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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue determinar la capacidad biodegradara de
Pseudomonas aeruginosa en suelos contaminados por derrames de petroleo.

La muestra de suelo fue obtenida de la refineria de PETROPERU, localizada en el
margen izquierdo del rio Amazonas Iquitos y enviados al Laboratorio LABICER de la
Universidad Nacional de Ingenieria para el analisis del contenido de hidrocarburos en el
suelo (%), por Cromatografia de Gases con el método Extraccion Soxhlet, en cada 50 g
de suelo tenemos 0.845¢g de Tolueno.

Se aislo la bacteria Pseudomonas aeruginosa de muestras de suelo contaminado por
derrames de petréleo, en medio de cultivo Agar Cetrimide a 30°C, y seleccionamos las

que tenian capacidad degradadora de Tolueno.

Para la identificacion de Pseudomonas aeruginosa se realizd pruebas quimicas (tincion
gram y oxidasa positiva). Posteriormente evalué 3 diferentes concentraciones de
Pseudomonas aeruginosa (30x10%), (30x10°%) y (30x10%) UFCL/mlI , el tratamiento 1 , 2
y 3 llevaron 50 gramos de muestra de suelo contaminado por derrame de petréleo, 270ml
de caldo triptona de soya y 30 ml caldo nutritivo con el inoculo , para el T1 (30x0%), T2
(30x10°), T3 (30x10%) UFCL/mlI , y el control(blanco) 300 ml de caldo triptona de soya y
50 g de suelo contaminado, cabe recalcar que cada tratamiento tuvo sus 3 réplicas, estos
tratamientos fueron llevados a Shaker incubador a 150 rpm y a una temperatura de 35°C
por 28 dias, las muestras se tomaron cada 7 dia y fueron enviadas al Laboratorio de

Tecnologias Limpias y/o Emergentes de la UNT.

De acuerdo a los analisis realizados en HPLC se demostré que existe una biodegradacion
a los 7 dias de 0.385 g de Tolueno y se obtuvo una muestra final de degradacion de un
0,01 g de tolueno a los 28 dias de tratamiento, el mejor tratamiento fue T3 (tratamiento
3), con una concentracién de 30*10° de Pseudomona aeruginosa en un periodo de 28

dias.

Palabras claves: biodegradacion, hidrocarburos, bacterias gram negativa.
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ABSTRACT

The main objective of the research work is to determine the biodegrading capacity of
Pseudomonas aeruginosa in soils contaminated by oil spills.

The soil sample was obtained from the PETROPERU refinery, located on the left bank of
the lquitos Amazon River, and was sent to the LABICER Laboratory of the National
University of Engineering for the analysis of the hydrocarbon content in the soil (%), by
Chromatography of Gases with the Soxhlet Extraction method, in each 50 g of soil we
have 0.845 g of Toluene.

The Pseudomonas aeruginosa bacterium was isolated from the contaminated soil
samples, in Cetrimide Agar culture medium at 30°C, we selected the bacterium with the

Toluene degrading capacity.

For the identification of Pseudomonas aeruginosa, chemical tests were performed (gram
stain and positive oxidase). Subsequently, he evaluated 3 different concentrations of
Pseudomonas aeruginosa (30x10%), (30x10°) and (30x10%) UFC/ml, treatment 1, 2 and 3
carried 50 grams of soil sample contaminated by oil spill, 270 ml of tryptone broth of
soybean and 30 ml of nutrient broth with the inoculum, for T1 (30x1074), T2 (30x10"6),
T3 (30x1078) UFC/ml, and the control (blank) 300 ml of tryptone soybean broth and 50 g
of contaminated soil, it should be noted that each treatment had its 3 replicates, these
treatments were taken to a Shaker incubator at 150 rpm and at a temperature of 35 ° C for
28 days, the samples were taken every 7 days and were sent to the Clean Technology

Laboratory and/or Emerging from the UNT.

According to the analyzes carried out in HPLC, it was shown that there is a
biodegradation at 7 days of 0.385 g of Toluene and a final sample of degradation of 0.01
g of toluene was obtained at 28 days of treatment, the best treatment was T3 (treatment
3), with a concentration of 30*10*8 UFC/ml of Pseudomonas aeruginosa in a period of
28 days.

Keywords: biodegradation, hydrocarbons, gram negative bacteria
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INTRODUCCION

Mas de dos mil millones de toneladas métricas de petrdleo son producidas por afio
en todo el mundo; una gran cantidad de los productos petroliferos finales
contaminan ambientes marinos y terrestres. Los grandes accidentes que se presentan
en la industria del petréleo, como derrame de tanques, rupturas de tuberias y
extraccion de pozos, representan 10% de estas descargas, las cuales son mas
evidentes por la gran cantidad de hidrocarburos liberados en un sitio y tiempo
determinado; sin embargo, el restante 90% es debido a descargas menores de las
actividades industriales, que contaminan el suelo y son arrastradas por las aguas

continentales. (Del Castillo & Mejia, 2015).

En el Perl existe un gran nimero de sitios contaminados por derrames de petréleo.
Este hecho ha generado, en los Gltimos afios, el interés de los gobiernos regionales y
empresas privadas por la recuperacion de estos sitios mediante tecnologias limpias.
El conocimiento del tipo de contaminacion y su concentracion es fundamental para
establecer las condiciones del sitio, el riesgo que representa y la seleccion de la

técnica de biorremediacion. (Del Castillo & Mejia, 2015).

El uso masivo del petroleo y sus derivados como fuente de energia y materia prima

, ha ocasionado el fendmeno de la contaminacién ambiental en todo el mundo,
liberando diferentes gases tipo invernadero por el uso de combustibles. Ademas, se
liberan al ambiente otros derivados como los policiclicos aromaticos, lo que produce
un deterioro sostenido y progresivo en la calidad del medio ambiente, generando
amenazas a la salud publica, asi como la extincion de especies vegetales y animales
(Valderrama, Tellez- Sosa, 20000)

fEste tipo de contaminacién genera cambios en las poblaciones microbianas
presentes, provocando un stress que produce una seleccion y una disminucion de la
diversidad bioldgica (Rivera-Cruz, 2002). Esta diversidad se ve directamente
influenciada por la complejidad de mezclas quimicas presentes y por el periodo de

tiempo que se encuentran expuestas a los contaminantes (Ara, 2004).
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El petroleo derramado sufre procesos de evaporacion, y de degradacion natural en
un proceso muy lento mediado por bacterias y/u otros microorganismos (Lomeli,
Tamayo, 2000).

Para mejorar los procesos de biodegradacion se suele afiadir microorganismos
autoctonos de la zona a ser remediada, que tienen una actividad degradadora
comprobada. Por este motivo es importante mantener la busqueda de diferentes
organismos degradadores. Esta busqueda nos permite seleccionar aquellos
organismos que estan mas adaptados a diversas condiciones, como por ejemplo la
capacidad de usar hidrocarburos como Unica fuente de energia (Borden, 1994),
debido a la falta de trabajos relacionados con la biodegradacién de petréleo nos
planteamos el siguiente problema de investigacion ¢Cual sera la concentracion de
Pseudomonas aeruginosa que tenga mayor capacidad biodegradadora de

tolueno en suelos contaminados por derrames de petroleo crudo?

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo general
Determinar la capacidad biodegradadora de tolueno por Pseudomonas
aeruginosa a concentraciones de (30x10%, 30x10° y 30x10%) UFC/ml, en

suelos contaminados por derrames de petréleo crudo. Iquitos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Aislar y seleccionar la cepa Pseudomonas aeruginosa de suelo
contaminado por derrames de petréleo crudo.

e Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de Pseudomonas
aeruginosa sobre la actividad degradativa de Tolueno.

e Evaluar la cinética microbiana Yx/s, Qx, Qs del control y de los
experimentales.

e Determinar la concentracion de Pseudomonas aeruginosa en la

biodegradacion de tolueno.
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1.2 HIPOTESIS

Se obtendra una mayor biodegradacion de Tolueno en la muestra de suelo
contaminado por derrame de petroleo crudo al emplear una concentracion de

Pseudomonas aeruginosa 30x10® UFC/m

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se justifica debido, a que en la zona de
estudio existen derrames de petréleo los cuales son provocados o por falta
de mantenimiento de los tubos que transportan el petroleo a través del
oleoducto. el petréleo contamina el suelo, produciendo dafio medio
ambiental y perdida de la flora y fauna, circundante. el petroleo por
degradacion natural genera la liberacion del tolueno, el cual a 6°C se
vaporiza y es muy inflamable y puede ser mortal en caso de ingestion y
penetracion de las vias respiratorias, a nivel de la piel provoca irritacion
cutanea, también provoca somnolencia o vértigo, puede dafiar al feto y

perjudicar los 6rganos internos por exposicion prolongada.

