investigacion de “Biosorcion de
Pb+2 por biomasa de Saccharomyces cerevisiae”, estudiaron las
condiciones 6ptimas para la remocién de plomo en términos del

efecto del pH y la temperatura. En la cinética de biosorcion se

15



2.2.

encontrd que durante los primeros 5 minutos del proceso se da la
mayor tasa de retencion de plomo. Se concluyé que a pH 5.0 y 25
°C se tienen las mejores condiciones para la retencion de plomo por
esta biomasa. Asi también que la capacidad maxima (gmax)
biosorbente de la levadura, bajo estas condiciones, fue de 0.5 g de
plomo/g de biomasa.

Giraldo D. et al. (2014) en la investigacion titulada “La actividad
emulsificante de remocion de metales pesados del ramnolipido por
Pseudomonas aeruginosa PB 25", demostré la capacidad de
generar emulsiones de hidrocarburos con el uso de soluciones puras
del ramnolipido producido por Pseudomona aeruginosa PB 25,
concluyendo que la sustancia en mencién posee una eficiencia en la
remocion de metales pesados de 99 % para cadmio y 98 % para

plomo. Ademas, sugiere su empleo en procesos de biorremediacion.

Marco teérico

2.2.1. Efecto de la humedad, temperaturay pH del suelo en la

actividad microbiana a nivel de laboratorio

Segun Ramos, Elena y Zuiiga, Doris (2008) para determinar el

efecto de la humedad, temperatura y pH del suelo en la actividad

microbiana, se considera un “suelo tamizado a un tamafio maximo de

16



particula de 500 um” (p. 124). Ademas usan ciertos indicadores de

presencia de actividad microbiana los cuales se presentan a continuacion:

b)

El nivel de CO2 como indicador de la actividad microbiana:

La medicion de CO2 producido es una estimacion de la actividad,
por lo tanto, de la presencia microbiana. Asi, “las variaciones por
unidad de tiempo en la actividad respiratoria pueden ser
interpretadas como reflejo de la actividad metabdlica de los
microorganismos que residen en un determinado habitat y nos da la
idea de la dinamica de su biota ya que los procesos metabdlicos que
en él se desarrollan varian en funcion de factores biofisicos,
climaticos y del uso de la tierra”. (p.123)

La actividad de deshidrogenasa (DHA) como indicador de la
actividad microbiana:

“La actividad deshidrogenasa es una medida representativa del
metabolismo degradativo de un suelo, puesto que se trata de un tipo
de enzima exclusivamente intracelular que esta asociado a células
viables, también se considera un buen indicador de la actividad

microbiana total.” (p.124)

Del estudio realizado por Ramos, Elena y Zufiga, Doris (2008) se

presentan las siguientes conclusiones:

17



- La actividad microbiana mejora significativamente con el incremento
de la humedad. Se encontr6 la mayor tasa de produccion de CO2 y
actividad deshidrogenasa a un porcentaje de humedad de 18 % en
suelo.

- La temperatura afecta significativamente la actividad microbiana del
suelo; encontrandose que la temperatura de 27.5 °C fue 6ptima para
la produccién de CO2 y 37.0 °C para la actividad deshidrogenasa.

- El pH del suelo también resulté ser un factor limitante para la
actividad microbiana. A pH 7.8 se registr6 la mayor actividad
deshidrogenasa, descendiendo significativamente a valores de pH

4.0,6.1 y 8.2.

2.2.2. Limites permisibles del plomo en distintos tipos de

suelos

El 25 de marzo del 2013, el Ministerio del Ambiente aprobé los
estandares de calidad ambiental para el suelo (Normas legales, “El
Peruano”, 2013), siendo los limites maximos permisibles de la
concentracién de plomo total para distintos tipos de suelo. (Véase la tabla

2.1, en la pagina “19”)

18



Tabla 2.1
ESTANDAR DE CALIDAD AMBIENTAL PARA EL SUELO

USO DEL SUELO
Parametro Suelo Suelo Residencial / Suelo Comercial /
Agricola Parques Industrial / Extractivo
Plomo total
(mg / kg MS) 70 140 1200

Fuente: Adaptada del Decreto Supremo N° 002-2013-MINAM, Normas Legales,
“El Peruano” (2013)

2.2.3. Consecuencia del plomo en seres vivos

La contaminacion con metales pesados de las fuentes de agua
superficial y subterrdnea da como resultado una considerable
contaminacion del suelo. El plomo es la mas importante toxina de los
metales pesados, es absorbido por ingestion de alimentos y por inhalacion.
(Duruibe, J., et al, 2007).

El envenenamiento por plomo también causa la inhibicion de la
sintesis de la hemoglobina; disfunciones de los rifiones, las articulaciones,
el sistema reproductivo, el sistema cardiovascular, dafio agudo y crénico al
sistema nervioso central y al sistema nervioso periférico. Otros efectos
incluyen dafios al tracto gastrointestinal, tracto urinario con resultado de
sangre en la orina, desorden neuroldgico que podria causar dafo cerebral
severo y permanente. El plomo perjudica a los nifios llevandolos a un

desarrollo pobre de la materia gris del cerebro, que da como resultado un
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bajo coeficiente intelectual (IQ). Su absorcion en el cuerpo es incrementada

por deficiencia en calcio y zinc. (Udedi, 2003).

2.2.4. Biorremediacion de suelos

Las tecnologias tradicionales para la contaminacion de suelos con
elementos potencialmente téxicos (EPT) utilizan métodos de ingenieria y
tratamientos quimicos. Las tecnologias biolégicas involucran el uso de
microorganismos y plantas para remover, contener o0 retener
contaminantes sin causar dafio, utilizadas para el tratamiento de varios
tipos de contaminantes del suelo y del agua, como: hidrocarburos,
plaguicidas, sustancias radioactivas entre otros tipos de contaminantes
organicos; sin embargo, su uso en la remediacion de suelos contaminados
con EPT, como son los metales pesados y metaloides, es de reciente
aplicacion. (Gonzales, 2005)

La biorremediacibn como proceso solo pueden realizarla los
organismos Vvivos o sus partes que tengan el potencial genético (enzimas,
tejidos, mecanismos, estructuras celulares, estructuras epidérmicas u
otros) que les permitan retener, metabolizar o transformar los

contaminantes (origen natural o artificial). (Corton, E. y Viale, A., 2006)
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a) Ventajas y desventajas de la biorremediacion.

Se pueden hacer varios comparativos respecto a las ventajas y

desventajas de la biorremediacién. Por ejemplo, se puede comparar

la biorremediacion con respecto a los métodos mecanicos de

remediacion; cualquiera que sea en la comparacion son mas las

ventajas que las desventajas tanto econdmicas como ambientales.

(Véase la tabla 2.2)

Tabla 2.2
VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA BIORREMEDIACION

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Generalmente solo origina cambios fisicos
menores sobre el medio.

Para muchos tipos de vertidos su efectividad
no ha sido determinada.

Ofrece una solucion mas simple y menos
costosa que otras tecnologias.

Su implementacion es especifica para cada
lugar contaminado; requiriendo de diversos
factores del sitio.

Puede aplicarse in - situ 0 ex — situ.

Dificultad para predecir el funcionamiento de
este tratamiento.

Es més efectiva que otros métodos,
pudiendo lograr la remediacién completa.

El nivel de contaminantes no debe ser téxico
para los microorganismos.

Como subproducto se obtiene un suelo util
para la agricultura.

Es dificil de extrapolar condiciones del
laboratorio o planta piloto al sitio final a
remediar.

Mientras que los tratamientos fisicos y
guimicos estan basados en transferir la
contaminacion entre medios fisicos, este
método transfiere poca contaminacion de
un medio a otro.

La biodegradacion incompleta puede generar
intermediarios metabdlicos inaceptables, con
un poder contaminante similar o superior al
producto de partida y algunos compuestos
contaminantes son tan resistentes que
pueden incluso inhibir la biorremediacion.

Cuando se utiliza correctamente no
produce efectos adversos significativos.

Requiere investigacion multidisciplinaria para
determinar y optimizar las condiciones de
biorremediacion.

Es poco invasiva y generalmente no
requiere mecéanicos que signifiquen una
amenaza para el medio.

El seguimiento y control de la velocidad y/o
extensidn del proceso son dispendiosos.

Fuente: Tomado de “Procesos de biorremediacion” de Bio. PhD. Hernando, R., 2012,
Universidad Nacional abierta a distancia — UNAD, p.26
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b)

Procesos que intervienen en la biorremediacion.

El éxito de cualquier tratamiento de biorremediacion depende no
solo de factores abidticos como el pH, temperatura, potencial de
reduccion, la disponibilidad de agua y nutrientes, sino también de
factores bioticos tales como la competencia microbiana,
amensalismo, parasitismo y depredacion que pueden limitar el
desarrollo de las poblaciones inoculadas.(Lozada, José y Lopez,
Néstor, 2010, p. 229)

Comenzando con las interacciones organismo - ambiente, es
importante tener en cuenta algunos factores del entorno.

Segun Ponce (2014) a parte de los factores antes mencionados se
debe tener en consideracion también la estructura del suelo y la
estructura del contaminante, debido a las siguientes razones:

Un suelo con baja permeabilidad impedira los movimientos de agua,
nutrientes y oxigeno al formarse complejos humicos de arcilla
disminuyendo la disponibilidad para los microorganismos, de la
misma forma esto contribuye a la formacion de residuos persistentes
en el ambiente.

El contaminante puede ser absorbido en las particulas del suelo
formando agregados los cuales son dificilmente transportados hasta
las células que los degradan con lo cual aumenta la concentracion

de la contaminacion.
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La estructura molecular del contaminante, afecta a sus propiedades
quimicas y fisicas y su capacidad para ser biodegradado. La
capacidad para ser biodegradado esta relacionada con factores
tales como la solubilidad, el grado de ramificacién, el grado de

saturacion y la naturaleza y el efecto de los sustituyentes.

Sorcion y biosorcion.

Sorcion es un término general utilizado para describir la asociacion
de compuestos quimicos en forma disuelta o gaseosa con el suelo,
sin referirse a un mecanismo especifico. Volke y Velasco (2002)
indican que: “Los mecanismos de sorcion incluyen la adsorcion, que
es la atraccion de un compuesto hacia una superficie sélida, y la
absorcion, gue es la penetracion de un contaminante en un sdlido.
La sorcién de un quimico tiene un gran impacto en su degradacion y
depende de las propiedades del contaminante y del suelo” (p.15).
Segun Mejia (2006) “la sorcion también se puede definir como la
transferencia de iones de una fase en soluciéon a una fase sélida”
(p.83) Este proceso de transferencia de fases puede darse entre una
fase solida, moléculas de vapor o bien entre una fase sélida y
moléculas en forma disuelta;, es un fenémeno propio de las
transferencias de masa, que condiciona la biodisponibilidad de los
contaminantes (Torres y Zuluaga, 2009). El proceso de biosorcién

se basa en la capacidad de la biomasa completa (viva 0 muerta) para
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captar metales, de forma soluble e insoluble, a través de
mecanismos fisicoquimicos tales como la adsorcion, el intercambio
ionico, la formacion de complejos y la microprecipitacion. En estos
mecanismos, la pared celular constituye el principal lugar de captura
o enlace de los iones y el material bioldgico utilizado para estos fines
se denomina biosorbente (Kadukova, 2016). Los microorganismos
utilizados como biosorbentes aislados a partir de ecosistemas
contaminados, retienen metales pesados a intervalos de tiempo
relativamente cortos al entrar en contacto con las disoluciones de los
metales, esto minimiza los costos en el proceso de remediacion pues
no requiere el agregado de nutrientes al sistema porque el
microorganismo no necesita un metabolismo activo (Rajendran et al,
2003).

Ahuja y colaboradores (2001) afirma que este proceso ha ganado
importancia en los ultimos afios debido a su buen rendimiento, bajo
costo, especificidad, minima generacion de lodos y facil reutilizacion.
El éxito del proceso de biosorcion depende de la seleccion de un
buen biosorbente y un aspecto significativo en esta seleccién es el
nivel basal de captura que presenta la biomasa. La eficiencia de este
proceso se puede incrementar mediante la manipulacién fisiologica
dada por el ajuste u optimizacién de los factores bi6ticos y abioticos

implicados en el proceso (Carballo et al., 2017).
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d)

Metabolismo de metales

Para los metales pesados las rutas metabolicas son diferentes a las
de otros contaminantes, debido a que los metales no se degradan,
solo sufren reacciones de transformacion, pero no son utilizados
como sustrato para generar biomasa. La mayoria de las
transformaciones de metales efectuadas por microorganismos
tienen funciones primarias no relacionadas con la transformacion de
metales, pero que alteran su solubilidad, movilidad y/o toxicidad, por
lo tanto, pueden emplearse como estrategias de remediacion.

(Murthy y Sarangi, 2016).

Las vias por las cuales los microorganismos pueden influenciar los
metales pueden ser:

Los microorganismos pueden inmovilizar iones metdalicos por via
activa, como las bacterias que usan sulfatos como aceptor terminal
de electrones y activamente producen y excretan un ion sulfito, el
cual forma un complejo insoluble con iones metélicos presentes en
la solucién, causando la precipitaciébn de éstos. En contraste, la
biosorcién es un proceso pasivo, que se puede dar tanto en biomasa
viva como en biomasa muerta. (Mejia, 2006, p.82)

Los metales de diferentes valencias varian en su toxicidad; cuando
se excretan enzimas redox especiales, los microorganismos pueden

transformar el metal a formas menos téxicas. Las reacciones redox
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se agrupan en dos categorias, las asimilatorias y las
desasimilatorias; en las reacciones asimilatorias el metal esta
involucrado en las reacciones metabdlicas del organismo actuando
como aceptor final de los electrones; mientras que en las reacciones
desasimilatorias no se conoce el rol del metal en el metabolismo del
organismo e indirectamente inicia las reacciones redox (Bolan et al.,
2014).

- Segun Garbisu et al. (2003) los microorganismos pueden detoxificar
metales por transformacion en la valencia y reduciendo
enzimaticamente un metal en procesos metabdlicos que no estan
relacionados con la asimilacion del metal.

- Si un metal no puede ser reducido por vias celulares o su reduccion
no es conveniente, entonces el metal puede ser acomplejado o
transportado al exterior celular, o pueden suceder ambos eventos

(Marrero et al., 2010)

A continuacion, se muestra segun Ledin (2000) la interaccion entre
metales y microorganismos explicando la precipitacién, acumulacion,
produccion o liberacién de sustancias y participacion en el ciclo de carbono.

(Véase Figura 2.1. en la pagina “27”)
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Figura 2.1.
INTERACCION ENTRE METALES Y MICROORGANISMO
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Tomado de: http://www2.inecc.gob.mx/publicaciones2/libros/459/cap4.html

Por otro lado, Goswami et al. (2017) indica que la pared celular de
las bacterias constituyen el primer frente de interaccion con las moléculas
presentes en el ambiente, se puede comprender la respuesta de estos
microorganismos ante la presencia de iones metalicos.