1.4 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION
El problema de la contaminacion ambiental con petroleo es de vital
importancia, ya que causa efectos perjudiciales en los ecosistemas terrestres y
acuaticos. Por lo que se considera la importancia a nivel: académico,

ambiental, salud

Nivel académico se quiere conocer la capacidad degradadora del tolueno,
Nivel ambiental biodegradar el tolueno para que no cauce dafio a la flora y
fauna circundante

Nivel de la salud la biodegradacion del tolueno permitiré tener menores casos

de intoxicacion y dafios en el ser humano
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes A nivel internacional

Cando M. (2011) Realiz6 estudios respecto a la degradacion de  Hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) y Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPH) para
ello se realizaron pruebas de actividad bioldgica y bioensayos considerando tres
tratamientos T(1) terreno mineral y el microorganismo (Sreptomyces spp)., T(2)
Caldo de cultivo tripticasa de soya y microorganismo (Streptomyces spp.,T(3)
consorcio microbiano no definido en caldo tripticasa de soya logrando degradar
Naftaleno con un 98.31%, Fluoreno con un 98% de degradacion, Antraceno con un
98.34% de degradacion, Fluoranteno con un 97.06% de degradacion, Pireno

98.50%de degradacion y el Indeno presenta un 99.31% de degradacion.

Mendo (2014) realizo estudios de degradacion de hidrocarburos en sedimentos
contaminados con bacterias autoctonas Ochrobactrum anthropi y demostrdé una
degradacién de 68.36% para ello se realiz6 el aislamiento en agar medio Bushnell
Hass y luego pasado a un caldo cultivo puro pruebas de actividad bioldgica y
bioensayos el tratamiento se dio en 72 horas a comparacion del tratamiento sin

bacterias se dio una degradacion de 90 dias.

2.1.2 Antecedentes A nivel nacional

Abalos. et al. (2004). Mientras que a estudiaron los ramnolipidos de Pseudomonas
aeruginosa AT10, determinando que la adicion de los mismos, acelera la
biodegradacion de hidrocarburos del petréleo en un 61% en 10 dias de incubacién

Haigler (1993) Aislo la cepa Pseudomonas sp. 4 NT de un suelo contaminado con
4-nitro benceno y comprob6 que esta cepa bacteriana tiene también una buena
capacidad degradativa frente al nitrotolueno. Los extractos celulares convirtieron el
4- nitrobenzoato a protocatecuato; la degradacion se llevé a cabo bajo condiciones

anaerobicas.

Zucchi, et al., (2003). Evaluaron la respuesta de una comunidad bacteriana durante

la biorremediacion en un lapso de 72 dias con bioestimulacion y aireacion
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adecuada, adicion de nutrientes y surfactantes obteniendo una reduccion final de
hidrocarburos del 39.5%.

Margesin y Schinner. (2001). Investigaron la factibilidad de la biorremediacion,
como tratamiento opcional de suelos contaminados con hidrocarburos. Para
examinar la eficiencia de la atenuacion natural y bioestimulacién, utilizaron un
mesocosmos tanto con suelos fertilizados y no fertilizados con NPK. El nivel inicial
de contaminacion fue reducido aproximadamente en un 50% y 70% en suelo no

fertilizado y fertilizado respectivamente.

Machin, et al., (1999). Observaron el efecto de la bioestimulacion en la
biodegradacion de hidrocarburos de suelo contaminado, en reactores de fase
semisodlida, encontrando que, mediante la adicion de un fertilizante, se obtenia un
elevado porcentaje de degradacion. El suelo tratado presentaba altos niveles de
contaminacion por hidrocarburos; de esta manera la bioestimulacion en fase solida

puede considerarse como alternativa para la biorremediacién del suelo.

Morgan, et al., (2005). Aplicaron biorremediacién en 20 m? de suelo contaminado
con petroleo, durante 369 dias, en este suelo se adicionaron nutrientes inorganicos,
aireacion y humedad, obteniéndose valores < a 1% de concentracion de

hidrocarburos recomendada por normas internacionales.

Bracho , et al., (2004). Llevaron a cabo un estudio respecto a la degradacion
bacteriana sobre naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno. Las bacterias
degradadoras aisladas a partir del suelo estudiado fueron: Pseudomonas (54.05%),
Bacillus (24.30%), Staphylococcus (16.20 %) y Micrococcus (5.4 %); ademas
determinaron que el 100% de cepas, degradaron el naftaleno y antraceno, el 78.5%

fenantreno, el 71.42% dibenzotiofeno y 50% los cuatro hidrocarburos.

Zucchi, et al., (2003). Evaluaron la respuesta de una comunidad bacteriana durante
la biorremediacion en un lapso de 72 dias con bioestimulacion y aireacion
adecuada, adicion de nutrientes y surfactantes obteniendo una reduccion final de
hidrocarburos del 39.5%.
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Escalante. (2002). Desarrollé un estudio sobre la biodegradacion del crudo de
petréleo en 3 terrarios durante 90 dias, se aislaron 129 cepas bacterianas de las que
presentaron una mejor actividad biodegrativa las especies: Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp. y Serratia rubidae, las mismas que conformaron el
consorcio utilizado en ese experimento. En el primer terrario, donde se inoculd el
consorcio exdgeno sin fertilizantes, se logré una biodegradacion del 92.5%, en el
segundo terrario, que estuvo conformado por bacterias nativas, el porcentaje de
biodegradacion logrado fue del 60% y finalmente, en el tercer terrario que
correspondia al control abidtico, la biodegradacién fue del 55%.

Margesin y Schinner (2001). Investigaron la factibilidad de la biorremediacién,
como tratamiento opcional de suelos contaminados con hidrocarburos. Para
examinar la eficiencia de la atenuacion natural y bioestimulacion, utilizaron un
mesocosmos tanto con suelos fertilizados y no fertilizados con NPK. El nivel inicial
de contaminacion fue reducido aproximadamente en un 50% y 70% en suelo no

fertilizado y fertilizado respectivamente.

Nwachukwu. (2001). Inocul6 Pseudomonas putida en suelos contaminados con
petréleo, adicionando nutrientes inorganicos en algunos. La mayor efectividad de
degradacion se obtuvo a las 9 semanas, esto se corrobord por el crecimiento de
Lepidium sp., usado como evidencia de biorrecuperacion; el porcentaje de
germinacion de éste, fue de 27,5% en suelos no fertilizados y de 98,8% en suelos

fertilizados.

Parales (2000). Evaluo la capacidad degradativa y reaccion quimiotactica de cinco
cepas, determinando que Pseudomonas, degrada de manera eficaz los
hidrocarburos.

Arenas, (1999), aislé 262 cepas bacterianas, a partir de muestras de suelo y agua de
la refineria “La Pampilla”, de las cuales se seleccionaron 55 cepas bacterianas, que
fueron las de mayor actividad emulsificante, a las cuales se les evaluo su actividad
degradativa. ElI 100 % crecieron sobre el petr6leo y mostraron crecimientos

comparables a las escalas dos, tres, cuatro y cinco de Mc. Farland.

20



Los microorganismos aislados fueron Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas aureofasciens, Listonella damsela, Bacillus sphaericus,
Bacillus brevis, Enterobacter cloacae, Acinetobacter calcoaceticus var. Anitratus,
Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Citrobacter amalonaticus, Sphingobacterium

multivorum, Staphylococcus Sp., Neisseria Sp., Micrococcus sp.

Merino, (1998) realiz6 el estudio de microorganismos nativos productores de
emulsificante de petréleo aislando microorganismos a partir de muestras de suelo y
agua procedentes de la refineria “La Pampilla” y evaluando la capacidad
degradativa de la mismas mediante la actividad degradativa y emulsificante y
concluyé que existe un elevado porcentaje de microorganismos nativos con
capacidad de degradar hidrocarburos de petréleo y de producir emulsiones de este
producto en agua en ambientes contaminados, y que los microorganismos con
mayor capacidad degradativa fueron Pseudomonas aeruginosa KT1-1 y Serratia
rubidae 11 BT5-4.

Renteria y Miranda, (1998), realizaron el aislamiento y seleccion primaria de
microorganismos capaces de utilizar petréleo como Unica fuente de Carbono. Ellos
evaluaron el crecimiento sobre petroleo de noventa cepas bacterianas provenientes
de muestras de agua y suelo contaminadas con petréleo crudo, cinco cultivos
mostraron  mayor actividad:  Micrococcus, Pseudomonas, alcaligenes,
Acinetobacter y flavobacterium, los que fueron evaluados a través de los

parametros cinéticos velocidad especifica de crecimiento y tiempo generacional.

Tantalean y Altamirano, (1998), realizaron el aislamiento y evaluacion del
crecimiento de Pseudomonas spp, hidrocarburoclasticas en petroleo diésel 2 (D2) y
compararon el crecimiento de tres cultivos puros y uno mixto de Pseudomonas sp.
nativas que tuvieron la mayor capacidad para utilizar el petroleo D2. La mejor

capacidad de biodegradacion de petréleo D2 se logré en el cultivo mixto.

Belloso, et al., (1998), inocularon suelos landfarming con tres tipos de cepas
bacterianas: W1, W2, W3 aisladas del mismo suelo contaminado y propagadas en
el laboratorio. Ellos aplicaron dos tipos de fertilizantes de tipo NPK (Nitrogeno,
Fosforo y Potasio): Z1 con una relacion C/N (Carbono - Nitrogeno) de veinte, la
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relacion NPK: 20:2:1, fuente de Nitrogeno NH, (amonio) y Z2 con una relacién
C/N 100, la relacion NPK: 20:20:1, fuente de Nitrogeno NH4 y mantuvieron los
suelos a la intemperie durante noventa dias. Ellos observaron una mayor reduccion
en la concentracion de hidrocarburos en los primeros treinta dias, la cual fue 45%
en uno de los terrarios, que contenia la cepa W2 y fertilizante Z2. El porcentaje de
degradacion en el terrario control abidtico fue 8 %, mientras que el terrario que

contenia el consorcio nativo, presentd un porcentaje de biodegradacion del 12 %.

Leahy y Colwell, (1990), segun varias publicaciones de estudios taxonémicos sobre
los géneros de cepas bacterianas degradadoras, aisladas de suelos y aguas marinas,
concluyeron que los géneros mas importantes de bacterias degradadoras son:
Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,

Flavobacterium, Nocardia y Pseudomonas sp.

2.2 MARCO CONCEPTUAL

El petroleo es una mezcla de compuestos organicos, principalmente hidrocarburos
insolubles en agua. También es conocido como petroleo crudo o simplemente crudo.
También se le conoce como oro negro. Es producto de la degradacién anaerdbica de
materia organica, durante largos periodos de tiempo y bajo condiciones de alta presion y
temperatura, que la convierte en gas natural, crudo y derivados del petroleo. El petroleo
crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de compuestos organicos,
donde la mayoria de los ellos son hidrocarburos, que varian en peso molecular desde el
gas metano hasta los altos pesos moleculares de alquitranes y bitimenes. Estos
hidrocarburos pueden presentarse en un amplio rango de estructuras moleculares:
cadenas lineales y ramificadas, anillos sencillos, condensados o aromaticos. Los dos
grupos principales de hidrocarburos aromaticos son los monociclicos, el benceno
(11%), tolueno (26%) y xileno (52%) (BTEX) vy los hidrocarburos policiclicos (HAPS)
tales como el naftaleno (37%), antraceno (36%) y fenantreno (27%).

El crudo de petroleo se caracteriza por ser una matriz contaminante que contiene una
elevada diversidad de compuestos, por lo que es un sustrato ideal para evaluar el

potencial catabdlico de cepas microbianas (Prince, 1993).
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2.2.1 Consecuencias Sobre El Ambiente

Un derrame o descarga de hidrocarburo afecta basicamente a tres elementos

del ambiente, los cuales son:

Elementos abidticos (suelo, formaciones del relieve, geomorfologia, etc.).

Elementos bidticos (flora y fauna).

Elementos socioecondémicos (actividades humanas, pesca, agricultura, lugares de
esparcimiento de clubes, de recreacion, de turismo, etc.).

Hidrocarburos monoaromaticos. Se encuentran el benceno y sus alquilados
(monoalquilados como el tolueno y dialquilados como los xilenos), formando la familia
de los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) de gran importancia ambiental

debido a su volatilidad y toxicidad. (Contreras, 2014)

2.2.2 Petréleo Crudo Loreto

En el Lote 1AB, se produce el crudo Loreto que es en realidad una mezcla de crudos
livianos y pesados. En alguna oportunidad el Crudo Loreto llego a tener mas de 28 API
(es una medida de densidad que, en comparacion con el agua a temperaturas iguales,
precisa cuan pesado o liviano es el petroleo). Hace varios afios en un crudo con las
siguientes caracteristicas: APl 18, % Azufre 1.2 %. El Crudo Loreto mayoritariamente
era empleado en Refineria. Al ser un contrato de Servicio no hubo problema en su
comercializacién en tanto Petroper( era el consumidor del crudo. (ssecoconsulting,
2015)

2.2.3 Derrames Por La Actividad Petrolera

En la actividad petrolera, las disposiciones y el manejo habitual de hidrocarburos y
combustibles, en algunos casos conlleva a la contaminacion del ambiente, cuando
tanques, oleoductos y diversas instalaciones sufren dafios. Los liquidos migran hacia el
suelo, subsuelo (zona vadosa) y hacia el agua subterranea (zona saturada — acuifero) o
superficialmente hacia un bajo topogréafico o curso de agua, y sus componentes volatiles a

la atmosfera (Carpio, 2007).
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No solo las contaminaciones se producen por roturas de los sistemas de almacenaje o de
transporte, sino que el mal manejo del producto puede provocar impactos negativos en la

ecologia regional (Cuartas, 2012).

El petroleo en el suelo, que pasa a considerarse como un contaminante, se convierte en un
riesgo para la salud humana y el ecosistema. En algunos casos, la contaminacién no solo
provoca problemas de toxicidad, sino que ademas puede ocasionar grandes riesgos de
explosiones y/o incendios.

La industria petrolera en su conjunto ha tenido un gran impacto negativo en materia
ambiental (Cuartas, 2012).

Los derrames de petréleo afectan las propiedades fisicas del suelo y especialmente las
poblaciones naturales de microorganismos. En particular causan disminucién en bacterias
fijadoras de nitrogeno de vida libre, encargadas de asimilar y reciclar nutrientes en los
ciclos biogeoquimicos; al alterarse éstos, se afecta la fertilidad del suelo (M.Flores,
2011).