Segun Salgado et al. (2015) las bacterias Gram positivas poseen
sitios anionicos que interactian con los cationes metéalicos como el
carboxilato del peptidoglicano y el fosfato de los &cidos teicoicos, ambos
presentes en un alto porcentaje. En cambio, en las bacterias Gram
negativas, la membrana externa que forma parte de su pared celular, es
capaz de unir una amplia gama de iones metalicos, sustentado en que los
cationes son elementos que estabilizan la arquitectura molecular de la
membrana, por lo que la unién a iones metalicos reduce las cargas

repulsivas entre los constituyentes aniénicos de moléculas de
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lipopolisacéaridos y proteinas adyacentes. Aunque las bacterias Gram
positivas y Gram negativas difieren en la estructura de la pared celular, el
potencial para la biosorcion es similar, debido a la similar composicion de

los grupos funcionales que interactian con los iones metalicos.

2.2.5. Caracteristicas de la Pseudomona aeruginosa

Koneman (2008, p.340) indica que las cepas de Pseudomona
aeruginosa aisladas de muestras clinicas pueden identificarse observando
la presencia de las siguientes caracteristicas primarias:

- Colonias grandes, olor similar a uvas.
- Se produce piocianina.
- Las colonias son oxidasa positiva (dentro de los 10 segundos).

La mayoria de las cepas producen piocianina, un pigmento
fenazinico verde hidrosoluble que imparte un color verdoso al medio de
cultivo. De hecho, la presencia de piocianina puede ser la Unica
caracteristica necesaria para identificar a Pseudomona aeruginosa, asi

también puede confirmarse detectando un olor similar a uvas.

2.2.6. Agar Cetrimida

Medio utilizado para el aislamiento selectivo de Pseudomona

aeruginosa y de otras especies del género. Su formulacién permite el
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crecimiento selectivo de Pseudomona aeruginosa y estimula la formacion

de pigmentos. (Véase Tabla 2.3)

Tabla 2.3
FORMULACION DEL AGAR CETRIMIDA
INSUMOS CANTIDAD

Peptona de Gelatina 20.0g
Cloruro de Magnesio 149
Sulfato de Potasio 10.0g
Agar 13.6¢g
Cetrimida 03¢
Glicerina 10 ml

Agua Purificada 1000 ml

pH final 7.2+0.2

Fuente: Tomado de Revista Britania “Cetrimida Agar”, 2015.

2.2.7. Modelos de Sorcién en equilibrio

Segun Lopez (2009) para conocer la relacion existente entre el
compuesto retenido o sorbido y el que estd en solucion, se recurre a
aproximaciones experimentales de equilibrio mediante el empleo de
métodos de laboratorio. Donde el suelo se pone en contacto con una
solucion acuosa del contaminante a concentracion conocida. Los
resultados experimentales pueden describirse tedéricamente mediante
“‘isotermas de sorcion”. Wiley (1998) indica que una isoterma de sorcion
describe la relacion entre la concentracion disuelta de una especie quimica
dada (adsorbato) y la cantidad absorbida de la misma especie por el sélido

fase (adsorbente) a presion y temperatura constante”. Las isotermas de
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sorcion se han clasificado en cuatro tipos, dependiendo de su forma
general. (p.178) (Ver Figura 2.2)

Figura 2.2
TIPOS DE ISOTERMA DE SORCION

Tipo-L Tipo-S

S &

Tipo-C S

Concentracion sorbida

S Tipo-H

Concentracién en equilibrio

Fuente: Tomado de R. Acad. Nac. Farm; Monografia XXII. Disponible en:
http://www.analesranf.com/index.php/mono/article/viewFile/598/615

- Tipo L: Describe una gran afinidad entre el sorbente y el sorbato,
usualmente indica quimiosorcion (fosfatos unidos a metal-0xidos,
MPOQya).

- Tipo S: Describe las interacciones entre sorbente y sorbato (metales
unidos a arcillas).

- Tipo C: Describe fraccionamiento, sugiriendo una interaccion entre
un sorbente hidrofébico y un sorbato hidrofébico (pesticidas —
materia organica).

- Tipo H: Describe una fuerte quimiosorcion, el cual es un caso

extremo de isotermas tipo L (fosfato — 6xido de hierro).

30



Segun lo sefalado por Wiley (1998) el modelo de sorcion en
equilibrio considera al suelo como un material homogéneo y por tanto las

reacciones de sorcidon son reversibles y se basa en la reaccion general:

Donde S- es el sorbente, M+ el metal y SM el complejo de sorcion
(sorbente — metal). Donde la reaccidén de equilibrio puede ser expresada

como.

K= [(SM) / (SY M. oveeeeeeeeeeeeeeer e, 2.2

Donde Km es la contante de equilibrio de la reaccién.
Las dos técnicas mas usadas para modelar los procesos de sorcion
en equilibrio son: la aproximacion de Freundlich y la de Langmuir. (Mejia,

2006, p.86)

a) Aproximacién de Freundlich

Segun Mejia (2006) Los suelos son sistemas con multiples
componentes (liquido, sdélido y una fase gaseosa) constituyéndose en si
mismo en un estado dindmico y siempre tendiendo a mantener el equilibrio.
La variacion de una o varias de las fases afecta las otras directamente,

llegando a un nuevo estado de equilibrio.
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Lazo et al. (2008) sefiala que en la ecuacién de Freundlich se asume

que la superficie del adsorbente es energéticamente heterégenea, también

considera que no existen interacciones laterales entre moléculas

adsorbidas y que solo se adsorbe una monocapa.

Para Wiley (1998) la ecuacion de Freundlich involucra un proceso

de sorcion en equilibrio, que considera la siguiente reaccion:

S+ %c 5 SC 23
sC

KO =% oo 2.4
cd

Donde Kb es el coeficiente de distribucion, S el sorbente, C el metal
a sorber, y SC el complejo de sorcion. Despejando el complejo SC, se

obtiene la ecuacion 2.5. Al graficar SC contra C, muestra una curva.
SC = Kp (C¥M)

Al linealizar la ecuacion 2.5 se obtiene la ecuacién 2.6 que produce

una gréfica lineal con Ko como intercepto y 1/n como pendiente (Véase

figura 2.3, en la pagina “33").

Log (SC) = log (Kp)+ %IogC
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Figura 2.3
LINEALIZACION DE FREUNDLICH
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Fuente: Wiley, Jhon (1998)

La gréafica linealizada de Freundlich (tipo C), representa una
aproximacioén empirica para predecir la distribucion de una especie quimica
en la fase liquida o en la fase sélida. Este modelo puede ser usado para
predecir la lixiviacion de un herbicida en particular o de un metal pesado en

el suelo. (Wiley, 1998)

b) Aproximacién de Langmuir.

Mejia (2006) sefiala que la aproximacion de Langmuir incorpora
algunas asunciones, tales como:
- No se sabe el nUmero exacto de superficies de sorcion.

La sorcién incluye una mono capa.

- La sorcién es independiente de la cobertura superficial.

33



- Todos los sitios de sorcion estan representados por grupos
funcionales similares.

- Las isotermas son de tipo L.

Segun Wiley (1998) la reaccion de Langmuir es considerada como:

Donde S, C y SC son variables iguales a las de la ecuacion de

Freundlich.

Donde la ecuacion que representa el equilibrio es:

HIETCE9 ]G 1( N 2.8

Al despejar SC de la ecuacion 2.8 se obtiene:

SC =KL (S) (C)  +oereereeeeeeeeeee oo 2.9

Considerando que:

S =(ST) = (SC) +ereeeeeeeeeee e 2.10
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Donde St denota el nimero total de sitios de sorcidn, sustituyendo
la ecuacion 2.10 en la ecuacion 2.9 y resolviendo, se obtiene la ecuacion

(2.11) la cual presenta una grafica tipo L, donde la asintota es Sr:

SC=KLSTC/(1+KLC) seiviiiiiiiiiiieen 2.11

Al linealizar la ecuacion 2.11, obtenemos la ecuacién (2.12):

C/SC=(CIST) + (LI (K*ST)) errevereainrnn, 2.12

Cuando se grafica la ecuacion 2.12, C/SC versus C, se obtiene una

grafica lineal con pendiente igual a 1/St e intercepto (1 / (K.* St1)).

2.2.8. Anédlisis estadisticos

Las réplicas son esenciales para obtener estimaciones fiables de
caracteristicas de desempefio del método, como la precisién. Los
experimentos que implican analisis repetidos deben ser disefiados para
tener en cuenta todas las variaciones en las condiciones operativas que se
pueden esperar durante el uso rutinario del método. El objetivo deberia ser

determinar la variabilidad tipica y no la variabilidad minima.
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a) Analisis de varianza (ANOVA)

Segun Morillas et al. (2016) la idea central del ‘analisis de varianza’
(ANOVA) es analizar una serie de datos replicados que pueden agruparse
de una misma manera, por ejemplo: analista, instrumento, dia, laboratorio,
método, etc., asi también, la variacion total en la serie completa se puede
representar como la combinacién de las varianzas entre grupos y dentro de
los grupos. La tabla ANOVA de un factor muestra, para un total de N
resultados, distribuidos en p grupos de n observaciones y con v grados de
libertad. Cada linea de la tabla hace referencia a una fuente de variacion
distinta. La primera fila responde a la variacién entre las medias de los
grupos; la segunda describe la variacién dentro de los grupos y la tercera
describe la variacién del conjunto de los datos en su totalidad. Las hojas de
calculo y el software estadistico también proporcionan los valores de F
(factor Fischer) y de F critico, asi como el valor correspondiente de P

(probabilidad). (Véase Tabla 2.4)

Tabla 2.4
ESTRUCTURA DE UNA TABLA ANOVA DE UN FACTOR
Fuente de variacion | Suma de cuadrados (S8) y | Cuadrado medio (MS) | F P| Fy
Entre grupos SS. p-1 | MS, =SS4(p-1) MSJMS;
Intra grupo SS; N-p | MS; = SS4/(N-p)
(residuales)
Total 88 = SSASS; N-1

Fuente: Morillas et al. (2016). Guia Eurachem. Eurolab Espafia
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Se debe considerar que el estadistico F critico tedérico debe ser
mayor que el F calculado experimentalmente para demostrar que no hay
varianza significativa entre resultados.

A los valores relacionados con la variacion entre grupos se les
designa ‘entre grupos’ o se identifican por el factor de agrupamiento (por
ejemplo: analista, dia o laboratorio). Se usan diferentes términos en
software, libros de texto, etc., para describir la variaciéon dentro del grupo,
siendo los mas comunes ‘intra- grupo’, ‘residual’, ‘error’ o ‘medida’. (Morillas

et al., 2016)

b) Método Taguchi

Este método consiste en proponer todas las combinaciones posibles
de las variables o factores en estudio. Un factorial con tres niveles significa
gue cada factor tiene tres niveles para cada una de las variables que se
estan estudiando y el nUmero de experimentos que se obtienen de todas
las combinaciones posibles de los niveles de cada variable independiente.
Este método factorial nos permite obtener el maximo de informacién con un

minimo de experiencias desarrolladas. (Morillas et al., 2016)

v Variables Independientes, Denominados también factores, son las

variaciones bajo estudio, las cuales se mantienen controlando
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durante el experimento y se modifican sistematicamente para
investigar su efecto en los resultados.

v Variables Dependientes o Respuesta, La variable dependiente
denominada también respuestas, es aquella que se determina en el
desarrollo de cada experimento y sus valores dependen de la

variable independiente.

2.3. Definiciones de términos basicos u otros contenidos

2.3.1. Biosorcion

Definida como la eliminacion de sustancias en un medio por material

biolégico (vivo o muerto). Estas sustancias pueden ser organicas e

inorganicas, y se encuentran en forma gaseosa, soluble o insoluble. Es

también un proceso fisicoquimico que incluye mecanismos como

absorcion, adsorcion, intercambio iénico y precipitacion. (Gadd, 2008)

2.3.2. Biorremediacion

Es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los

microorganismos (su capacidad de biodegradacion) para limpiar terrenos o

aguas contaminadas. (Citado en Gonzales, 2011, p. 20)
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2.3.3. Metales pesados

Lenntech (2004) define como metales pesados a “cualquier
elemento metalico que tenga una densidad relativamente alta y que sea

tdxico o venenoso, aun en bajas concentraciones.”

2.3.4. Microorganismo

Cualquier organismo vivo microscopico, constituido por una sola
célula o varias, incluyendo los virus. Esta definicion operativa no incluye los
hongos, tanto inferiores como superiores, ni las algas, aunque ambos
grupos son considerados microorganismos porque su organizacion es
esencialmente unicelular. Por otra parte, organismos pluricelulares pueden
ser de tamafio tan pequefio que entren dentro de la definicién anterior sin
dejar por ello de ser estructuralmente tan complejos como cualquier animal

superior. (Madigan, et al., 2003)

2.3.5. Plomo

Es un metal pesado cuya “toxicidad esta relacionada con anemia,

falla renal, abortos, disminucion de fertilidad, y dafio neuronal” (Covarrubias

et al., 2015, p.41)
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2.3.6. pH

Sigla de potencial del hidrogeno, indice que expresa el grado de

acidez o alcalinidad de una disolucion. (RAE, 2018)

2.3.7. Sorbente

Son materiales insolubles o0 mezclas de materiales utilizados para

recuperar los liquidos a través del mecanismo como la absorcion y

adsorcion, o ambos. (Gadd, 2008)
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lll. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Variables de lainvestigacion.

3.1.1. Variables independientes

X1= Cantidad de colonias de Pseudomona aeruginosa (N°
colonias/ml).
X2= Concentracion de Pb*? en el suelo (mg / kg)

X3= Dias de incubacién (N° dias)

3.1.2. Variables dependientes

Y1 = Biosorciéon de Pb*? por la bacteria Pseudomona aeruginosa en
suelos contaminados. (g de plomo / N° colonias).

Y2 = Presencia de colonias residuales en suelos contaminados.

3.2. Operacionalizacion de variables.

Se uso6 del método Taguchi, con una matriz de experimentacion para
el disefio factorial eligiendo 3 factores con 3 niveles. (Véase la Tabla 3.1,
en la pagina “42”). Ademas se realizo la operacionalizacion de variables tal

como muestra en la Tabla 3.2. (Véase la Tabla 3.2, en la pagina “42”).
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Tabla 3.1
MATRIZ DE EXPERIMENTO

N° Variables Notacion  Nivel1 Nivel2 Nivel 3
1 Cantidad de unid@des X1 1 10 30
formadoras de colonias (UFC)
., -
2 _C_OncentraCIOn de Pb X2 100 1000 10000
adicionado en el suelo (ppm)
3 Dias de incubacion (N° dias) X3 5 15 35
Fuente: Elaboracion Propia
Tabla 3.2.
OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable : : . L
. Indicador Dimensiones Método
Dependiente
Y1= Biosorcién de L
2 . Concentracion de .
Pb* por la bacteria 2 - Calculos
Pb
Pseudomona . - mg/kg - Ensayos de
. Tiempo .
Aeruginosa en suelo laboratorio.
contaminado.
Y2= Presencia de . . - Presenciade - Cualitativo.
Colonias residuales :
Pseudomona Tiempo colonias - Ensayos de
Aeruginosa residual. P - Dias laboratorio.
Variable : : . L
: Indicador Dimensiones Método
Independiente
X1= Cantidad de .
Unidades formadoras Cant@ad de - UFC - Medicion directa.
. colonias
de colonias.
X2= Concentracion Concentracion de - malk - Calculos
de Pb+2 adicionada  Pb*? g9/g vos
- gramos - Medicion directa
en el suelo. Masa de suelo
.X3: Dla_s, de Tiempo - Dias - Medicion directa
incubacion.