El indice del impacto microbiano de las bacterias mostrd que al final de la prueba (219 h),
en cada una de las cinco concentraciones de petréleo hubo un incremento exponencial de
colonias bacterianas altamente significativo (P < 0.01), 2 a 3.5 veces mas abundantes que
en el testigo. Se infiere un fendmeno de recolonizacion y adaptacion al medio. A nivel
macroscopico, en los tratamientos con mayor concentracion de petréleo hubo menor
diversidad de colonias, pero las poblaciones fueron significativamente mayores.
También, en los tratamientos de mayor concentracion del hidrocarburo, se observaron
colonias bacterianas no presentes en el tratamiento testigo. Las bacterias fijadoras de
nitrogeno de vida libre podrian adaptarse a condiciones adversas. La seleccion de las mas
aptas seria Gtil en la biorremediacion o saneamiento de zonas impactadas por petréleo
crudo (Vazquez-Luna, 2011)

Las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre poseen la caracteristica de adaptarse a
condiciones adversas, por lo que pueden ser aptas en estudios de biorremediacion de
suelos contaminados por petroleo crudo. Se podrian seleccionar microorganismos
tolerantes y degradadores de hidrocarburo Utiles para el saneamiento de zonas impactadas
(V.Luna, 2011).
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2.3. LA BIODEGRADACION DE LOS HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos presentan la particularidad de adsorberse rapida y fuertemente a las
particulas del suelo. Esta peculiaridad junto con la gran variedad de hidrocarburos hace
necesario concebir consorcios bacterianos que logran trabajar juntos para la
descomposicion natural de los contaminantes. Rahman et al. (2001) mostraron que la
degradacion de la gasolina alcanza un nivel 6ptimo al combinar apropiadamente los
microorganismos, nutrientes inorganicos y organicos y surfactantes, el todo asociado con
buenas condiciones de oxigenacion.

Hace diez afos, el tolueno y otros compuestos volatiles se consideraban como muy poco
tolerados por las cepas de Pseudomonas, Achromobacter y Nocardia disponibles en ese
momento; para el benceno, ninguna cepa tolerante se conocia aun (Moriya; Horikoshi,
1993). Desde entonces, muchos estudios han demostrado que los compuestos volatiles
son metabolizados por algunas cepas en medio anaerobio, relacionado con las
reducciones de nitratos, sulfatos, hierro, 6xido de manganeso y con la produccién de
metano. Diferentes alternativas de aceptores de electrones como el fumarato, el humus y
las quinonas han sido igualmente propuestas (Burland; Edwards, 1998; Cervantes et al.,
2001; Franzmann et al., 2002).

En medio aerobio, métodos paralelos como la condensacién, la absorcién sobre carbono
activado y la oxidacion termica se aplican para captar y degradar los hidrocarburos
volatiles (Li et al., 2001). Estos métodos aprovechan que los microorganismos que se
encuentran inmovilizados sobre algunas superficies ideales bajo forma de biofilms, se
encuentran menos expuestos a la toxicidad de los compuestos volatiles y soportan

concentraciones mayores del agente contaminante (Franzmann et al., 2002).

Algunas pruebas han permitido verificar que mezclados, el tolueno es degradado antes
que el benceno (fendmeno llamado preferential biodegradation) (Franzmann et al.,
2002). Para una degradacion mas rapida y completa es preferible degradarlos a partir de

su forma pura antes que en presencia de otros hidrocarburos (Greene et al., 2000).

La baja solubilidad de los hidrocarburos en medio acuoso necesita la accion de
surfactantes para incrementar su biodisponibilidad y su metabolizacion por los
microorganismos (Harris, 1997). Como el efecto de los emulsificantes quimicos sobre las

bacterias y la dispersion de los hidrocarburos no esta muy claro, es preferible trabajar con
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cepas que producen un bioemulsificante a la vez que degradan los hidrocarburos. Ha sido
comprobado por varios autores que los surfactantes de origen quimico pueden provocar
una inhibicién del crecimiento de los microorganismos y una disminucion del
rendimiento de la biodegradacion. Su fuerte actividad tensoactiva disminuye la
estabilidad de las membranas celulares y produce una lisis celular. Sin embargo, los
biosurfactantes producidos por los microorganismos degradadores no son toxicos para
estos (Lepo et al., 2001).

Debe también considerarse el problema de la concentracion residual de los contaminantes
después de su degradacion. Este residuo permanece sin importar el tratamiento aplicado,
pero debe ser minimizado. Por esto, Nocentini, Pinelli y Fava (2000) recomiendan los
consorcios bacterianos en vez de los cultivos puros. Juntas, varias bacterias pueden
degradar varios hidrocarburos del diésel o del petréleo hasta obtener un residuo minimo.
(Wayens, 2004)

2.3.1. Biodegradacion De Compuestos Aromaticos

Compuestos naturales que estan siendo extraidos de sus depdsitos y convertidos en una
forma biodisponible que resulta toxica para los seres vivos, como es el caso de los
hidrocarburos de los combustibles fosiles.

Un grupo particular de estas sustancias contaminantes estd formado por compuestos
aromaticos toxicos, en especial los hidrocarburos aromaticos (benceno, tolueno,
etiloenceno y xilenos (BTEX)) para la produccion de pesticidas, plasticos y fibras
sintéticas (Young & Cerniglia, 1995) .

La estructura de las moléculas aromaticas dota a estas compuestos de una alta estabilidad,
lo que eleva su persistencia en el medio ambiente e incrementa su capacidad
contaminante (Dagley, 1986).

Para luchar contra la contaminacién de forma mas eficiente y que consiste en aprovechar
las capacidades degradadoras de los microorganismos, que, con su enorme capacidad de
adaptacion habilitan distintas rutas metabdlicas que les permiten degradar distintos
contaminantes (Smith, 1990; Harayama y col., 1992; van der Meer y col., 1992), los
procesos catabdlicos microbianos implicados en la degradacion de moléculas
contaminantes, asi como para desarrollar artificialmente nuevas rutas catabolicas capaces
de degradar a éstas Gltimas, han dado lugar a una disciplina que recibe el nombre
geneérico de Biodegradacion/Biorremediacion (Ramos y col., 1994; Pieper y Reineke,
2000).
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USEPA (2003). Considera los principales constituyentes derivados del petrdleo
Dicloetileno,  Tetracloroetileno,  Tricloetano, Dicloroetano, Diclorobenceno
Dicloropropano, Dicloropropeno, Clorofenol, Triclorofenol, Diclorofenol
Triclorobenceno, Diclorobenceno, Dioxano, Acenafteno, Acetona, antraceno, Benceno,
Tolueno

En el caso de los hidrocarburos aromaticos, la degradacidn del benceno es similar a la de
los otros aromaticos de tolueno y del xileno. EI benceno es digerido por las dioxigenasas
que provocan la ruptura del nacleo por hidroxilacion de manera que la molécula sea

guimicamente mas accesible. Esta reaccién se presenta en la figura 1 (Rittman, 1994).
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Otra de las rutas existentes para la degradacion de Tolueno es la ruta TOD, que fue
descrita por primera vez para la cepa Pseudomonas putida (Gibson et al..1970).

Esta cepa degrada tolueno a través de una ruta en la que en el primer paso se forma el
compuesto cis-2-3-dihidro-2,3-dihidroxitolueno, a través de wuna reaccion de
dioxigenacion llevada a cabo por el tolueno dioxigenasa.

Pseudomonas putida DOT es capaz de usar el tolueno, benceno y etilbenceno como

Unica fuente de carbono y energia a partir de ruta TOD.
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2.3.2 Las Bacterias Degradadoras De Hidrocarburos

Las poblaciones bacterianas que se encuentran en mayor cantidad en los lugares
contaminados se adaptan al medio gracias a que poseen caracteristicas metabolicas
que les permiten usar como fuente de carbono al contaminante o una fraccion de este
cuando la fuente de carbono al contaminante o una fraccion del mismo. Cuando la
fuente de carbono es un substrato insoluble como un hidrocarburo, los
microorganismos facilitan la biodisponibilidad produciendo substancias como
carbohidratos, acidos grasos, enzimas y biosurfactantes.

Se ha logrado identificar una gran variedad de microorganismos con la capacidad de

degradar compuestos derivados del petroleo (Valderrama. Téllez- Sosa 2000).