Fuente: Elaboracion Propia
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3.3. Hipotesis general e hipotesis especificas.

3.3.1. Hipotesis general

La Pseudomona aeruginosa posee la capacidad de remediar mas

del 80 % del Pb*2 del suelo contaminado.

3.3.2. Hipotesis especificas

v En el suelo contaminado a mayor N° de colonias incubadas de
Pseudomona aeruginosa mayor concentracion de Pb*2 biosorbido.

v El comportamiento cinético para la biosorcion de Pb*> por la
Pseudomona aeruginosa esta representada mediante la isoterma de

Freundlich.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion.

La investigacion es de tipo experimental, dado que requiere de la
observacion, registro, analisis, construccion de un modelo matematico y un
manejo de tres variables experimentales controladas, con el fin de
determinar la capacidad que tiene la Pseudomona aeruginosa para la

biosorcion de Pb*2 en suelo contaminado.

4.2. Disefo de lainvestigacion.

El presente estudio corresponde a una investigacién y obtencién
experimental, con apego a las variables. La investigacion se desarroll6 en
los laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional del Callao y las muestras de suelos tratados fueron analizadas

por la empresa SGS del Peru S.A.C.

4.3. Poblaciény muestra

4.3.1. Poblacién

Suelo recolectado de la zona agricola del Km. 31 de la carretera

Lima -Canta, entrada Rio Seco - Carabayllo.

44



4.3.2. Muestra

La muestra experimental estuvo conformada por 10 Kg de la

poblacion.

4.3.3. Tamafno de la muestra

Se acondicion6 50 g de suelo por cada muestra, requeridos por el

laboratorio SGS del Perq, para el respectivo analisis por ICP-MS (Ver

anexo N° 03).

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos

4.4.1. Materiales

v Placas Petri

v Asa bacteriol6gica
v Tubos de ensayos
v Mecheros

v Matraz volumétrico
v Piseta

v Balones

v Espatula
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Papel kraft

Gradilla

Pipeta

Papel Indicador de pH
Vaso precipitado
Guantes

Matraz aforado
Pinzas

Pastilla magnética

4.4.2. Reactivos

Nitrato de Plomo

Cloruro de sodio

Agar Cetrimida

Cepa de Pseudomona aeruginosa

Glutamato monosadico
Glicerol

Alcohol

Lejia

Agua destilada
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4.4.3. Instrumentos y equipos

v Estufa
v Incubadora
v Autoclave

v Agitador magnético

v Balanza
v Termometro
v ICP-MS (Utilizado para el andlisis de plomo)

4.4.4. Técnicas

a) Aislamiento por agotamiento por estria

Es una técnica que tiene como fin obtener a partir de un namero
elevado de bacterias, un numero reducido de ellas distribuidas
individualmente a largo de la superficie de la placa Petri.

Al incubar esta, cada una de las bacterias originard una colonia, Las
colonias individuales constituyen cada una un cultivo puro. (Sanz, 2011,
p.20)

El procedimiento de la técnica de aislamiento por agotamiento por

estria se encuentra definido en el Anexo N°02.
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b) Analisis de suelos por digestion acida en SGS del Peru.

Se utilizo el método EPA 3051A (Ver Anexo N° 03) para la digestion
de suelos, lodos y sedimentos por microondas; y el método EPA 6020 (Ver
Anexo N° 04) para su posterior lectura en ICP-MS a cargo de la empresa

SGS del Peru.

45. Procedimiento de recoleccién de datos

4.5.1. Preparacion de medio de cultivo Agar Cetrimida

a) Se disolvié 45.3 g de polvo de agar cetrimida en un matraz de 1 litro
con agua purificada que contenia 10 ml de glicerol, se sell6 el matraz
con algodon, papel Kraft y pabilo (ver Figura 4.1), y luego se agit6
en caliente hasta un hervor de un minuto para disolver
completamente el polvo, para que la solucién se vuelva translucida.

Figura 4.1.
MEDIO DE CULTIVO AGAR CETRIMIDA

Fuente: Elaboracion Propia
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b) El autoclavado se realizé a 121 °C durante 15 minutos al matraz con

la solucion de agar cetrimida.
4.5.2. Resiembra de la bacteria Pseudomona aeruginosa

a) La cepa de la bacteria Pseudomona aeruginosa fue proporcionada
por el hospital Arzobispo Loayza como un residuo hospitalario.

b) Se traslad6 a placas petri esterilizadas, aproximadamente 15 ml de
la solucion de agar cetrimida preparada, para luego enfriar a

temperatura ambiente evitando la contaminacion.(Ver figura 4.2).

Figura 4.2.
PLACAS PETRI CON AGAR CETRIMIDA

RIS B2 ] ¥
{ . | | v'_‘
\ | \ fih | &5 :

Fuente: Elaboracion Propia
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C) Mediante la técnica de siembra por agotamiento se incubd la cepa
de la bacteria Pseudomona aeruginosa en las placas Petri con Agar
Cetrimida durante 48 horas a 37 °C en la incubadora ubicada en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ingenieria Quimca, de

la Universidad Nacional del Callao. (Ver figura 4.3 y 4.4).

Figura 4.3
RESIEMBRA DE BACTERIA MEDIANTE
LA TECNICA DE AGOTAMIENTO

Fuente: Elaboracién Propia

Figura 4.4
PLACAS PETRI CON BACTERIA EN INCUBACION

Fuente: Elaboracion Propia
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4.5.3. Preparacion de las soluciones de Pb+2 afiadidas

A través de un célculo estequiomeétrico en base a la sal de nitrato de
plomo (Pb(NO3)2) (Ver Figura 4.5) se prepar6 soluciones de 100, 1000 y
10000 ppm de Pb*? disolviéndolas en agua destilada obtenida en el

laboratorio de la facultad de Ingenieria Quimica.

Figura 4.5
SAL DE NITRATO DE PLOMO

\monomioc)
..... \

PB303-8 B 09 oo @

Fuente: Elaboracién propia

45.4, Acondicionamiento de las muestras de suelo

Para la recoleccion de datos son necesarias las condiciones iniciales

del suelo (pH, materia organica, humedad, concentracion de Pb*? (Ver

figura 4.6 y figura 4.7, en la pagina “52”) por lo que una muestra fue enviada

para el analisis a SGS del Peru. Teniendo como variables constantes de
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experimentacién dichos resultados, descritos en la Tabla 4.1. (Véase Tabla
4.1). Asi también, se analiz6 la presencia de Pseudomona aeruginosa
mediante pruebas realizadas en el laboratorio de microbiologia de la

Universidad Nacional del Callao.

Figura 4.6 Figura4.7

TEMPERATURA DE LA
MUESTRA INICIAL

,, — B E—
a o : ' (Xi

pH DE LA MUESTRA INICIAL

Fuente: Elaboracién Propia Fuente: Elaboracién Propia

Tabla 4.1
VARIABLES CONSTANTES

FACTOR CONSTANTE UNIDAD CANTIDAD
Peso muestra Gramos 50+1
Humedad % 18
Velocidad de Agitacion RPM 300
pH Rango 7-8
Temperatura °C 25
Materia Organica % 15

Fuente: Elaboracion propia.
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Con las siguientes condiciones de operacion se procedio a calcular

el niumero de pruebas posibles usando el método de Taguchi para 3

factores y 3 variables, teniendo en cuenta que se debe realizar las pruebas

por duplicado, obteniendo asi la Tabla 4.2. (Véase tabla 4.2)

Tabla 4.2
MATRIZ DE EXPERIMENTOS
Dias de incubacion |Concentraciéon de Pb N° de colonias
5 dias 100 ppm 1
5 dias 100 ppm 10
5 dias 100 ppm 30
5 dias 1000 ppm 1
5 dias 1000 ppm 10
5 dias 1000 ppm 30
5 dias 10000 ppm 1
5 dias 10000 ppm 10
5 dias 10000 ppm 30
15 dias 100 ppm 1
15 dias 100 ppm 10
15 dias 100 ppm 30
15 dias 1000 ppm 1
15 dias 1000 ppm 10
15 dias 1000 ppm 30
15 dias 10000 ppm 1
15 dias 10000 ppm 10
15 dias 10000 ppm 30
35 dias 100 ppm 1
35 dias 100 ppm 10
35 dias 100 ppm 30
35 dias 1000 ppm 1
35 dias 1000 ppm 10
35 dias 1000 ppm 30
35 dias 10000 ppm 1
35 dias 10000 ppm 10
35 dias 10000 ppm 30

Fuente: Elaboracién propia.
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a) Para cada una de las pruebas se pes6 50 +1 g de muestras de suelo
y se traslado a balones de 250 ml. (Véase figura 4.8y figura 4.9)

b) A cada muestra se le agreg6 25 ml de solucion de Pb+2 y se mezclo.

c) Luego se adiciono 5 ml de solucién salina que contiene la cantidad

de colonias y se mezcl6 a través de un agitador magnético.

Figura 4.8
BALON CON 50 g DE MUESTRA

- s i

{

N

N

" . L
— »

L

Fuente: Elaboracion Propia

Figura 4.9
MUESTRAS CON 50 g DE SUELO PARA
LOS DIFERENTES FACTORES

Fuente: Elaboracién Propia
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d) Los balones fueron aislados dentro de la incubadora a temperatura

ambiente (Véase figura 4.10)

Figura 4.10
BALONES INCUBADOS A TEMPERATURA AMBIENTE

Fuente: Elaboracion Propia

e) Se realizaron pruebas de presencia de Pseudomona aeruginosa,
qguince dias seguidos después de la incubacion.

f) Para el andlisis de Pb+2 residual, se secaron las muestras en la
estufa a 60 °C por dos dias en tres bloques, a los 5,15 y 35 dias,

para luego llevar las muestras codificadas a SGS del Peru.

4.6. Procesamiento estadistico y andlisis de datos

4.6.1. Procesamiento estadistico

v Se realizaron las variaciones mediante el método Taguchi (Véase

tabla 4.2,en la pagina “53”).

55



4.6.2. Andlisis de datos.

Se evaluo el factor “N° de colonias” debido al poco sesgo en el

porcentaje de remediacion utilizando el estadistico ANOVA del andlisis de

datos del programa Microsoft Excel 2010 a los 5 dias de incubacion. (Véase

tabla 4.3).

Tabla 4.3
ANOVA PARA EL FACTOR DEL N° DE COLONIAS
N° de Colonias 10 30
90.82

% remediacion

91.76736842

90.45684211

91.14052632

90.38578947

89.85842105

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4.4
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las de de los Probabilidad | critico
e cuadrados | ,.
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 1.5438 2 07719 |35| 01642 | 9.552
grupos
Dentrode | 5613 3 0.2204
los grupos
Total 2.2051 5

Fuente: Elaboracion propia

Se observa en la tabla 4.4., que el F calculado (3.5) es menor al F

critico (9.552), demostrando que el factor N° de colonias no es significativo.
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v Por lo tanto, la tabla 4.2 “Matriz de experimentos” se redujo solo a
nueve variables con sus respectivas replicas tal como esta
evidenciado en la Tabla 4.5 (Véase tabla 4.5)

Tabla 4.5
NUEVA MATRIZ DE EXPERIMENTOS

hPruenas | copico inchIJapSagi%n Concentracion
(Dias)
L 01 b4.1 5 100 ppm
L 01-R b4.2 5 100 ppm
L 02 b2.1 5 1000 ppm
L 02-R b2.2 5 1000 ppm
L 03 b6.1 5 10000 ppm
L 03-R b6.2 5 10000 ppm
L 04 az2cl 15 100 ppm
L 04-R a2cl.2 15 100 ppm
L 05 az2c2 15 1000 ppm
L 05-R az2c2.2 15 1000 ppm
L 06 a2c3 15 10000 ppm
L 06-R a2c3.2 15 10000 ppm
L 07 a3cl 35 100 ppm
L 07-R a3cl.2 35 100 ppm
L 08 a3c2 35 1000 ppm
L 08-R a3c2.2 35 1000 ppm
L 09 a3c3 35 10000 ppm
L 09-R a3c3.2 35 10000 ppm

Fuente: Elaboracion propia.
Donde:
b.4.1, b4.2,.... Codigos de muestras que fueron enviados a SGS del Peru

para andlisis, ver APENDICE B.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados
Tabla 5.1
RESULTADOS OBTENIDOS
# _Tiempo _Qe Pb Co_n(_:e_ntracién Conceptracién Concgntraci()n y
Fooes | eabackn o |G| e Sorhda 60) | ssorcio
L 01 5 100 63.333 6.044 57.289 90.457
L 01-R 5 100 63.333 6.089 57.244 90.386
L 02 5 1000 363.333 35.806 327.527 90.145
L 02-R 5 1000 363.333 35.439 327.894 90.246
L 03 5 10000| 3363.333 293.762 3069.571 91.266
L 03-R 5 10000| 3363.333 292.718 3070.615 91.297
L 04 15 100 63.333 3.130 60.203 95.058
L 04-R 15 100 63.333 3.712 59.621 94.139
L 05 15 1000 363.333 27.794 335.539 92.350
L 05-R 15 1000 363.333 27.019 336.314 92.564
L 06 15 10000| 3363.333 215.655 3147.678 93.588
L 06-R 15 10000| 3363.333 182.061 3181.272 94.587
L 07 35 100 63.333 4.256 59.077 93.280
L 07-R 35 100 63.333 3.519 59.814 94.444
L 08 35 1000 363.333 20.582 342.751 94.335
L 08-R 35 1000 363.333 20.397 342.936 94.386
L 09 35 10000| 3363.333 144.267 3219.066 95.711
L 09-R 35 10000| 3363.333 136.508 3226.825 95.941

Fuente: Elaboracion propia
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5.2. Graficas de isotermas de sorcidn

5.2.1. 05 dias de incubacion.

Tabla 5.2
DATOS CON 05 DIAS DE INCUBACION

_C_o_ncentraci()n SC LOG LOG C/SC
inicial (C) mg/kg | (mg/kg) © (SC)
63.333 57.289 1.802 1.758 1.105
63.333 57.244 | 1.802 1.758 1.106
363.333 327.527 | 2.560 2.515 1.109
363.333 327.894 | 2.560 2.516 1.108
3363.333 3069.571 | 3.527 3.487 1.096
3363.333 3070.615 | 3.527 3.487 1.095

Fuente: Elaboracion propia.

a) Isoterma de Freundlich

Gréafico 5.1
ISOTERMA DE FREUNDLICH PARA 5 DIAS DE INCUBACION
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LOG (C)

LOG (SC)

Fuente: Elaboracion propia.
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Se obtuvo la ecuacion de linealizacion, con los datos de la Tabla 5.2
(véase tabla 5.2, en la pagina “59”). y = 1.0024x - 0.0492. Donde “y” es
LOG (SC)y “x” es LOG (C) siendo R? =1

Comparando la ecuacion de linealizacion con la ecuacion 2.6 (ver

ecuacion 2.6, en la pagina “32”), se obtienen los valores de las contantes:

n= 0.9976057
KD= 0.8928942

Obteniendo la siguiente ecuacién de Freundlich, segun la ecuacion

2.6, para 5 dias de incubacién:

LOG (SC)= 1.0024 LOG(C) - 0.0492

b) Isoterma de Langmuir

Grafico 5.2
ISOTERMA DE LANGMUIR PARA 5 DIAS DE INCUBACION

1.112

111
1.108
1.106

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

c

Fuente: Elaboracion propia.
Obteniendo la ecuacion de linealizacion: y = -4E-06x + 1.1077,

donde “y” es C/SC y “x” es C segln la Tabla 5.2 siendo el R? = 0.9028
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5.2.2. 15 dias de incubacion.