Organismo Sustancia
Pseudomonas putida n-Cg N-Cyp
Pseudomonas aeruginosa n-Cs n-Cy7
Acinetobacter sp C10-Cyo
Acinetobacter calcoaceticus Cis
Pseudomona sol 20 n-C,-Cy»
Saccharomyces cerevisiae n-C;- Cyy

trimethylmethan
2-2 Dhymetil propan
2-Methybutan

2-3 Methybutan

Pseudomona sp Naphtalin
Escherichia coli Benz(a)Pyren
Mycobacterium sp Piren
Pseudomona butanovora n- butan
Morasella species Benzol
Morasella species Benzol
Pseudomona paucimobilis Phenantheren
Pseudomona vesicularis Fluoren
Pseudomona putida Benzol
Pseudomona putida Toluol

Tablal: Organismos que intervienen el en proceso de degradacion (Olivier: Margot
2005).
No todos los compuestos de petroleo se degradan con la misma facilidad por los
microorganismos del suelo. Se tiene las siguientes generalizaciones para la
biodegradacion de hidrocarburos: Los compuestos alifaticos de cadena lineal
(parafinicos) se degradan maés facilmente que los compuestos aromaticos. (M.Adriana,
2011)
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La actividad bioldgica de los microorganismos altera la estructura molecular de los
hidrocarburos de petréleo en diversos grados. Cuando la descomposicion del compuesto
organico lleva a la formacion de una forma intermedia menos tdxica ocurre una
biotransformacion. Cuando se logra la descomposicién a didéxido de carbono, agua y
compuestos celulares se logra la mineralizacion. Ambas reacciones se producen durante
la biodegradacion. (Rios, 2012)

2.3.3. Pseudomonas Aeruginosa

Es una bacteria gram-negativa pertenece a la familia Pseudomonaceae. Se trata de un
bacilo recto o ligeramente curvado Gram negativo, con un tamafio de 2—4 x 0,5-1 micras,
y movil gracias a la presencia de un flagelo polar crecen entre 10 y 42°C Estas bacterias
crecen en areas humedas, en relacion con su metabolismo, es aerobio (aunque puede
desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa positiva y oxidasa
positiva. Se caracteriza por producir una variedad de pigmentos, como la piocianina (de
color azul verdoso), la pioverdina (pigmento fluorescente de color verde amarillento) y la
piorrubina (de color rojo), la mayoria de las cepas presentan un olor caracteristico similar

a la uva o una fruta madura. (Databio, 2016)

Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de Esta bacteria es capaz de utilizar una
enorme variedad de compuestos organicos como sustrato para crecer, capacidad que le
permite colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos

pueden asimilar. ambientes tan inhdspitos como son el combustible. (Soberdn, 2014)

2.4. FACTORES QUE DETERMINAN EL PROCESO DE BIODEGRADACION
2.4.1. Oxigeno (Oy).

La disponibilidad de oxigeno es necesaria para la bio-oxidacion de los compuestos
organicos. Las reacciones de oxidacion son las de mayor importancia en la
biodegradacion de los hidrocarburos, las condiciones aerobias en el suelo, ademas
redistribuye los nutrientes, contaminantes Yy microorganismos, favoreciendo la
degradacion de los contaminantes. La frecuencia de aireacion del suelo dependera del

tipo de suelo y la concentracién de contaminantes.
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2.4.2. Humedad (H)

La humedad es necesaria para el crecimiento adecuado de los microorganismos del suelo,
pero a su vez una excesiva humedad puede reducir la disponibilidad de oxigeno. La
USEPA (1995) recomienda mantener la humedad del suelo en el rango de 40% a 85% de
la capacidad de campo. Guerrero (1993) sefiala que es conveniente mantener una
humedad del orden del 70% de la capacidad de campo.

Potencial de Hidrogeno (pH)

Para mantener el crecimiento de los microorganismos degradadores de hidrocarburos, el
pH del suelo debe tener valores en el rango de 6 — 8 (USEPA, 2003). Valores de pH
mayores a 6,5 minimizan la solubilizacion y migracion de los metales pesados y proveen
las condiciones 6ptimas para la biodegradacion. Si los suelos tuvieran valores de pH muy

bajos se sugiere emplear cal como material encalante.

2.4.3. Temperatura (T°)

La temperatura tiene una influencia importante en la tasa de degradacion de los
hidrocarburos, debido a que el crecimiento y la actividad metabdlica de los
microorganismos estan en funcion de esta. La USEPA (2003) indica que, en el rango de
10 a 45°C, la actividad microbiana se duplica cada 10 °C, siendo el rango 6ptimo para el

proceso de biodegradacion.

2.4.4. Nutrientes

Los microorganismos requieren de nutrientes inorganicos como nitrégeno y fosforo para
mantener su crecimiento. En general, se recomienda agregar nutrientes usando
fertilizantes agricolas comerciales como urea, nitrato de amonio o superfosfato triple.
Dichos compuestos pueden adicionarse en solucién junto con el riego o en forma seca
incorporandose mediante el volteo de los suelos con la maquinaria agricola. La
dosificacion de nitrogeno y fdsforo se realiza en funcion de la concentracion de
contaminante de acuerdo a una relacion que vincula C: N: P y que varia segin los
autores. La USEPA (2003) sugiere una relacion 100:1, 10:1, 1:0,5.

2.4.5. Textura del suelo

Guerrero (2001). La textura del suelo afecta la permeabilidad, el contenido de humedad y

la densidad del suelo. Para asegurar que la disponibilidad de oxigeno, la distribucion de
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nutrientes y el contenido de humedad se mantengan en rangos efectivos para la
biodegradacion es importante conocer la textura, la estructura y composicion de los

suelos.

Mineral Agua ,
, 50% 25%

Materia Aire,
organic 25 %
a, 5%

Figura 3: Composicién del suelo. Fuente: Portal de Suelos FAO 2006

2.5. TASA DE BIODEGRADACION

La tasa de biodegradacion de los contaminantes dependera de la estructura quimica de los
mismos. Mientras mas compleja es la estructura molecular del contaminante su
biodegradacion sera mas lenta (Arbeli, 2009).

En general los compuestos alifaticos de bajo peso molecular y los constituyentes monos
aromaticos son degradados con mayor facilidad que los compuestos alifaticos de alto
peso molecular y poli aromaticos (Hilderbrando, 2012).

De otro lado, cuando la concentracién del contaminante es alta se puede producir
inhibicion del desarrollo microbiano (disminuyendo su capacidad de metabolizacion) o si
es muy alta que intoxique a los microorganismos y estos mueran. Asimismo, esta
organizacion indica que por encima del 30 por ciento se han observado casos donde la

velocidad es muy baja pero no nula (Usepa, 2003).
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Figura 4: Proceso de degradacion de hidrocarburo. Fuente: Portal de Suelos FAO
2006

2.6. TOLUENO

Es un liquido incoloro con un olor caracteristico. El tolueno ocurre en forma natural en el
petréleo crudo y en el arbol told. El tolueno o metilbenceno C6H5CH3 es un
hidrocarburo aromatico desde un punto de vista quimico, el tolueno se produce en la
Ilamada ciclo de hidrogenacion del n-heptano, cuando éste se encuentra en presencia de
los catalizadores. Se consigue también como un subproducto en la fabricacion de
compuestos como el etileno o el propeno. (ATSDR, 2016)

El tolueno tiene una produccion mundial de entre 5 a 10 millones de toneladas al afio.
Ademas de su uso como materia prima, el tolueno se afiade a diferentes combustibles,
siendo usado como antidetonante. También es ampliamente usado como disolvente de
pinturas, barnices de celulosa, diluyente de tintas fotograbado, caucho y resinas, asfalto,
brea y acetilcelulosas, se utiliza en la fabricacion de detergentes, productos de limpieza.
Es una importante materia prima para sintesis organicas, como las de cloruro de benzoilo,
sacarina, cloramina y un gran nimero de colorantes (Wikilibros, 2017).