Tabla 5.3
DATOS CON 15 DE INCUBACION

Concentracion
inicial (C) SC LOG (C) LOG (SC) C/sC
mg/kg
63.333 60.203 1.802 1.780 1.052
63.333 59.621 1.802 1.775 1.062
363.333 335.539 2.560 2.526 1.083
363.333 336.314 2.560 2.527 1.080
3363.333 3147.678 3.527 3.498 1.069
3363.333 3181.272 3.527 3.503 1.057

Fuente: Elaboracion propia.

a) Isoterma de Freundlich
Gréfico 5.3
ISOTERMA DE FREUNDLICH PARA15 DIAS DE INCUBACION
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Fuente: Elaboracion propia.
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Se obtuvo la ecuacion de linealizacion, con los datos de la Tabla
5.3 (véase tabla 5.3, en la pagina “61”): y = 0.9992x - 0.0261. Donde “y”
es LOG (SC) y “x” es LOG (C) siendo R =1

Comparando la ecuacion de linealizacion con la ecuacion 2.6 (ver

ecuacion 2.6, en la pagina “32”), se obtienen los valores de las contantes:

n= 1.001001001
KD= 0.919178802

Obteniendo la siguiente ecuacion de Freundlich, segun la ecuacion

2.6, para 5 dias de incubacion:

LOG (SC)= 0.999LOG(C) - 0.0257

b) Isoterma de Langmuir

Gréafico 5.4
ISOTERMA DE LANGMUIR PARA 15 DIAS DE INCUBACION
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Fuente: Elaboracion propia.
Obteniendo la ecuacion de linealizacion: y = -1E-06x + 1.069,
donde “y” es C/SC y “X” es C segun la Tabla 5.3 (en la pagina “61”) siendo

el R? =0.0344

62



5.2.3. 35 dias de incubacion.

Tabla 5.4
DATOS CON 35 DE INCUBACION

Irﬁg[‘acle(gt)rffé%‘g sc | Loc(C) | LoG(sc) | cisc
63.333 50.077 | 1.802 1771 | 1.072
63.333 50.814 | 1.802 1.777 | 1.059
363.333 342.751 | 2.560 2535 | 1.060
363.333 342.936 | 2.560 2535 | 1.059

3363.333 3219.066 | 3.527 3508 | 1.045
3363.333 3226.825 | 3.527 3509 | 1.042

Fuente: Elaboracion propia.

a) Isoterma de Freundlich
Grafico 5.5
ISOTERMA DE FREUNDLICH PARA 35 DIAS DE INCUBACION
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Fuente: Elaboracion propia.

Se obtuvo la ecuacion de linealizacién, con los datos de la Tabla
5.4 (véase tabla 5.4) y = 1.0056x - 0.0385. Donde “y” es LOG (SC) y “xX”

es LOG (C) siendo R?=1
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Comparando la ecuacion de linealizacion con la ecuacion 2.6 (ver

ecuacion 2.6, en la pagina “32”), se obtienen los valores de las contantes:

n= 0.9947279
KD= 0.9191788

Obteniendo la siguiente ecuacién de Freundlich, segun la ecuacion

2.6, para 5 dias de incubacion:

LOG (SC)= 1.0053LOG(C) - 0.0377

b) Isoterma de Langmuir

Grafico 5.6
ISOTERMA DE LANGMUIR PARA 35 DIAS DE INCUBACION
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Fuente: Elaboracion propia.

Obteniendo la ecuacion de linealizacion: y = -6E-06x + 1.0639,
donde “y” es C/SC y “x” es C segun la Tabla 5.4 (en la pagina “63”) siendo

el R2=0.8238
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6.1.

VI. DISCUSION DE RESULTADOS

Contrastacion de hipoétesis con los resultados

a) Hipotesis General

Se obtuvo una remediacién promedio del 93 %, el cual ha superado

el porcentaje de remediacion planteada en la hipotesis general.

b) Hipotesis Especifica.

Con los resultados obtenidos segun los cuadros 4.2. y 4.3. se
demostré que no hay varianza significativa segun el estadistico
ANOVA donde se cumple que el F calculado es menor al F critico,
por lo cual se descarto la variable independiente N° de colonias.
Concluyendo que la hipétesis especifica que menciona “A mayor N°
de colonias incubadas de Pseudomona aeruginosa, mayor
concentracién de Pb*? biosorbido, no es viable.

Segun las graficas 5.1; 5.3 y 5.5, se demuestra que nuestros
resultados son lineales para la ecuacion de la isoterma de Freundlich
LOG(SC) = LOG(C)* (1/n) + LOG(Kp) ademés de un coeficiente de
correlacion aproximado a 1, caso contrario si se observan las
gréficas 5.2; 5.4 y 5.6 estas no presentan un comportamiento lineal
para la isoterma de Langmuir, por lo que se cumple con la hip6tesis

especifica planteada.
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6.2.

*

Contrastacion de resultados con otros estudios similares

Giraldo D. y colaboradores en una investigacion realizada en el 2014
titulada “La actividad emulsificante de remocion de metales pesados
del ramnolipido por Pseudomona aeruginosa PB 25", demostro la
capacidad de generar emulsiones de hidrocarburos con el uso de
soluciones puras del ramnolipido producido por Pseudomona
aeruginosa PB 25, concluyendo que la sustancia en mencion posee
una eficiencia en la remocién de metales pesados de 99 % para
cadmio y 98 % para plomo.

En la presente tesis se obtuvo un 93 % de biosorcion de Pb*? en el
suelo contaminado por este metal pesado. Comparando este
resultado con el estudio anterior nuestro porcentaje de remediacion
es menor, debido a la no modificacion biolégica de la bacteria, pero
aun asi significativa.

Mejia Sandoval, G. en el 2006 presente en la revista CES el estudio
de “Aproximacion teorica a la biosorcion de metales pesados por
medio de microorganismos”, concluye que de los procesos de
sorcion en los suelos se ha dilucidado el proceso de biosorcion de
ocurrencia natural en los microorganismos. A medida que se ha
detallado en el entendimiento de los mecanismos del proceso, se ha
aprovechado la naturaleza de este para utilizarlo en beneficio del

hombre y del ambiente, como biorremediador de metales pesados
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que contaminan un ambiente determinado (suelo y/o agua).
Ademas, especifica que los modelos matematicos de cuantificacion
en la biosorcion son los mismos que se utilizan en la modelacion del
proceso de sorcion en suelos (modelos de Freundlich y Langmuir)
asumiendo el proceso como un modelo en equilibrio.

En el estudio mencionado anteriormente especifica que para la
modelacion de procesos de sorcion de suelos se puede utilizar los
modelos de Langmuir y Freundlich, con los resultados obtenidos en
la presente tesis se ha demostrado un comportamiento segun el

modelo de Freundlich.
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VII. CONCLUSIONES

La capacidad de Pseudomona aeruginosa para remediar en
promedio de 90.6 % a los 5 dias, 93.7 % a los 15 dias, 94.7 % a los
35 dias de incubacion.

La cantidad oOptima de Pseudomona aeruginosa como Vvariable
independiente no fue significativa, sin embargo, se estudio el tiempo
de vida de la bacteria Pseudomona aeruginosa obteniendo un
resultado de 12 dias.

El modelo del proceso de sorcidén en equilibrio obtenido posee una
aproximacion a la isoterma de Freundlich, puesto que los resultados
presentan un comportamiento lineal y su coeficiente de correlacion
esigual a 1.

Las condiciones 6ptimas se obtuvieron a los 35 dias de incubacion
con una de remediacion de Pb*? del 94.7 %, siendo la ecuacién
aproximada igual a LOG(SC) = 1.0053 LOG(C) - 0.0377, siendo

n=1/1.0053 = 0.9947 y Kp=0.9192.
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VIll. RECOMENDACIONES

Profundizar en el estudio morfolégico de la bacteria Pseudomona
aeruginosa en relacion con la biosorcion de metales pesados.

Estudiar el efecto de la bacteria Pseudomona aeruginosa en la
remediacion de otros metales pesados y elementos potencialmente
toxicos.

Disefiar de un biosortor para una remediacion en lote.

Estudiar a profundidad de la geologia de los suelos propuestos para una

remediacion
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ANEXO N° 01
INSTRUCCIONES DE PREPARACION DEL
AGAR CETRIMIDA

INSTRUCCIONES DE USO -
MEDIOS EN PLACA LISTOS C €
PARA USAR

PA-254419.06 Rev.: April 2013

BD Pseudosel Agar (Cetrimide Agar)

USO PREVISTO
BD Pseudosel Agar (agar cetrimida) se utiliza para el aislamiento selectivo de Pseudomonas
aeruginosa a partir de muestras clinicas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbiolégico.

Pseudomonas aeruginosa es un organismo en el medio ambiente y un importante patégeno
nosocomial’. BD Pseudosel Agar se basa en la formula de agar Tech, disefiado por King et al
para la produccién mayor de piocianina de Pseudomonas aeruginosa, pero se ha modificado
con la adicién de cetrimida para la inhibicién selectiva de organismos diferentes de P.
aeruginosa **. El medio se utiliza para el aislamiento de P. aeruginosa en los campos tanto
clinicos como farmacéuticos, y se menciona en la farmacopea de Estados Unidos y la
farmacopea europea para uso en pruebas de limite microbiano™>*,

En BD Pseudosel Agar, la peptona sirve como fuente de nitrégeno, y el glicerol se utiliza como
fuente de carbono y energia. La produccioén de piocianina se estimula mediante el cloruro de
magnesio y el sulfato potasico en el medio. La cetrimida (bromuro de cetil trimetil amonio) es un
compuesto de amonio cuaternario que inhibe una amplia variedad de otros organismos,
incluidos otras determinadas especies de Pseudomonas y organismos relacionados.

REACTIVOS
BD Pseudosel Agar

Férmula*® por litro de agua purificada
Digerido pancreatico de 20,09
gelatina

Cloruro de magnesio 1.4
Sulfato de potasio 10,0
Glicerol 10,0 mi
Cetrimida 03g
Agar 13,6
pH7,2+0,2

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES

. Solamente para uso profesional. @

No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacioén microbiana, decoloracion,
deshidratacion, rajaduras o cualquier otro signo de deterioro.

Consultar los procedimientos de manipulacion aséptica, riesgos bidlogicos y desecho del
producto usado en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura entre 2y 8 °C,
envueltas en su envase original, hasta justo antes de usarlas. Evitar la congelacion y el
calentamiento excesivo. Las placas pueden inocularse hasta su fecha de caducidad (ver la
etiqueta en el paquete) e incubarse durante los periodos de incubacién recomendados.

Las placas de grupos de 10 placas ya abiertos pueden usarse durante una semana siempre que

se almacenen en un lugar limpio a una temperatura entre 2 y 8 °C.

PA-254419.06 -1-
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CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Inocular muestras representativas con [as cepas sigulentes (para aobtener los detalies, véase el
documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar en atmésfera aerobia a

35 — 37 °C y efectuar la lectura de ias placas después de 18 —24 y42 — 48 h.

Cepas Resultados del cracimiento
Pseudomonas aeruginosa Crecimiento con pigmento verde azulado alrededor
ATCC 9027 de las colonias; fluocrescencia bajo luz UV (254 nm)
Pseudomonas aeruginosa Crecimiento con pigmento verde azulado alrededor
ATCC 27853 de las colonias: fluorescencia bajo luz UV (254 nm)
Stenotrophomonas maltophilia Inhibicién de parcial a completa
ATCC 13637
Escherichia coll ATCC 25922 Inhibicion completa.
Staphylococcus aureus Inhibicién de parcial a completa
ATCC 25923
Sin inocular Ambar palido

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados:
BD Pseudosel Agar (placas Stacker de 90 mm). Controladas microbiolbgicamente.

Material no suministrado:
Medios de cultivo auxiliar, reactivos y el equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos de muestras

Se trata de un medio selectivo que puede utilizarse para todos los tipos de muestras clinicas, en
especial para las presuntivas de contaminacién de flora narmal y para muestras no clinicas
(véase también CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO).

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Extender las muestras tan pronto como sea posible después de recibirlas en el laboratorio. La
placa de extensién se utiliza principalmente para aislar los cultivos puros de las muestras con
flora mixta. Si, por el contrario, el material se cultiva directamente empleando una torunda,
hacerla girar en una seccién pequefia cercana al borde, extendiendo luego a partir de esta
4rea Inoculada. Ademas de BD Pseudosel Agar, inocular BD Columbia Agar with 5%
Sheep Blood y BD MacConkey Il Agar con la muestra, con el fin de aislar todos los
patégenos de la infeccidn.

Incubar a una temperatura de 35 + 2 °C durante 18 a 48 h en atmdsfera aerobia y efectuar la
lectura de las placas al cabo de 18 a 24 horas y después de 42 a 48 horas, en caso necesario.

Resultados

Después de la incubacidn, examinar si las placas presentan crecimiento y la pigmentacion de verde
azulada a verde caracteristica alrededor del crecimiento. La fluorescencia puede detectarse bajo luz
UV (254 nm). La presencia de plocianina puede confirmarse extrayéndola con cloroformo. P.
aeruginosa por lo general produce plociania y fluoresceina. Puede observarse una variacién tanto
canf la mg‘do!ggla de colonias como en la formacidn del pigmento de una cepa a otra. Consultar las
referencias’.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
BD Pseudosel Agar se utiliza para las muestras dlinicas y no clinicas, si se prevé la presencia
de P. aeruginosa ! se observa un nivel alto de contaminacidn de otros organismas, por ejemplo,
de flora normal™“~.

Existen cepas no pigmentadas de P. aeruginosa gue crecen en el medio, pero no producen los
pigmentos verde azulados caracteristicos.

PA-254419.06 -2-
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Otros organismos, por ejemplo, determinados arganismos no fermentadores y aerobios
formadores de esporas (Baclllus y géneros relacionados), de vez en cuando pueden crecer y
producir pigmentos de amarronados a amarillentos en este medio.

Se requieren mas pruebas bloquimicas para confirmar un aislado como de P. aeruginosa,
incluso si la produccién de pigmento es la habitual en este medio.

REFERENCIAS

1.

Kiska, D.L., and P.H. Gilligan. 2003. Pseudomonas. In: Murray, P. R, E. J. Baron, J.H.
Jorgensen, M. A. Pfaller, and R. H. Yolken (ed.). Manual of clinical microbiology, 8th ed.
American Society for Micrabiology, Washington, D.C.

King, E.O., MK. Ward, and E_E. Raney. 1954. Two simple media for the demonstration of
pyocyanin and fluorescein. J. Lab. Clin. Med. 44: 301

MacFaddin, J.F. 1985. Media for the isolation — cultivation — maintenance of medical
bacteria. Volume 1. Wilklams and Wilkins, Baltimore, Londan

U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. 2009. The U.S. Pharmacopela 32/The national formulary
27--2009. U.S. Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, Md. USA

Councll of Europe, 2008. European Pharmacopoeia, 6.1. European Pharmacopoeia
Secretariat. Strasbourg/France

ENVASE/DISPONIBILIDAD

BD Pseudosel Agar
N? de cat. 254419 Medios en placa listos para usar, 20 placas

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mas informacioén dirijase a su representante local de BD.

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +48-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

hitp/Aiwww.bd.com
http:/Awvav.bd.comieurope/requlatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. @ 2013 BD
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ANEXO N° 02

SUSANA A, SANZ CERVERA

1.4.-OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE CULTIVOS
PUROS

Técnica de aislamiento por agotamiento por estria

Se trata de un mérodo simple y ripido de agotamiento progresivo y continuo
del indculo sobre un medio sélido, generalmente contenido en una placa de
Petri, El objeto es obtener a partir de un elevado nimero de bacterias, un
niimero reducido de ellas distribuidas individualmente a lo large de la superfi-
cie de la placa. Al incubar esta, cada una de las bacterias originard una colonia.
Las colonias individuales constituyen cada una un cultivo puro.

Procedimiento:

(En esta técnica ¢s muy importante emplear un asa de siembra en buen esta-
do. Un asa de siembra rota o deteriorada rasgard el agar al realizar el agota-
mienco).

1.-Esterilizar el asa flamedndola en el mechero hasta conseguir un rojo incan-
descente.

2.-Enfriar ¢l asa en la proximidad de la llama. Tomar un inéculo de la mues-
tra.

3.-Transferir el inéculo a un drea pequena de la superficie de la placa, préxima
al borde. Extender el indculo formando estrias muy juntas sobre la superficie
de una porcién pequefa de la placa.

4,-Flamear de nuevo ¢l asz y enfriarla. Tomando como indculo el obtenido
mediante el rozamiento del asa de siembra con las estrfas sembradas la prime-
ra vez, realizar sobre una porcién virgen de la placa una segunda tanda de estri-
as que no toque la primera,

5.-Flamear y enfriar el asa. Repetir exactamente la operacién descrita en el
punto 4 pero empleando como indeculo la segunda tanda de estrias,

20
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6.-Flamear y enfriar el asa. Repetir de nuevo 4, pero empleando como inéculo
la tercera tanda de estrias. Las nuevas series de estrias no deben tocar ninguna
de las series anteriores.

7.-Flamear ¢l asa y tapar la placa de Petri. Esta se incubard a temperatura ade-
cuada en posicién invertida ya que , de otra manera, el agua de condensacién
que sc irfa depositando sobre la superficie del agar impediria la obtencién de
colonias aisladas.

Para realizar el agotamiento por estria, la placa de Petri puede mantenerse sobre
la mesa de trabajo en posicién normal y, levantando la tapa con la mano izquier-
da, realizar las estrias con la derecha. Aiin mejor, es posible hacerlo colocando la
placa en posicién invertida sobre la mesa de trabajo y, tomando la parte que
contiene el medio de cultivo, levantarla hasta la altura de la llama del mechero.
Alli, con ella en posicién casi vertical, realizar las sucesivas tandas de estrfas.

Para realizar las estrias, oscile el asa de siembra sobre la superficie del agar
mediante un balanceo sucesivo y ripido de la mufieca. No haga mis presion
sobre el agar que la debida al propio peso del asa y su mango.

La figura que se muestra a continuacion ilustra cuatro posibles maneras de rea-
lizar el agotamiento por estrfa: de modo continuo, en dos, tres o cuatro fases.
Debe intentar realizar al menos el agotamiento por estria en tres fases.

continua en dos fases

Pautas para la realizacién de
aislamiento por agotamiento
por estria

en tres fases en cuatro fases

21
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ANEXO N° 03
METODO 3051A
EPA

(Agencia de Proteccién ambiental — Estados unidos)

METHOD 3051A

MICROWAVE ASSISTED ACID DIGESTION OF
SEDIMENTS, SLUDGES, SOILS. AND OILS

SW-846 is not intended to be an analytical training manual. Therefore, method
procedures are written based on the assumption that they will be performed by analysts who are
formally trained in at least the basic principles of chemical analysis and in the use of the subject
technology.

In addition, SW-846 methods, with the exception of required method use for the analysis
of method-defined parameters, are intended to be guidance methods which contain general
information on how to perform an analytical procedure or technique which a laboratory can use
as a basic starting point for generating its own detailed Standard Operating Procedure (SOP),
either for its own general use or for a specific project application. The performance data
included in this method are for guidance purposes only, and are not intended to be and must
not be used as absolute QC acceptance criteria for purposes of laboratory accreditation.

1.0 SCOPE AND APPLICATION

1.1 This microwave extraction method is designed to mimic extraction using
conventional heating with nitric acid (HNO,), or alternatively, nitric acid and hydrochloric acid
(HCI), according to EPA Method 200.2 and Method 3050. Since this method is not intended to
accomplish total decomposition of the sample, the extracted analyte concentrations may not
reflect the total content in the sample. This method is applicable to the microwave-assisted acid
extraction/dissolution* of sediments, sludges, soils, and oils for the following elements:
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ANEXO N° 04
METODO 6020B
EPA

(Agencia de Proteccién ambiental — Estados unidos)

METHOD 60208

INDUCTIVELY COUPLED PLASMA—MASS SPECTROMETRY

SW-846 is not intended to be an analytical training manual. Therefore, method
procedures are written based on the assumption that they will be performed by analysts who are
formally trained in at least the basic principles of chemical analysis and in the use of the subject
technology.

In addition, SW-846 methods, with the exception of required method use for the analysis
of method-defined parameters, are intended to be guidance methods which contain general
information on how to perform an analytical procedure or technique which a laboratory can use
as a basic starting point for generating its own detailed standard operating procedure (SOP),
either for its own general use or for a specific project application. The performance data
included in this method are for guidance purposes only, and are not intended to be and must not
be used as absolute quality control (QC) acceptance criteria for purposes of laboratory
accreditation.

1.0 SCOPE AND APPLICATION

11 Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) is applicable to the
determination of sub-pg/L concentrations of a large number of elements in water samples and in
waste extracts or digests (Refs. 1 and 2). When dissolved constituents are required, samples
must be filtered and acid-preserved prior to analysis. No digestion is required prior to analysis
for dissolved elements in water samples. Acid digestion prior to filtration and analysis is
required for groundwater, aqueous samples, industrial wastes, soils, sludges, sediments, and
other solid wastes for which total (acid-leachable) elements are required. The analyst should
insure that a sample digestion method is chosen that is appropriate for each analyte and the
intended use of the data. Refer to Chapter Three for the appropriate digestion procedures.

1.2  ICP-MS has been applied to the determination of over 60 elements in various
matrices. Analytes for which the acceptability of Method 6020 has been demonstrated through
multi-laboratory testing on solid and aqueous wastes are listed below.
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APENDICE A
INFORMES DE ENSAYO

A.1. MUESTRA INICIAL (HUMEDAD — MATERIA ORGANICA)

INFORME DE ENSAYO
VE1800066 Pagina 1 de 2

("o A

Analisis solicitado por: SGS DEL PERU SA.C.

Direcdon: Av. Elmer Faucett 3348

Solicitud de Ensayo: Estudio Plomo

Producto descrito como: Cantidad Muestras: 1

Fecha de Recepcion: 14-01-2018
Procedencia: Fecha de Ensayo: 14-01-2018
Fecha de Emision: 14-01-2018

Recepcion de Muestra:

Matriz:
X J
4 3\

Analisis Método

Materia organica Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, item 7.1.7 AS 07, 2000, Determinacicn de Materia Organica

Humedad Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, item 7.1,5 AS+05, 2000, Humedad
\, J

INFORME DE ENSAYO
VE1800066 Pagina 2 de 2
Identficacion de Muestra LD
Humedad (%) 0.1 18.6
Matera ceganica (%) ot 15

86
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A.2. MUESTRA INICIAL (CONCENTRACION PLOMO)

INFORME DE ENSAYO
VE1700236

Pagina 1 de 5

Analisis solicitado por:
Direccidn:
Solicitud de Ensayn:

Productn descrito como:

Procedenda:

Recepdon de Muestra:
Matriz:

2GS DEL PERU 5.A.C.
Av. Blmer Faucett 3348

Cantidad Muestras:

Fecha de Recepdion:

Fecha de Ensayo:
Fecha de Emision:

1

26-02-2017
26-02-2017
26/08/2017

Y

Analisis
Metales

Método

EPA 3051A:2007. Microware Assisted Arid Digestion of Sediments, Sludges, Soils and Cils/EPA 602004 2007 Inductively

Coupled Plasma-Mass Spectrometry.

s
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INFORME DE ENSAYO
VE1700236 Pagina 2 de 5

Metales

Identificacidn de Muestra LD

Cobre (malkg) 0357 49.026
Aluminio (ma/kg) 2.701 14,618.933
Antimonic (mg/kg) 0041 3592
Arsérico (mafkg) 0.897 23889
“Bario (ma/kg) 0138 31377
“Besilio (ma/xq) 0.05% 0373
Bismwuto (mg/kg) 0.032 0.703
“Boro (ma/ka) 5399 11924
Cadmio (mg/kg) 0.045 2.342
Calcio (mafkg) 65.382 7,179.333
Circonio (ma/kg) 0045 0.937
Cobelte (mg/xg) 0.04 10212
Cromo (markg) 0314 23669
Escandio (ma/kg) 0.099 4387
Estaho (ma/xg) 0.295 1225
Estroncio (Ma/kg) 0258 31742
Fosfora (ma/ko) 4753 826.528
Hierro (mg/%g) 5201 33.164.047
Lantano (mg/kg) 0.032 9.506
Magnesio (ma/kg) 5.509 9,453.479
Manganeso (ma/kg) 0.202 321.967
Mercurio (mgrkg) 0.082 0.093
Molibdeno (ma/kg) 0.057 1.970
Niguel (ma/kg) 0155 14.019
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Metales
Plata (mg/kg) 0.064 1533
Plomo (mg/kq) 0.109 31.163
Potasio (mgrkg) 135 2394733
Selenio (mg/kg) 1132 <1132
Sodia (mgfkg) 7579 9,744.905
Talio (ma/kg) 0.029 0326
[ Therio (mg/kg) 0.035 4515
Titanio (ma/kg) 0.079 1412811
Urano (ma/kg) 0.032 1.036
Vanadio (ma/kg) 1.488 70380
Wallramio (ma/kg) 0.072 0.408
Yirio (mg/kg) 0.03 8.015
Zine (ma/kg) 0.607 259.944

INFORME DE ENSAYO

VE1700236

Pagina 3 de 5



APENDICE B
RESULTADOS DE ENSAYOS.

APENDICE B.1. RESULTADOS 05 DIAS DE INCUBACION:

- 100 ppm: B4.1; B4.2
- 1000 ppm: B2.1; B2.2
- 10000 ppm: B6.1; B6.2

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

INACAL
mulw

Ragietrn KLY - 002

Pagina 1 de 10

Analisis solicitado por:
Direcdon:
Solicitud de Ensayo:

Procedencia:

Recepcion de Muestra:
Matriz:

N

Producto descrito como:

SGS DEL PERU S.A.C.

Av. Elmer Faucett 3348

Estudio Plomo

SUELOS Cantidad Muestras:
Fecha de Recepcion:
Fecha de Ensayo:
Fecha de Emision:

19

08-04-2017
08-04-2017
26/08/2017

\

Analisis
Metales

Método

EPA 3051A:2007. Microware Assisted Acid Dagsbon of Sediments, Sludges,Saoils and Qils/EPA 6020A:2007

.Inductively Coupled Plasma-Mass

/N

06
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

INACAL
((r DA_Pert

Pagiern HOLE - 002

Pagina 2 de 10

Metales
BLANCO Bl 1 81.2 Bz 1 822

Identificacidn de Muestra EE

Cobwe (ma/kg) 0357 6.665 6.080 6.970 6.751 6.691
Aluminio (ma/kg) 2701 1,878.680 1,708.435 1.861.825 1,903.728 1,770.804
TAntenonic (mg/kg) 0.041 0.195 0.180 0.219 0.183 0.184
Arsérico (mafeg) 0.857 1571 1.966 2283 2.009 1822
Bario (malkg) 0.138 10.021 9.282 9140 9.306 9151
Besilio (mafxg) 0054 <0.05% <0.054 <0054 <0.054 <0.054
Bismato (mg/kg) 0.032 0.050 0.043 0.041 0.045 0.044
Boro (ma/kg) 5.399 <5399 <5.399 <5399 <5.399 <5.399
Cadmio (mg/ka) 0.045 0.113 0.104 0.112 0.108 0.109
Caidio (mafg) 65382 907.737 823.091 909.263 °03.548 901.954
Girconio (ma/kg) 004 0.088 0.087 0.088 0.078 0.070
Cobelto (mg/xg) 004 1252 1.087 1255 1339 1201
Croma (mafkg) 0313 2805 2923 2824 2505 2623
Escandio (ma/kg) 0.093 - - — — =
Estahio (markg) 0295 <0295 <0.295 <0.295 <0.295 <0295
Estroncio (ma/xg) 0258 9515 8353 B8.893 8672 8978
Fosforo (maska) 3753 135562 123095 131.955 143163 139381
Hierro (mg/g) 9201 3,610.074 3,717.137 3,857277 3,663.701 3,378.930
Lantano (ma/kg) 0.032 0.585 0.830 0.500 0.947 0.897
Magnesia (ma/ko) 5.509 B65.926 798843 898.609 910.283 876.558
Manganeso (ma/kg) 0.202 50.033 43231 47.0499 29761 46.317
“Mercurio (ma/kg) 0082 <0.082 <0.082 <0.082 <0.082 <0.082
Molibdeno (mafkg) 0.057 0.209 0.244 0.433 0.236 0243
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION <r it
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 i
Ragaero N'LE - 002
Provisional : VE1700431
Pagina 3 de 10
Metales p .
BLANCO BL.1 B1.2 l B2.1 82.2 J
hiiguel (ma/kg) 0.156 1451 1.388 1463 1.508 1.498
Plata (mg/kg) 0.084 0320 0.582 0.397 0.585 0.330
[Plcmo (ma/kg) 0109 2931 S214 SE11 ;[ 35.806 35439 |
Potasio (mg/ka) 35 222.360 226.045 228.975 238.981 237.375
Sedenia (mg/kg) 1132 <1132 <1132 <1132 <1132 <1132
Sodia (mgfkg) 7.579 85.085 88.033 95.597 96.122 95.134
Talio (mafkg) 0.029 <0.029 <0.028 <0.029 <0.02% <0.029
There (mgikg) 0.035 0.580 0.863 1.020 0.943 0.749
Titanio (mafkg) 0.079 105.759 105.829 105.351 102717 108583
Uranio (ma/kg) 0.032 0.149 0.125 0.153 0.139 0.135
Vanadio (mafkg) 1488 12.791 15.161 14.506 14062 | 12,614
Wellramio (ma/kg) 0072 | <0072 <0072 <0072 <0072 <0.072
Vi (maihs) Tom - - - - -
Zine (mgikg) 0.607 11.39 10.055 11.150 10926 10.389
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

mcte Sn Senape

& =

Ragutsn NULE - 002

Pagina 4 de 10

Metales p .