Posee uso en los materiales adhesivos, asi como diluyente en un tipo de lacas, las nitro
celulésicas. El tolueno es el material de partida para la sintetizacion del famoso explosivo
2,4,6-trinitrotolueno (TNT). Y en general podemos decir que el tolueno es ampliamente

utilizado como disolvente en las sintesis (Mendez, 2010).
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Férmula

semidesarroll CsHsCH3
ada
Férmula
molecular CHs
Masa

92,1381 g/mol
molecular
Densidad 866,9 kg/ m3; 0.8669 g/ cm3
Punto de 178,2 K (-95 °C)
fusion
Punto de 383,38 K (111 °C)
ebullicion
Temperatura 591,64 K (318 °C)
critica
Viscosidad 0.59 cup a 20°C
Funto dg , 6°C
inflamacion
L|m|te§ (.je 1,2-7%V
explosividad
Umbral de
olor 0,2 ppm

En agua: 0,57g/L a 20-25°C
En agua de mar: 0,38g/L
Solvolisis Su solubilidad es ilimitada en
cloroformo, acetonay éter
1ppm=3.83 mg/m3

Factor de
conversion

Tabla2: Datos Fisicos y quimicos del Tolueno

1mg/m3=0,261 ppm

A pesar de su amplia aplicacion, el tolueno es bastante nocivo, muy toxico (aunque, aun
asi, su toxicidad sigue siendo menor a la del benceno), pues los anillos aromaticos que se
oxidan generando epoxidos, los cuales se sabe que poseen actividad cancerigena en el
benceno (R.Raul, 2012).

2.6.1. Efectos Sobre La Salud

2.6.1.1 Por inhalacion:

El Tolueno se puede oler a partir de concentraciones alrededor de las 8 ppm, que es un
valor muchas veces menor a los valores considerados como peligrosos por diferentes
instituciones internacionales y por tal razén se considera que el olor es una buena
forma de advertencia ante peligros respiratorios que se puedan presentar con esta
sustancia. en estos casos las concentraciones de Tolueno en el aire pueden llegar a
alcanzar con facilidad valores de 20.000 o0 30.000 mg/m3 (Disease, 2011).

Los vapores del Tolueno son mas pesados que el aire y tienden a permanecer en

niveles cercanos al suelo; de esta manera, pueden causar asfixia en lugares cerrados,
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pobremente ventilados o en areas bajas donde se puede acumular. Los vapores que
provoca el tolueno tienen efectos narcoticos e irritantes. Respirar grandes cantidades
de tolueno afecta negativamente al sistema nervioso humano, los rifiones, el higado y
el corazén. Si se inhalan en gran cantidad pueden llegar a provocarnos la muerte en el
peor de los casos. El tolueno debe encontrarse dentro de unas concentraciones
maximas permitidas, estas son de 50 partes por millon en las zonas de trabajo con el
producto (Alberto, 2016).

Humanos expuestos a 200 ppm por 8 horas presentaron fatiga, debilidad, confusion,
lacrimacion e irritaciones musculares; a 600 ppm por 8 horas también se presentd
euforia, dolor de cabeza, mareo, dilatacion de pupilas y nausea; a 800 ppm por 8 horas
los sintomas fueron méas pronunciados y los efectos posteriores incluyeron fatiga

muscular e insomnio por varios dias (Mondragén, 2015).

De forma aguda por exposiciones de 100 ppm seis horas al dia por cuatro dias se
presentan efectos en el sistema nervioso central (dolor de cabeza, mareo, intoxicacion)
e irritacion ocular. Exposicion por 8 horas al dia en los mismos cuatro dias a la semana
provoca los mismos efectos anteriores y otros mas graves que incluyen euforia,
pupilas (Trabajo, 2007).

2.6.1.2 Contacto Piel/Ojos

La absorcién de Tolueno por la piel se puede presentar ya sea por el contacto con
Tolueno en forma liquida o por el contacto con sus vapores. Por esta via se
absorbe de forma mas lenta que en comparacion con la inhalacion o la ingestion y
su valor puede estar en el intervalo de 14 a 23 mg/cm2 /hora. EI Tolueno que se
absorbe por la piel se distribuye por todo el organismo igual que en el caso
respiratorio y de la misma forma se puede eliminar por la orina o por su

exhalacion en la respiracion (Toxicological Profile for Toluene, 2014).

En los ojos el Tolueno puede ingresar por la presencia de vapores en el ambiente o
por salpicaduras accidentales. El vapor de Tolueno es solo ligeramente irritante
para las membranas mucosas; no obstante, si estd en forma liquida puede generar

lesiones en la cornea. La irritacién ocular por causa de vapores de Tolueno se
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inicia a partir de concentraciones cerca de 300 ppm (Toxicological Profile for
Toluene, 2014)

Las salpicaduras en los ojos causan por lo general dolor y sensacion de ardor,
conjuntivitis, espasmos en los parpados e inflamacion de la cdrnea humanos
expuestos a Tolueno entre 6 y 8 horas a concentraciones de 100 ppm desarrollan
irritacién ocular irritacion conjuntiva y dafio en la cdrnea, pero sin pérdida de la
vision (Medical Management Guidelines (MMGs), 2014).

2.6.1.3 Ingestion

La exposicion a Tolueno por ingestién en pequefias cantidades resulta de beber
agua contaminada o comer alimentos preparados con agua contaminada, también
es posible la ingestion por la contaminacion directa de los alimentos con Tolueno

(Toxicological Profile for Toluene, 2014).

El Tolueno se puede detectar por el sentido del gusto a partir de concentraciones
entre 0,04 y 1 ppm; cuando se ingiere, se absorbe completamente en el tracto
gastrointestinal y comparte el mismo camino que aquel que entra por la inhalacion
o por la piel, eliminandose por la respiracion y por la orina de forma directa en el
estbmago luego de una ingestion aguda de Tolueno se presenta irritacion
estomacal, nausea, vomito y diarrea. Si el Tolueno se absorbe y distribuye por el
organismo se produce depresion severa del sistema nervioso central que puede
generar la muerte por asfixia o falla cardiaca en el individuo expuesto (Public
Health Statement Toluene, 2015).

2.7. COMPORTAMIENTO EN EL MEDIO AMBIENTE DEL TOLUENO
2.7.1. Agua:

El tolueno es una amenaza para el agua. Por su volatilidad escapa parcialmente a la
atmasfera, pero su solubilidad en agua es suficiente para provocar problemas de

contaminacion en los cuerpos de agua superficiales y subterraneos (RIPPEN, 1989).
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2.7.2. Aire:

La mayor parte del tolueno que se libera al medio ambiente va a la atmosfera,
debido a su elevada presion de vapor. La degradacion es bastante eficiente, de
manera que muy poca cantidad de esta sustancia vuelve al suelo por deposicion
seca 0 mojada (RIPPEN, 1989).

2.7.3. Suelo:

El tolueno se adsorbe, fundamentalmente, a particulas de arcilla y materia organica.
La capacidad de adsorcion aumenta a medida que disminuye el pH. Si no se
derrama en grandes cantidades, el tolueno que ha ingresado al suelo escapa hacia la

atmasfera o sufre transformaciones quimicas y biodegradacion (RIPPEN, 1989).
2.7.4 Degradacion, productos de la descomposicion y tiempo de vida media:

Se estima que el tiempo de vida media del tolueno en el aire es de
aproximadamente 60 horas (reacciona con los OH). El tiempo de persistencia
durante el verano en climas nérdicos es de unos 4 dias, en tanto que en el invierno
este periodo se extiende a varios meses; en los trépicos, oscila entre algunos dias y
algunas semanas independientemente de la estacion del afio (RIPPEN, 1989).

2.8 Propuesta experimental

El suelo es un medio muy importante para el desarrollo fundamental de ciertas
actividades, como la agricultura, que se ven afectadas por accidentes de derrame
de hidrocarburos o porque efecto produce un mal proceso de extraccion del
mismo; por lo expuesto, el presente trabajo tiene la finalidad de buscar
metodologias o técnicas mas efectivas para remediar suelos que hayan sido
contaminados por derivados de hidrocarburos. Para ello, se llevard a cabo un
experimento que estudiara la capacidad biodegradadora de Tolueno por
Pseudomonas aeruginosa; se aplicara diferentes concentraciones de la bacteria en
los suelos contaminados por derrames de petroleo donde se vera la efectividad de

las bacterias nativas para degradar el Tolueno.
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Figura 5: Ruta Metabélica del Tolueno Fuente: Tomada de Biocatalisis de
PubMed 2011

1. MATERIALESY METODOS

3.1 Recoleccién del suelo contaminado.

La investigacion realizada es experimental por el cual se realizé un muestreo aleatorio
simple del suelo contaminado, la toma de muestra fue a una profundidad de 10 cm, las
muestras fueron extraidas de la Refineria de PETROPERU, localizada en la margen
izquierda del rio Amazonas, a 14 kilémetros de la ciudad de lquitos, capital de la
provincia de Maynas, en la Region Loreto. Se tuvo algunas inconvenientes al momento

de la toma de muestra debido a que las autoridades de Petro Per no estaban presentes,

vigilancia solo permiti6 tomar muestras de la parte externa de la refineria.