83.1 832 l B4t B2 ] 851
Boro (mg/ka) 5399 <5393 <5399 <5399 <5.399 <5393
Cadmioc (ma/ka) 0045 0129 0.120 0109 0.110 0.112
Caicic (mafkg) 65382 1,176378 1,047.081 945372 877.945 953827
Greorso (malkg) 0.056 0.120 0.072 0.067 0.064 0.062
Cobelto (mg/=a) 0.0% 1291 1.208 1223 1.325 1355
Cromo (malkg) 0314 2368 2.429 2518 3323 2.843
Escandio (malkg) 0099 ~ — — - -
Estafio (ma/g) 0295 <0295 <0295 <0.295 <0.295 <0295
Estroncio (mg/ka) 0258 10.000 8.559 9243 8551 9516
Fosforo (ma/ka) 4.759 185.687 164.692 138772 137461 150.263
“Hierro (mg/eg) 9201 3,509.097 2,977.6%4 3,567 387 3,609.218 3,839.742
“Lantana (mglka) 0032 1.009 ‘a.817 0312 0.949 0996
Magnesio (mg/kg) 5.509 S17.516 754.984 923765 B876.208 939.127
Manganeso (malkg) 0202 50.730 23.003 47.977 45935 48.685
Mercurio (mg/kg) o082 <o.082 <0.082 <0082 <0.082 <o.082
Molibdeno (mg/kg) 0.057 0278 0.149 0241 0.238 0257
Niguel (malkg) 0156 1764 1324 1455 1.756 1565
Plata (ma/kg) 0.084 0.196 0.148 0442 0.341 0398
Plomo (mo/xg) 0.109 337.699 292 976 > 'l 6.043 6.089 ‘| 40301
Potasio (Mo/kg) i35 275745 227240 227697 235093 256219
Selenio (malkg) 1132 <1132 <1.132 l <1132 <1.132 <1.132
Sodio (ma/kg) 7.579 114.208 112.096 103.026 93511 95215
Talio (ma/kg) 0.029 <0.029 <0.029 <0.029 <0.029 <0.029
Thocio (mg/xg) 0.035 2495 1.4498 0.816 0.915 0.560
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

INACAL
<(c=_- R

Regetsn N'LE - 002

Pagina 5 de 10

Metales

83.1 B32 B4.1 B2 B5.1
Titanio (ma/kg) 0.079 127.505 105.101 102.483 113895 107.79%
Uranio (ma/kg) 0.032 0.149 0.114 0.263 0.149 0217
Vanadio (ma/kg) 1 488 13.916 10.769 13.369 13352 14.296
Wolframio (ma/kg) 0.072 <0.072 <0.072 <0.072 <0.072 <D.072
Yirio (mg/kg) 003 = = = = -
Zinc (maika) 0.607 12.725 13453 10.551 10708 11.019

BS2 B6.1 B6.2 B7.1 87.2
Identificacidn de Muestra Lo
Cobre (malkg) 0357 6357 6.765 | 6228 6.680 7038
Auminio (mg/kg) 2.701 1,751223 1,635.203 | 1,660.066 1,741,187 1,939.857
Antimonio (ma/kg) 0.0%1 0.207 0.250 0.172 0.183 0.189
Arsérico (mafxg) 0.897 1791 2274 2578 1819 2077
Bario (ma/kg) 0138 9.018 9.381 S.012 8.659 9370
Berilio (mafxg) 0054 <D.05% <0.0549 <D.054 <=0.054 <0.054
“Bisreto (mglkg) 0032 0.033 <0.032 <0.032 0.039 D.044
Boro (mg/kg) 5.393 <5393 <5.399 <5.399 <5.399 <5393
Cadmio (mg/kg) 0.045 0.113 0.108 | 0.1056 0.101 0.121
Calcio (mafxg) 65382 $21.890 1,063.219 | 954.306 955515 942.745
Greorso (ma/kag) 0.046 0.053 0.052 ] 0.061 0.052 0.061
Cobalto (mgfkg) 0.0% 1235 1.033 1.077 1.188 1464
Croma (malkg) 0315 2575 2.671 2579 2.538 3.107
Escandio (malkg) ©.099 - — - - —
Estanio (mafxg) 0255 <0295 <0.295 <0295 <0.295 <0295




LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION (r e e e
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Regiero NULE - 002

Provisional : VE1700431
Pagina 6 de 10

G6

Metales

852 l B6.1 6.2 ] B7.1 ‘ 87.2
Estroncio (ma/kg) 0.258 I 8.480 9.039 | 2.005 8.315 | Q597
Fosfora (markg) a7sa | 139.106 167.230 | 149.157 153,164 i 133820
Hierro (ma/xg) s1 | 3,271.297 3.382.534 3,137.411 3,466.544 | 3,996.729
Lantano (ma/kg) 003z | 0935 0.938 0.899 0.953 | 0.962
Magnesio (ma/kg) 5509 | S14.082 751.016 i 760.726 845353 i 972.997
Manganeso (malkg) 0202 | 43.805 43325 | 42819 45907 I 51.774
Mercunio (Markg) oosz | <o.082 <0.0a2 | <0.082 <o0.082 i <0.082
Molibdeno (ma/kg) 0057 | 0.272 0.264 ] 0.114 0.1%8 | 0.241
Niguel (ma/kg) 0.156 1555 1.525 | 1385 1.330 | 1.733
Plata (mg/kg) 0.084 0.600 0.789 v 0.295 0.464 | 0.409
“Plomo (ma/ka) J- T 37457 ;{ 293762 T 292,718 I sai4 | 5022
ot (moig) s 336,536 =868 | 35155 = 530,063 | 340345
Selenio (mg/kg) 1132 <1132 <1132 | <1.132 <1132 | <1132
Sodio (mg/kg) 7.579 i 99.470 103.297 | S4.305 92.729 | 55.988
Talio (ma/kg) 0.029 l <0.022 <0.02% | <0.029 <0.02% I <0.029
Thorio (ma/kg) 0.035 1481 3381 | 1611 0.644 | 0.898
Titanio (maq/kg) 0.073 105.886 118.261 | 105.958 107.553 I 99.203
Uranio (ma/kg) 0032 | 0.605 0.200 | 0.110 0.145 | 0.163
Vanadso (mg/ka) 1.488 I 12.438 13.4597 I 12.281 13520 I 15.347
Wollramio (ma/kg) 0.072 =0.072 <0.072 | <0.072 <0.072 | <0.072
Ytrio (mg/kg) 0.03 = - | - - i -
Zinc (mg/ka) 0.607 10.164 11326 | 12,695 9.980 | 11.045
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POREL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

= o

 rrne— e

Registeo NULE - 002

Pagina 7 de 10

Metales
88.1 B8 2 89.1 B892

Identificacién de Muestra ol

Cobre (ma/kg) 0357 6.434 6.585 l 6.830 6.492
Aluminio (ma/kg) 2701 1,731.904 1,782.585 I 1,702.559 1,603.888
Antimonio (ma/ka) 0.041 0.163 0.185 | 0223 0.189
Arsérico (mafkg) 0.897 1811 1.639 ] 2054 2717
Bario (ma/kg) 0.138 8.759 10156 | 9314 8.308
Serilio (ma/xg) 0.054 <0.054 <0.054 | <0.054 <0.054
Bismuto (mag/kag) 0032 0.037 0.038 <0.032 0.041
Boro (ma/ka) 5393 <5.399 <5.39% <5.393 <5.399
Cadmio (mg/kg) 0.045 0.102 0.106 0.116 0.143
Caicio (mafkg) 65382 1 B59. 482 854,583 | 1,052.121 1,010.345
Gircoro (malka) 0.0%6 0.055 0.057 | 0.079 0.056
Cobalto (mg/xg) 004 1221 1.180 1293 1016
Cromo (ma/kg) 0315 2533 2.408 2629 2333
Escandio (malkg) 0.093 - - - -
Estafio (mafxg) 0.295 <0.295 <0.295 ' <0295 <0.295
Estroncio (ma/ka) 0258 8576 8.478 10.046 9.043
‘Fosforo (ma/kg) 4758 = 131572 137.631 167.907 158152 M
Hierro (mg/xg) 9201 ] 3,585.270 3,458.430 3,443.062 3,000.137
Lantano (ma/ka) 0032 | 0.893 1.098 0.553 0.867
Magnesio (ma/ko) 5.509 850.706 894.006 849.677 779830
Mangan=so (ma/kg) 0202 44.731 45299 | 43671 42551
Mercurio (mg/kg) 0.082 <0.082 <0.082 | <0.082 <0.082
Molibdeno (malkg) 0.057 0216 0.252 | 0.293 0.130




ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION DA - Pert

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL C INACAL
C DA Pt
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

L6

Regtro N°LE - (402
Provisional : VE1700431
Pagina 8 de 10
Metales
88.1 B8.2 B9.1 B92
Niguel (mafkg) 0.156 1.349 1.328 ' 1591 1.343
Plata (mag/ka) 0.084 0392 0.431 0.439 0.451
Plomo (mafkq) 0.109 32.840 35.750 332.099 278.833
Potasio (mg/ka) 135 ' 225.769 235.066 250.902 240.381
Selenio (ma/ka) 1132 <1.132 <1132 <1.132 <1132
Sodia (mg/kg) 7.579 91.987 92334 50.617 81.109
Talio (mafkg) 0029 | <0.029 <0.028 <0.029 <0.028
Therio (mg/ka) 0.035 0.747 0.693 - 1.520 1.005
Titanio (ma/kg) 0.07 103.488 103.104 120.691 102.483
‘Uranio (markg) 0032 | 0.128 0131 | 0.149 0.121
Vanadio (ma/kg) 1488 | 14.258 13.051 | 12419 ' 11.478
Welframio (ma/kg) 0072 | <0.072 <0.072 1 <0.072 | <0.072
Vi (mafhg) o | = : = = =
“Zine (magikg) 0607 10.141 10.605 . 13.010 15422
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION «r Dot i

INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Provisional : VE1700431

Control de Calidad

Mg NLE 2D

Pagina 9 de 10

Ml.ha:!m
MMEd!W del patrén de proceso.

MS % Recovery: Pc = de recsp 300 de I e adiconads
mmmmmmhmgumm
Dup %RPD: D 2 al Redativa entre los duplcados ded pr

Mortebors

Miétodo : EPA S051A:2007. Microwars Assisted Acld Digestion of Sadimenta, Skudges, Solils and
OfaEPA 802042007 .Indsctively Coupled Piaama-Mass Spectrometry.

Parametro Umidtad LD DUF ScRFD
- mgfg |

Alumminio mgfkg | 270t O - ™%
Arsérico mgfeg = 0897 2i%
Bano ‘mgfkg | 0138 0- 3%
Berito mares a0 o%
Etsmeeo gy 0032 o5
Caildo g/l 5382 0-5%
Cadi mphy § OO® | O-@%:
Cromo =g a3:a 189%:
[Ockaite gty | oo | 15%
Cobre mgfeg | 0357 0 - 5%
Hierro mgfig | 9201 | 0-3%
Mercurio gl ooz o5
Fotasio mglg 13500 0-5%
Magnedio gleg 5509 15%:

o mglkg o202 0 - &%
Molbdeno mgfky @ 0057 21 - 64%
Sodo ma/fg 7575 15 - 18%
 Nigaeh | =ghp | oiss |} 0
Flomo mgleg 0105 | 0 - 5%
Fos‘oro ] arss | o- 9%
Antsmonio mg g 0041 0 - 6%

E mglhg 1132 o
Estroncio gty azsa 0 - %
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION ((c_— DA-Peri
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002 -

Raglstro N'LE - 002
Provisional : VE1700431

Pagina 10 de 10
Thorio mg/kg | 0.035 33 - 45%
Titanio | mg/kg | 0.079 0-7%
Talio ma/kg | 0.029 0%
Uranio ma/kg | 0.032 31%
Vanadio | mg/kg | 1488 0-6%
Wolframio mg/kg | 0.072 0%
Zinc ma/kg | 0.607 0-8%
Circonio ma/kg | 0.046 23-30%




APENDICE B.2. RESULTADOS 15 DIAS DE INCUBACION:
- 100 ppm: A2C1, A2C1.2

- 1000 ppm: A2C2, A2C2.2

- 10000 ppm: A2C3, A2C3.2

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

E =)

N

R&ghmH'Ll: - 002
INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL
VE1700931 Pagina 1 de 8
-
Analisis solicitado por: 5GS DEL PERU S.A.C.
Direccion: Av. Elmer Faucett 3348
Solicitud de Ensayo: Estudio Plomo
Producto descrito comao: Cantidad Muestras: 19
Fecha de Recepcion: 09-07-2017
Procedencia: Fecha de Ensayo: 09-07-2017
Fecha de Emision: 26/08/2017
Recepcion de Muestra:
Matriz:
e
f— rgs w -
Analisis Método
Metales EPA 3051A:2007. Microware Assisted Acid Digestion of Sediments, Sludges,Soils and Qils/EPA 60204A: 2007
\_ Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry.