Figura 6:Ubicacion de la refineria Petro Per(. Fuente Google maps. -3.631973,-
73.203421.
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Para la recoleccién de las muestras se empled equipos de proteccion personal (EPP):
Guantes, mascarilla, casco de seguridad, botas, guardapolvo, espatula, balde de 15
litros, bolsas herméticas y un marcador, ademas se codifico la muestra respectivamente

(lugar, tipo de muestra, fecha y hora).

Se recolectd 20 Kg de muestra en el balde de 15 litros y 500 g en 2 bolsas herméticas.
(Eca N° 003-2014-MINAM), el transporte se ejecutd a temperatura ambiente.

Para la cuantificacion inicial de Tolueno por Cromatografia de Gases, se envié 1kg de
muestra de suelo contaminado por derrames de petréleo crudo pesado al Laboratorio de
Investigacion y Certificaciones —LABICER, de la Universidad Nacional de Ingenieria

Facultad de Ciencias (Dominguez & Lecca 2022).

3.1.1 Preparacion del suelo contaminado para la extraccion de hidrocarburos.

Se realizo un pre tratamiento al suelo contaminado el cual consistio en triturar el suelo
hasta volverlo suave, secarlo a medio ambiente por 4 horas para luego ser llevado a la
estufa marca Felisa a 100 °C durante 8 horas, hasta que la muestra pierda toda la humedad.
En esta etapa eliminamos microorganismos presentes en el suelo para evitar una
competencia con nuestra bacteria Pseudomonas aeruginosa.

Posteriormente, retiramos el suelo de la estufa y se colocé en un desecador para que tome
la temperatura ambiente, después la muestra fue pesada nuevamente, registrando el peso
final. El porcentaje de humedad se determind por la diferencia de pesos utilizando la
siguiente formula. (Fernandez 2006)

% humedad= (peso inicial-peso final) / (peso inicial) *(10

3.2 Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa
3.2.1 Preparacion del medio Agar Cetrimide
Se prepar6 medio de cultivo Agar Cetrimide especifico para Pseudomonas
aeruginosa. Composicion quimica del medio Agar Cetrimide (70 ml), Cetrimide (3.29
g/Glicerol (0.7ml), Agua Destilada (70ml) y Fenazopiridina (0.0015ml).

Se llevo a la cocina a calentar a ebullicion para disolver el medio por completo.

Luego se esteriliz6 en autoclave a 1 atm de presion (121 ° C) durante 15 minutos
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3.2.2 Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa

El aislamiento consisti6 en agregar 50 g de sedimento (muestras de suelo
contaminado de la refineria de PETROPERU -Iquitos) en un vaso precipitado de
250 ml, después se adicion6 100 ml de suero fisiolégico, homogenizar hasta
disolver el suelo en la solucidn, luego fue colocada en la Incubadora a 30 °C por 24
horas. Después de 24 horas tomar asadas de la solucion (50 g suelo contaminado +
100 ml solucion salina) y realizar siembra por estrias en placas Petri con medio de
cultivo Agar Cetrimide especifico de Pseudomonas aeruginosa (Dominguez &
Rosales 2022).

3.2.3 Cultivo de Pseudomonas aeruginosa en Agar Cetrimide

Se prepar6 medio de cultivo Agar Cetrimide especifico para Pseudomonas
aeruginosa. Composicion quimica del medio Agar Cetrimide (200 ml), Cetrimide
(9.4 g/Glicerol (2 ml), Agua Destilada (200ml) y Fenazopiridina (0.0042ml).

Se llevo a la cocina a calentar a ebullicion para disolver el medio por completo.

Se esterilizé en autoclave a 1 atm de presion (121 ° C) durante 15 minutos. (King,
2013). Luego realizar siembras por estrias en placas petri, llevar a incubacién por

36 horas a una temperatura de 30°C.

3.3 Seleccidn de cepas bacterianas Pseudomonas aeruginosa

Para la identificacion de Pseudomonas aeruginosa se determinG por el analisis
macroscopico y microscépico, y pruebas bioquimicas como tincion de Gram y
oxidasa positiva, para determinar el género y la especie segin el Manual
Bergey’s.14 L. Con la finalidad de confirmar la capacidad de biodegradacion de
Pseudomonas aeruginosa en la biodegradacion de Tolueno, se cultivaron en 250 ml
de medio HB (Bushnell Haas, 1941) con (1%) de Tolueno como Unica fuente de
carbono. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente en un shaker a 150 rpm
durante 48 horas. Se midié la densidad dptica de cada cultivo al inicio T(0) a las 24
horas (T24) y 48 horas (T4s) a 600 nm en un espectrofotometro Spectronic 20 (
Baush & Lomb).
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3.3.1 preparacion del medio de mantenimiento -medio agar glutamato.

Se peso Glutamato mono sédico (0.5g/L), Almidén soluble (1 g/L)
Dihidrégenofosfato K (0.1 g/L), Sulfato de Magnesio (0,025 g/L), Rojo Fenol
(0,018 g/L), Agar Bacterioldgico (1 g/L), y adicionamos en un Matraz Erlenmeyer
Agua Destilada (100 ml).

Se llevo a la cocina a calentar a ebullicién para disolver el medio por completo. Se
esterilizo en la autoclave a 1 atm de presion (121 ° C) durante 15 minutos (King W.
R., 2003)

3.3.2 Siembra de Pseudomonas aeruginosa en Agar Glutamato.

A partir del cultivo bacteriano obtenido en el medio Agar Cetrimide, se tomé una
azada y se realiz6 la siembra por estrias para la mantencion de la cepa, en 4 placas
Petri, también se realiz6 cultivo puro en 2 viales inclinados.

Se Incubo a una temperatura de 30°C por 24 horas. Luego se llevo a refrigeracion a
una temperatura de 3°C por 15 dias, pasado los 15 dias realizar subcultivo de

Pseudomonas aeruginosa (Gerard J. Tortora, 2007)

3.4 Establecimiento de la concentracion inicial del in6culo

Para el establecimiento de la concentracion inicial del inoculo primero se
seleccioné el Tubo N° 6 de McFarland, a una concentracion de 18x10® UFC/mI que
determina una turbidez establecida.

Se utiliz6 tubos de ensayo con solucion salina fisiolégica y se tomé asépticamente
asadas del cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa hasta llegar a la turbidez del
tubo N° 6 (18x10®), luego se hicieron diluciones para obtener las concentraciones
de 30x10%, 30x10° y 30x10® UFC/mI (Rojas-Trivifio, 2011)

Dilucién 30x10°%: Se toma 5 ml de inoculo del Tubo N° 6 (18x10®), y agregamos
Iml de agua destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo una
concentracion de 15x108, este proceso se realiza 2 veces para obtener 2 tubos de
ensayo con la solucién 15x108, posteriormente se unen las 2 diluciones de 15x10°
formando 30x10° UFC/ml.

Dilucién 30x10°%: Se toma 1 ml de inoculo de la concentracion (15x10°%), y
agregamos 9 ml de agua destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo
una concentracion de 15x107, en 2 tubos de ensayo agregamos 1 ml de inoculo de la
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concentracién (15x107), y agregamos 9 ml de agua destilada estéril obteniendo la
concentracién 30x10° UFC/ml

Diluciéon 30x10*: Se toma 1 ml de inoculo de la concentracion (30x10°), y
agregamos 9 ml de agua destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo
una concentracion de 30x10°, otra vez agregamos 1 ml de inoculo de la
concentracién (30x10°), y agregamos 9 ml de agua destilada estéril obteniendo la
concentracién 30x10* UFC/m.