N

00T



TOT

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL

e

Paglonre NLE - 002

VE1700931 Pagina 2 de 8
Metales
LS Alct AlC12 AlCe A3

Identificacion de Muestra Lo

Cobwe (ma/hg) 0.3%7 4054 456 3065 sa19 £319
" Alsminio (malkg) 201 1,081,901 1,048 285 1312877 | n2zivess 1.3a1.020
Antirmonic (molha) To.081 | ~0.041 T <0.041 T 0.047 0.128 m 0.072
Arsénico (mo/kg) o7 1A17 1.644 1.266 2015 1.887
Baro (ma/kg) o.138 €206 5951 5660 e 7.748
Bevilio (ma/kg) 0.054 ~0.054 «0.054 «0.054 ~0.054 «0.054
Merwto (mg/fkg) 0.022 -~ 0.032 «0.032 «0.032 «0.032 «0.022
Boro (malhg) 5 399 <539 <5395 <539 539 <839
Cadmio (mo/hg) 0.045 0.074 0.0659 0.070 o102 0.100
Calcio (ma/kg) 65.382 532.922 $10.022 S14.155% 75976 45200
Cwcone  (mofkg) 0.046 0132 o.1112 0.100 0.103 0.106
Cobuhto (ma/vg) 0.04 0.867 0.857 0761 1175 0.957
Cromo (moa/ka) 0314 1.613 1,879 1.730 2.455 2333
Escandio (malkg) 0.0%9 0.407 443 0,403 0.46a o.487
Extafio (ma/ka) o298 <029s <0.29% P <029% <0298
| Estroncio (malkg) 0.258 6.381 6.161 S5.840 7475 8329
Fosforo (mo/kg) 4.759 79.319 84.705 ©5.282 105.774 106.167
Misrro (ma/kg) *.201 2.023.2%% 2179276 1881 676 2836510 2.%41.302
Lantenc (malkg) 0.032 0547 0.565 0.523 o612 0.630
CUnio (malkg) £l «9.000 * «5.000 * «9.000 * «9.000 * «S.000 *
Magnesio (ma/ke) 5.509 450.00% 433.064 369.0%0 594646 549,793
Mungeneso (malkg) 0.202 31.704 29082 2% 066 37320 34,809
Mercurie (malkg) o.082 <0.082 «0.082 ~0.082 ~0.082 «0.082

(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencidn
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Interno : VE1700931

INACAL
(C:" s
Acrodieso

Regeeso NLE - 0O

Pagina 3 de 8

Metales e »
8K Alci AICLI2 Alcz AlC22

T Plata (malkg) 0.084 <D.084 0.133 <0084 <0.084 <0.0B4
Ploma  (mg/kg) 0.109 1842 2.466 2043 18411 15540
Potassa (malkg) 135 Iis611 103041 86128 150.670 131852
Selerso (malkg) 1132 <1.132 <1132 <1132 <1132 <1132

 Sedia (mafkg) T 7s7e | 50.202 I8 43.385 &3.204 S3.618 65.278
Talic (mg/xg) ~ 0.029 ‘<0029 | <0.029 <0029 <0.029 <0.029

 Thario (ma/kg) © 0ma3s 0563 | 0.794 0577 0.299 1.255
Titanio (mafkg) oa7e | 45 065 | 23670 39.289 S7.718 56.062
Uranio (mafkg) a.a3z D0.082 0.169 c.065 0.070 0257
Vanadio (ma/kg) 1488 8829 | 2.335 9.83: 12 826 10308
Violframio (mafg) 0072 <0072 <0.072 <0072 <0.072 <0072

C Yrio {malkg) T oa3 0573 | 0.537 0.554 0.607 0.646

 Zinc (ma/kg) T 0607 6973 | 6.274 4.863 11.084 5944 B

ALCS AIC32 a2C1 aZC12 a2c2
1dentficacion de Muestra .

" Cobre (malkg) 0357 | 4833 5683 5677 5663 6053

T Aluminio {malkg) T 2701 1,149,153 1,172.113 1,225.237 1,337.836 1.381.348

Artimorso (malkg) 0.041 0.08S 0.056 0.145 <0.041 <0041
Arsénico (mgleg) 0.857 1.708 1.822 1.602 1853 2393

| Bario (mafkg) 0.138 7.257 | 7.495 6.702 7.628 B.A4l8
Berilia (ma/kg) 0.054 <0054 <0.054 <0054 <0.054 <D.054
Bismuto (ma/kg) a.a32 <0032 <0.032 <p03z <0.032 <0032

' Boro (malkg) T 5399 | <5399 | <5399 <5399 <s5.399 <5399

Cadmio (maikg) 0045 | 0035 0.087 0081 D0.038 0116 ]

T Caldio (ma/kg) 65382 571754 607 398 594 543 °63.628 714225

(*) Los d indicad no han sido acreditados por el INACAL-DA, para la matriz en menciéon.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Intermo : VE1700931

INACAL

DA - Peril
Laborcocic éo Zamys

Regutro NLE - 002

Pagina 4 de 8

Metales p N ¢
ACS G2 lAZCl AZC12 J l

Circonio (ma/kg) 0046 0.057 0173 0146 0.176

Cobalto (mg/kg) 004 0931 D911 1059 D.936

Cromo (ma/kg) o314 2133 1.994 1851 Z.192

Escandio (mao/xg) a.ase 04364 0.734 0576 D.653

Estaio (maikg) 0295 <0295 <0295 <0255 <0295

Estronco (ma/kg) o258 5868 7552 7439 6.979

Fasforo (maikg) 4759 100481 B3.814 93743 103.865

Hiero (ma/kg) 9201 2,384.952 2,499.449 2,365.555 2324374

Lantano (ma/kg) a3z 0619 0.618 0617 0.652

Litio (mg/ka) 9 <so0 = <90 = <50 = <30 =

Magnesio (ma/kg) 5509 420618 497262 466.666 629,902

Manganesa (mafxa) azo0z 30524 34.155 33694 40910

Mercurio (ma/kg) a.082 <0082 <0.082 <0082 <0.082

Mokbdeno (mafkq) a.as57 0330 0.206 0174 D.162

Mequed (mafkg) a.156 1221 0.954 1159 1.857

Flata (ma/kg) . a.084 <0084 <0.084 p <0084 <0.064

_Plomo (maika) j a-100 Foroe FE S Tr—— l 3130 3712

Potasio (ma/kg) 135 121363 123718 135073 137.641 168347
Selerio (ma/kg) 1132 <1132 <1132 <1132 <1132 <1.132
Sodo (malkg) 7579 59.976 56.6496 64.092 62.299 75.047
Talio (mg/xq) Q.02 <0.029 <0.029 <0029 <0.029 <0029
Thorio (ma/kg) aass 035256 1.722 1170 D.687 0471
Titanio (mao/xg) aa79 50335 S3.037 S4.844 56587 57291
Uranio (mafxg) a3z 0054 0.112 0170 D.106 0.10%
Vanadio (ma/kg) 14388 12310 10.652 5746 B.671 BA53
Wiollramio (mafkg) aa7z <0072 <0.072 <Da7z <0072 <0a72

(*) Los métodos Indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA, para [a matriz en mencién.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Interno : VE1700931

ACAL
— Pwsii

52

(r i N

|

Regitso NLE - 002

Pagina S de 8

Metales
ACS S22 A2C1 ASCI2 A2C2
Yo (malkg) o0a3 0655 D.608 0621 0.653 0671
Zinc (mal/kg) a.607 9550 7.468 7672 B.131 10.804
AZC22 2 AZC32 ASC1 ASC12

I1dentificacion de Muestra LD,

Cobre (ma/kg) a357 6684 6.022 5,104 +.806 5084
Aluminio (ma/kg) 2701 1,405.430 1347313 1,335.879 1,175.664 1,129.z86
Artimonso (ma/kg) o041 0052 <D.041 0a7rs 0.103 0.17s
Arsénico (Mglkg) Q897 2,143 2.258 1.6490 1.508 1747
Bario (mafkg) a_13s8 7591 7.837 7274 6.520 5681
Berilia (mg/ka) 0054 <D.a54 <D.054 <DOs+ <0054 <0.054
Bismuto (mar/kg) aa3z <DQa32 <D.032 <0Qa3z <0.032 <0Da3z
Boro (maskg) 5359 <5359 <5399 <5359 <5399 <5359
Cadmio (ma/kg) 0045 0.107 0.112 0.086 0.074 0.081
CalcGo (mo/kg) 65382 710427 636 208 S8z 394 525.395 701518
Circonio (ma/kg) a.g46 0129 D.133 0176 0.115 D085
Cobalta (mga/kg) 0049 1054 1015 1054 0.856 0908
Cromo (ma/kg) a314 2081 1.756 2011 2018 23531
“Escandio (markg) a.ase 0577 D526 0328 0.510 0355
—

Estaio (mglkg) a2ss <0255 <0.295 <0255 <D295 <0255
Estronco (ma/kg) a=2s58 B3a24% 7.400 7482 6.476 6667
Fasforo (ma/kg) 43759 114713 110377 87.701 B5.417 97.645
Hiera (ma/kg) 9201 2,453 384 2223176 2,482.302 2,339.160 2,6838.659
Lantano {ma/kg) a.a3z 0719 D.679 =T 0.597 0552
Litio (mg/kg) ) <S50 = <39.0 = <50 = <90 = <sa =
Magnesio (ma/kg) 5509 556.508 624222 636.297 494532 485.065

(*) Los métod

Indi

A

no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencién.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Ragetrs NLE - 002

Intermno : VE1700931
Pagina 6 de 8

Metales
[ AZC22 ] [ o] A2C32 ] ASC1 A3C12
Manganeso (markg) a=202 392k 20836 1732 31.490 30183
Mercuno (malkg) Q082 <o_cfz <0.082 <0082 <0.082 <0082
Moibdeno (ma/xg) aa57 0.1 0.116 0154 0.150 0143
Tequel (marka) a.156 iayo 1.320 1507 1.248 i19s
Plata (ma/kg) a.084 = <0.084 y <0084 =0.084 0.132
Plomo (mo/kg) I 0100 27.019 215655 182 061 2256 3519
PotE=n (ARG ) 135 _’|—nrrrv I__H TS5-99s mozie icasie 134527
Selerio (Ma’kg) 1132 <1132 <1132 <1132 <1132 <1132
Sodio (maikg) 7579 81987 65.182 62112 43937 S6.382
Talio (mg/xg) a.a29 <0029 <0.029 <o.a29 <0029 <0029
Thorio (ma/kg) a.a3s 0735 0.592 1430 0.s85 03291
Titanio (ma=q) a.a7e 66512 37.172 S6.024 S3.550 S7.173
Uranic (ma/xq) a.as3z 0129 D0.120 0071 D.076 079
Vanadio (ma/kg) 1488 10.092 B.551 9113 9856 12343
Violframio (mao/g) a.a7z <0072 <0.072 <0072 <0.072 <0072
Yoo (ma/kg) oas 0668 D.662 D61s 0573 0S84
Zinc (ma/ko) a607 i0A4sa 11783 7858 7037 8237
a2 S22 33 ASC32
1dentificacion de Muestra LD.
Cobee (ma/kg) o357 5622 s 241 5844 4837
Aluminis (malkg) 2701 1,055674 1,278.787 1,300.401 1,026.765
Artimorsa (ma/kg) aoa1 <0041 D.081 0193 0.204
ArsEnico (mgieq) Q897 1832 2149 2424 1.507
Bario (ma/xq) a.138 6701 6.887 6833 6.002
Berilio (mg/kg) a.as54 <0054 <0.054 <0as+ <0.054

(*) Los métodos Indicados no han sido acreditados por el INACAL-DA, para la matriz en mendoén.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Intermo : VE1700931

Metales
A3C2 S22 ASCS A2
Bisruto (ma/kg) Qa3z <0032 <0.032 <0.032 <0.032
Boro (ma/kg) 5359 <5399 <5399 <5399 <5399
Cadmeo (maikg) a.0as 0116 0.096 o110 D.0a3
Calicio (ma/kg) 65382 S73.588 510.156 757314 489 484
Circonio (ma/kg) 0.046 0131 0.097 0093 0.130
Cobalto (mg/kg) 004 0859 0.910 0958 0.836
Cromo (mafkg) o314 1373 2244 2357 2215
“Escandio (markg) a.ase 0433 0.400 0516 0.620
Estano (ma/kg) azss <D255 <0.295 <0255 <D.295
" Estronco (maikg) a2s8 6766 6.524 9156 s917
Fosforo (ma/kg) 43759 99576 B0.653 180445 B3.617
Hierro (ma/kg) 9201 1,774.887 2,438.115 2,693.144 2,563.673
Lantano (ma/kg) 0a3z D634 D.630 0631 D608
Litia (ma/kg) E] <90 = <390 = <%0 = <30 =
Magnesio (markg) 5509 455.024 533952 S82.913 424771
{marg) o202 351356 33215 37,560 Z8.273
Mercuno (ma/kg) o082z <0.082 <0.082 <0082 <D.082
Mokbdeno (mo/xg) aas7 o108 D.185 014z 0.227
Mequed (ma/ka) a.156 1,167 1490 1254 1,307
Plata (ma/kg) a.o84 0274 <D.084 0276 0.225
Plomo (mg/ka) a.109 20.582 20.397 144267 135.508
Potasio (maikg) i35 121335 101648 142820 i0s.a3s
Selerio (ma/kg) 1,132 <1132 <1132 <1132 <1132
Sedio (ma/kg) 7579 45882 63.823 92100 43,604
Talic (mg/eg) a.a29 <0.a29 <0.029 <0.a29 <D.029
Tharia (ma/kg) aa3s 1286 D.348 0403 1332

Indi

A

(*) Los métod

no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencién.

Pagina 7 de 8
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Interno : VE1700931

E =)

Ragatro N°LE - 002

Pagina 8 de 8

Metales

802 [ X o] 8BS ABG.2
Titanio (ma/kg) 0.079 41 487 43.458 61.275 53.356
Uranio (mafka) 0.032 0.1%6 0.075 0.089 0.096
Vanadio (ma/kg) 1.488 7.113 10.185 10.582 12.152
Wollramio (ma/xq) 0.072 <0072 <0.072 <0072 <0.072
Yirio (ma/kg) 0.03 0634 0.593 0612 0.617
"Zine (ma/ka) 0.607 9.150 9.338 11.808 7.289




80T

APENDICE B.3. RESULTADOS 35 DIAS DE INCUBACION:
- 100 ppm: A3C1; A3C1.2
- 1000 ppm: A3C2; A3C2.2
- 10000 ppm: A3C3; A3C3.2
LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION «‘—_ o -
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Ragnre NLE - 000
INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL
VE1700931 Pagina 1 de 8
- N
Andlisis solicitado por: SGS DEL PERU S.AC.
Direccion: Av. Elmer Faucett 3348
Solicitud de Ensayo: Estudio Plomo
Producto descrito como: Cantidad Muestras: 19
Fecha de Recepcion: 09-07-2017
Procedencia: Fecha de Ensayo: 09-07-2017
Fecha de Emision: 26/08/2017
Recepcion de Muestra:
Matriz:
. P,
[ Analisis Método
Matahes EPA 3051A:2007. Microware Assisted Acid Digestion of Sediments, Sludges,Soits and Oils/EPA 6020A:2007
ks JInductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry,




ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

A B

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL @ INACAL
—

Poghonre WOLE - 002

INFORME DE ENSAYO CON VALOR OFICIAL

60T

VE1700931 Pagina 2 de 8
Metales
L Alcy AlC12 AlCe AlC22
Identificacion de Muestra LO.
Cobee (mglhg) 0.387 4054 45 3065 819 5319
" Ahsminio (malkg) 2701 1,081,901 1,048 285 1312877 | nizvess 1331020
Antsmonmo  (mo/ha) 0.081 «0.041 «0.041 0.047 0.128 0.072
Arsdnico (mo/kg) 0897 1TA17 1.644 1.266 2015 1.887
| Bano (ma/kg) o.138 ©.206 951 5660 =T 7.748
Beriio (ma/kg) 0.054 ~0.054 «0.054 «0.054 ~0.054 «0.054
Blenuto (ma/kg) 0.032 «~0.032 «0.032 <0033 <0032 <0.022
Boro (malka) $.399 <5399 <5395 <539 5395 <5395
Cademio (mo/hg) 0.045 0.074 0.069 0.070 o.102 0.100
Calcio (maikg) 65.382 532.922 $10.022 S14.155% 675976 45200
Cwcone  (malkg) 0.046 0132 CXTE 0.100 0.103 0.106
Cobeitc (ma/kg) 004 0.867 0857 0761 1178 0.937
Cromo (mo/ha) | o.31e 1.613 1879 1.730 B 2495 2333
Escandio (malkg) 0.099 0.407 C.441 0.403 0468 0.487
Extafio (ma/ka) 0.29% <029 <029 P <0398 <0298
| Estroncio (ma/kg) 0.2s8 6.381 6.161 5.840 7175 8329
Fosforo (ma/kg) 4759 79.319 8a.705 5282 105.774 106.167
Hierro (ma/kg) *.201 2.0233%% EXT TN 1881 676 283510 2. 541302
Lantanc (malka) 0.032 0547 0.565 0523 o612 0.630
Unso (ma/kg) E) «9.000 * «3.000 * «9.000 * «9.000 * «%5.000 *
Magnesio (ma/ke) %.509 450.00% 433.064 369.0%0 w94 549,793
Mengeneso (ma/kg) 0.202 31.704 29082 25006 37320 34,809
Mercurie (malkg) 0.082 <0.082 «0.082 ~0.082 ~0.082 «0.082

(*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencidn
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Intermo : VE1700931

INACAL
(ZE§=_' e

Regiro KLY - 002

Pagina 3de 8

Metales
BK AlC AlCiZ2 AlCz AlC22
Plata (ma/kg) 0084 <0083 D.153 <0.084 <D.084 <0084
Ploma (mg/kg) a.109 1842 2.456 2043 18.411 19.940
Potasso (ma/kg) 1S5 114611 109041 86.128 1S0.670 141852
Selerio (ma/kg) 1132 <1132 <1132 <1132 <1132 <1132
Sodo (ma/kg) 7579 S0.202 <3385 63204 S3.618 65278
Talio (mg/xg) Q029 <0.029 <0.029 <029 <D.029 <0029
Tharia (ma/kg) Qa3s 0563 D.794 0577 D.239 1255
Titanio (ma/kqg) aaqare 45.065 43.670 39.289 S7.718 S56.062
Uranio (mafka) 003z 0082 D.169 0.065 D.070 0257
Vanadio (ma/kg) 1.488 8329 9.335 9331 12826 10308
Wiollramio (maf«q) aaQ72 <0072 <0.072 <0072 <0.072 <ba72
Yirio (ma/kg) oa3 0573 0.537 0554 D607 0636
Zinc (ma/kg) 0607 6973 6.274 43863 11.084 9944
ACS AS32 22C1 AZC12 A2cz

I1dentficacion de Muestra LD,

Cobee (ma/kg) 0357 4334 S&a3 5677 5653 6.053
Aluminio (ma/kg) 23701 1,199.153 1172113 1.225237 1,337.835 1.381.348
Artimorso  (ma/kg) 0.041 D.OBS D.056 0145 <D.041 <0.041
Arsénico (ma/kg) 03857 1708 1.822 1602 1853 2393
Bario (mafkg) Q138 7257 7.495 6702 7.628 BAlB
“Berilia (ma/kg) aass <0054 <D.054 <0054 <0.054 <0054
Bisminto (ma/kg) a.a3z <0032 <0032 <003z <0032 <0043z
Boro (ma/kg) 5359 <5339 <5395 <5359 <5399 <5359
Cadmio (ma/kg) a.aas 0.0Ss 0.087 0081 D.038 0116
Caicio (mg/kg) 65382 571754 607 358 554543 563.628 714225

{*) Los métodos indicados no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencién.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Intermo : VE1700931

Laborcocic ¢ Saamys

INACAL
( e DA Perty

Regutro NLE - 002

Pagina 4 de 8

Metales

ACS A2 A2C1 AZC12 Aa2cz
Circonio (ma/kg) 0046 0097 0.173 0146 0.176 0123
Cobalta (ma/kg) 004 0931 D911 1.059 D.936 1039
Cromo (marka) [T 2,133 1.994 1851 2192 2121
Escandio (mo/=a) a.ase 0564 0.734 0576 D.653 0577
E<tano (moikg) 0295 <0295 <0295 <0295 <0295 <0295
EstronGo (ma/kg) 0258 5868 7552 7439 6.979 7993
Fasforo (ma/kg) 4759 100481 B3.814 937439 103.865 126345
Hiemo (ma/kg) 9201 2,384.952 2,499.449 2,365.555 2324374 2,344,129
Lantano (ma/kg) a.a3iz 0619 0.618 0617 0.652 0703
Litio (ma/kg) E] <%0 = <90 = <90 = <30 = <%0 =
Magnesio (ma/kg) sso09 420618 497262 466.665 629,902 Sg94393
Manganeso (ma/xg) a=0z 30924 34155 33694 40910 41,634
Mercurnia (ma/kg) Q082 <0082 <0082 <0.082 <0D.082 0152
Mokbdeno (ma/kg) a.as7 0330 D.206 0174 D.162 0135
Mequed (ma/kg) a.156 1221 D954 1159 1.857 1202
Plata (ma/kg) o084 <0084 <0084 <0084 <0.084 <0084
Plomo (mglkg) a.109 149613 173.161 3130 3712 27794
“Potasio (ma/kg) 135 121363 123718 133073 137.641 168347
Selerwo (ma/kg) 1132 <1132 <1132 <1132 <1132 <1.132
Soco (malkg) 7579 S9.976 S5.646 64092 62.299 75.047
Talio (mg/=g) a.azs <o.a29 <0.029 <o0.a29 <0.029 <0029
Thorio (ma/kg) aass 0526 1.722 1170 D637 0471
Titanio (mafxq) oa7e 50335 S3.037 S4.844 S6.587 57291
Uranio (maf«g) aa3z o054 0.112 0170 D.106 010+
Vanadio (malkg) 1488 12310 10.652 5746 B.671 B453
Wiollramio (ma/g) aa7z <0Q72 <0.072 <0a7z <D.072 <0a72

(*) Los mé

.

Indi

A

no han sido acreditados por el INACAL-DA, para [la matriz en mencién.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Interno : VE1700931

ACAL
— Pwsii

52

(r i N

|

Regitso NLE - 002

Pagina S de 8

Metales
ACS S22 A2C1 ASCI2 A2C2
Yo (malkg) o0a3 0655 D.608 0621 0.653 0671
Zinc (mal/kg) a.607 9550 7.468 7672 B.131 10.804
AZC22 2 AZC32 ASC1 ASC12

I1dentificacion de Muestra LD,

Cobre (ma/kg) a357 6684 6.022 5,104 +.806 5084
Aluminio (ma/kg) 2701 1,405.430 1347313 1,335.879 1,175.664 1,129.z86
Artimonso (ma/kg) o041 0052 <D.041 0a7rs 0.103 0.17s
Arsénico (Mglkg) Q897 2,143 2.258 1.6490 1.508 1747
Bario (mafkg) a_13s8 7591 7.837 7274 6.520 5681
Berilia (mg/ka) 0054 <D.a54 <D.054 <DOs+ <0054 <0.054
Bismuto (mar/kg) aa3z <DQa32 <D.032 <0Qa3z <0.032 <0Da3z
Boro (maskg) 5359 <5359 <5399 <5359 <5399 <5359
Cadmio (ma/kg) 0045 0.107 0.112 0.086 0.074 0.081
CalcGo (mo/kg) 65382 710427 636 208 S8z 394 525.395 701518
Circonio (ma/kg) a.g46 0129 D.133 0176 0.115 D085
Cobalta (mga/kg) 0049 1054 1015 1054 0.856 0908
Cromo (ma/kg) a314 2081 1.756 2011 2018 23531
“Escandio (markg) a.ase 0577 D526 0328 0.510 0355
—

Estaio (mglkg) a2ss <0255 <0.295 <0255 <D295 <0255
Estronco (ma/kg) a=2s58 B3a24% 7.400 7482 6.476 6667
Fasforo (ma/kg) 43759 114713 110377 87.701 B5.417 97.645
Hiera (ma/kg) 9201 2,453 384 2223176 2,482.302 2,339.160 2,6838.659
Lantano {ma/kg) a.a3z 0719 D.679 =T 0.597 0552
Litio (mg/kg) ) <S50 = <39.0 = <50 = <90 = <sa =
Magnesio (ma/kg) 5509 556.508 624222 636.297 494532 485.065

(*) Los métod

Indi

A

no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencién.
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Metales
AZC22 2 A2C3=2 l ASC1 ASC12 J
Manganeso (maixqg) Q=202 39244 20836 41732 31.490 30183
Mercuna (markg) Q082 <0082 <0.082 <0.082 <0.082 <0082
Moibdeno (mao/xg) aas7 0145 0.116 0154 0.150 0143
Nequed (malkg) a.156 iaio 1.320 1507 1248 i1ss
Plata a.084 <008+ <0.084 <0084 <0.084 0.132
Plomo (mg/kg) -0 == 55655 6586+ F{ 4256 3519
“Potasa (ma’kg) i35 148.110 156945 149216 ioasie 134527
Selerin (ma/kg) 1.132 <1132 <1132 <1.132 <1132 <1.132
Sodio (ma/kg) 7579 81987 65.182 62112 43937 s6.382
Talio (mg/xg) a.qz29 <0.029 <0.029 <0.029 <0D.0Z29 <0029
Thorio (ma/kg) aa3s 0735 0592 14330 0.585 0291
Titanio (ma/kq) aare 66.512 47.172 56.024 53.560 57173
Uranio (ma/xq) a.a3z 0129 D.120 0071 0.076 0a79
Vanadio (ma/kg) 1.488 10.092 8.551 9113 9.856 12 343
Wiclframio (ma/kg) a.a7z <0072 <0.072 <0072 <0.072 <0Q72
Yoo (ma/kg) o0as 0668 0.662 D614 0.573 0584
Zinc (ma/kg) a607 10480 11783 73858 7.037 B237
ASC2 A2 2 A3 A3 2

1dentificacion de Muestra B

Cobee (ma/kg) Q357 5622 s24a1 5844 4837

Aluminis (ma/kg) 2701 1,055.674 1,278.787 1,300.4D1 1,026.766

Artimorso (ma/kg) aoa1 <0041 D.081 0193 0.204

Arstnico (mglkg) Q857 1832 2.149 2424 1.507

Bario (ma/xq) a.138 6701 6.887 6833 6.002

Berilio (ma/kg) a.as4 <0054 <0D.054 <0054 <0.054

A

(*) Los métodos Indi

no han sido acreditados por el INACAL-DA, para la matriz en mendén.
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
INACAL - DA CON REGISTRO N° LE - 002

Intermo : VE1700931

Metales
l A3C2 ASC22 l ASCS ASCS2
Bisruto (ma/kg) 003z <0032 <0.032 <0.a32 <0.032
Boro (ma/kg) 5359 <5399 <5399 <5399 <5399
Cadmeo (maikg) a.0as 0116 0.096 o110 D.0a3
Caicio (ma/kg) 65382 S73.588 510.156 757314 489 484
Circonio (ma/kg) 0.046 0131 0.097 0093 0.130
Cobalto (mg/kg) 004 0859 0.910 0958 0.836
Cromo (mafkg) o314 1373 2244 2357 2215
“Escandio (markg) a.ase 0433 0.400 0516 0.620
Estano (ma/kg) azss <D255 <0.295 <0255 <D.295
" Estronco (maikg) a2s8 6766 6.524 9156 s917
Fosforo (ma/kg) 43759 99576 B0.653 180445 B3.617
Hierro (ma/kg) 9201 1,774.887 2,488.115 2,699.144 2563673
Lantano (ma/kg) 0a3z D634 D.630 0631 D608
Litia (ma/kg) E] <90 = <390 = <%0 = <30 =
Magnesio (markg) 5509 455.024 533952 S82.913 424771
{(ma=a) o202 351356 33215 37,560 Z8.273
Mercuno (ma/kg) o082z <0.082 <0.082 <0082 <D.082
Mokbdeno (mo/xg) aas7 o108 D.185 014z 0.227
Mequed (ma/ka) a.156 1,167 1490 1254 1,307
Plata (ma/kg) a.oss 0274 i <D.084 0276 D.225
Plomo (mg/ka) j T-I0T 7[ 20.582 20.397 ri 144267 135.508 i
Potaso (Ma/kg) 135 121 345 101.648 195555 105.038
Selerio (ma/kg) 1,132 <1132 <1132 <1132 <1132
Sodio (ma/kg) 7579 45882 63.823 92.100 43604
Talio (mg/g) a.a29 <0.a29 <0.029 <0.a29 <D.029
Tharia (ma/kg) aa3s 1286 D.348 0403 1382

A

(*) Los métod

no han sido acreditados por el INACAL -DA, para la matriz en mencién.
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ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION
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Interno : VE1700931

E =)
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Metales

802 [ X o] 8BS ABG.2
Titanio (ma/kg) 0.079 41 487 43.458 61.275 53.356
Uranio (mafka) 0.032 0.1%6 0.075 0.089 0.096
Vanadio (ma/kg) 1.488 7.113 10.185 10.582 12.152
Wollramio (ma/xq) 0.072 <0072 <0.072 <0072 <0.072
Yirio (ma/kg) 0.03 0634 0.593 0612 0.617
"Zine (ma/ka) 0.607 9.150 9.338 11.808 7.289
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APENDICE C

Matriz de consistencia

VARIABLE
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL DIMENSIONES INDICADOR METODO
DEPENDIENTE
¢ Cual es la capacidad que Determinar la capacidad que - Concentracién
tiene la Pseudomona tiene la Pseudomona La Pseudomona Aeruginosa de Pb*2 3
Aeruginosa para la Aeruginosa para la posee la capacidad de v - Concentracién | - g de ﬁ)lomoiN * Célculos
biosorcion de plomo en biosorcién de plomo en remediar mas del 80 % del de Bacteria. € colomas * Ensayos .de
. ) dias. laboratorio.
muestras de suelo muestras de suelo Pb+2 del suelo contaminado - Tiempo.
contaminado por minerales? | contaminado por minerales.
SUB PROBLEMAS OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS VARIABLE DIMENSIONES INDICADOR METODO
INDEPENDIENTE
¢Cual es la cantidad 6ptima I,Det.erminar la cantidad En el SUEILO czntaminelldo_ a Cantidad d Unidad
de Pseudomona Aeruginosa | Optima de Pseudomona maygrd d g 30 onias i bantl ad de i ¢ n ades q Medicis
para la maxima biosorcion Aeruginosa para la maxima incubadas —de Fseudomona X1 acterias ormacoras de - Medicion
de plomo en suelos? biosorcién de plomo en Aeruglnosa_ mayor - Volumen de colonias _ directa.
P concentracion de Pb+2 solucién - ml de solucién
suelos. biosorbido.
: Determinar la ecuacion de El comportamiento cinetico
¢Cual es la ecuacion de - : para la biosorcién de Pb+2 - mal - céaleul
ilibrio en la isot d equilibrio en la isoterma de c tracié mg / Kg alcuios
equilibrio en la isoterma de o ’ por la Pseudomona - Loncentracion | _ 4ramos - Medicién
sorcion segun el sorcion segun el . . X2 de Pb+2 ;
Aeruginosa estéa representada directa

comportamiento de los
resultados obtenidos?

comportamiento de los
resultados obtenidos

mediante la isoterma de
Freundlich.

- Masa de suelo




Relacion de variables

X1= Concentracion de colonias de Pseudomona Aeruginosa.
(N°colonias/ml)
X2= Concentracion de Pb+2 en el suelo (mg / Kg).

X3= Dias de incubacién (N° dias).

Y=f(X1, X2, X3)

Y1 = Biosorcion de plomo por la bacteria Pseudomona Aeruginosa

en muestras de suelo. (g de plomo / N°colonias)

Y2 = NUumero de colonias residuales en las muestras de suelo.
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