Se realizo peso seco para determinar g/L de células presente en cada concentracion

de Pseudomonas aeruginosa.

3.5 Preparacion del caldo de soja tripticasa.
Pesamos 8.5g del medio digerido de soja-caseina (medio de crecimiento eficiente
en el cual los microorganismos presentan un mayor desarrollo) y se disolvio en 270
ml de agua destilada para cada réplica, para nuestro control se pesaron 9g y se
disolvié en 300ml de agua destilada.
Se llevo a la cocina a calentar a ebullicion para disolver el medio por completo.
Se esterilizo en la autoclave a 1 atm de presion (121 ° C) durante 15 minutos.

(Farmacopea, 2008)

3.5.1 Tratamiento en Matraces de 500ml.

 Se realizo 3 réplicas por cada conce ntracion de Pseudomonas aeruginosa. Y se
uso un testigo o control.

» En el tratamiento 1 se coloc6 en un matraz de 500ml, 270 ml de caldo tripticasa de
soya+ 50g de suelo contaminado con petréleo crudo + 30 ml de Pseudomonas
aeruginosa (30x10* UFC/ml), se haran 3 repeticiones.

« En el tratamiento 2 se coloco en un matraz de 500ml, 270 ml de caldo tripticasa de
soyat+ 50g de suelo contaminado con petroleo crudo + 30 ml de Pseudomonas
aeruginosa (30x10° UFC/ml), se hizo 3 repeticiones

» En el tratamiento 3 se coloco en un matraz de 500ml, 270 ml de caldo tripticasa de
soya+ 50g de suelo contaminado con petroleo crudo + 30 ml de Pseudomonas

aeruginosa (30x10® UFC/ml), se hizo 3 repeticiones
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* En otro matraz de 500 ml se realiz6 un blanco el constara de 300 ml de caldo

tripticasa de soya+ 50g de suelo contaminado con petréleo crudo.

« Para la toma de muestra se utiliz6 Mascarilla para evitar la inhalacién directa del

Tolueno. Al dia 7, 14, 21 y 28 dias por cada tratamiento, se hicieron tomas de muestra

de 5ml, para la cuantificacién de g/L de Tolueno presente en la muestra, que se realiz6

por HPLC en el Laboratorio de Investigacion de Tecnologias Limpias y Emergentes -

UNT

» Para determinar los g/L de Pseudomonas aeruginosa en cada toma de muestra, se

realiz6 peso seco.

TRATAMIENTOS

Replicas T1 T2 T3

R1 270 ml de caldo 270 ml de caldo 270 ml de caldo
tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g
de suelo contaminado de suelo contaminado de suelo contaminado
con petrdleo crudo + 30 | con petréleo crudo + con petréleo crudo +
ml de Pseudomonas 30 ml de Pseudomonas 30ml de Pseudomonas
aeruginosa(30x10%) aeruginosa(30x10°) aeruginosa(30x10°)

R2 270 ml de caldo 270 ml de caldo 270 ml de caldo
tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g
de suelo contaminado de suelo contaminado de suelo contaminado
con petroleo crudo + 30 | con petrdleo crudo + 30 | con petrdleo crudo +30
ml de Pseudomonas ml de Pseudomonas ml de Pseudomonas
aeruginosa(30x10%) aeruginosa(30x10°) aeruginosa(30x10°)

R3 270 ml de caldo 270 ml de caldo 270 ml de caldo
tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g tripticasa de soya+ 50g
de suelo contaminado de suelo contaminado de suelo contaminado
con petrdleo crudo + 30 | con petréleo crudo + con petréleo crudo + 30
ml de Pseudomonas 30 ml de Pseudomonas ml de Pseudomonas
aeruginosa(30x10%) aeruginosa(30x10°) aeruginosa(30x10°)

Blanco 300 ml de caldo tripticasa de soya+ 50g de suelo contaminado con petréleo
crudo.

Tabla 3: Tratamientos aplicados para la biodegradacion de tolueno.
DISENO EXPERIMENTAL: Disefio Factorial 3 x 1 con 3 repeticiones.

N2 Blanco TRATAMIENTOS

Dia 7 R1 T1(r1, r2, r3) T2(r1, r2, r3) T3(r1, r2, r3)
Dia 14 R1 T1(r1, r2, r3) T2(r1, r2, r3) T3(r1, r2, r3)
Dia 21 R1 T1(r1, r2, r3) T2(r1, r2, r3) T3(r1, r2, r3)
Dia 28 R1 T1(r1, r2, r3) T2(r1, r2, r3) T3(r1, r2, r3)

Tabla 4: N° de dias para la toma de muestra por cada replica y tratamiento 1,2 y

3 de las diferentes concentraciones.
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3.7 Cinética Microbiana

Para el célculo de los rendimientos se realizaron mediante las siguientes formulas:
Yx/s: Coeficiente de rendimiento (g/g)

Biomasa Final — Biomasa Inicial
Yx/s

~ Sustrato inicial — Sustrato final

Qx: Productividad Volumétrica de Biomasa (g/L.h)

Biomasa Final — Biomasa Inicial

Qx = Tiempo

Qs: Productividad VVolumétrica de Sustrato (g/L.h)

Sustrato final — Sustrato inicial

Os = Tiempo

3.6 ANALASIS ESTADISTICO

Para determinarla capacidad biodegradadora de tolueno usando Pseudomona
aeruginosa en derrames de petrdleo crudo, Se utiliz6 ANOVA con un 95% de nivel
confiabilidad para determinar la relacion entre la interaccion entre las variables y su
impacto en la variable dependiente: biodegradacion de tolueno.

Se empled el programa STATISTICA wversion 10. lo cual permite disefar el

experimento, analizar los datos, entender y visualizar los resultados con facilidad.

IV. RESULTADO Y DISCUSION
Replica 1: ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

[Tolueno] g/L
Concentracion de P. aeruginosa 7 dias 14 dias 28 dias
[ ] de P. aeruginosa 30x10* “*“™ | 0.8034767 0.8448817 0.7719244
[ ] de P. aeruginosa: 30x10° "™ | 0.7815103 0.7308103 0.6801103
[ ] de P. aeruginosa: 30x10° "™ | 0.60673028 0.56203992 0.49443992

Tabla 5: Resultados de la muestra de la primer replica.
Tabla 5 muestra las concentraciones de P. aeruginosa vs tiempo, resultado a los 7 dias,
14 dias y 28 dias. En el dia 7 la [ ] de P. aeruginosa 30x10* se observé una

concentracion de 0.8034767 g/L de Tolueno y a los 28 dias 0.7719244 g/L.

44



Respecto a la [] de P. aeruginosa 30x10° en el dia 7 se obtuvo una concentracion de
Tolueno de 0.7815103 g/L y a los 28 dias fue de 0.6801103 g/L.

Enla[] de P. aeruginosa 30x10° a los 7 dias de tratamiento obtuvimos una
concentracion de tolueno de 0.60673028 gr/L y a los 28 dias, una concentracion de
0.49443992 gr/L de Tolueno.

REPLICA 2: Biodegradacion de Tolueno

Blanco
Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00000 0.3858572
14 0.00000 0.3710002
21 0.00000 0.3700000
28 0.00000 0.3644702

Tabla N°6. Peso en gramos de biomasa del disefio patrdn vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

BLANCO
0.45000
0.40000
0.35000 @ ——0o
0.30000
0.25000
0.20000
0.15000
0.10000
0.05000
0.00000 ° ° ° °
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo(dias)

Tolueno(g)

® Biomasa —@—tolueno

Grafica 1. Peso en gramos de biomasa del disefio patron vs sustrato.

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos sustrato (Tolueno) una disminucion de

tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10*UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa () [] Tolueno (g/ml)
7 0.00040 0.2574
14 0.00130 0.1354
21 0.00300 0.0873
28 0.00370 0.0737

Tabla N°7. Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato
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Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30x10%(Matraz-1)

0.00400 0.3000
— 0.2500 —
oo
e 0.00300 \ 0.2000 o
g 0.00200 0.1500 &
=]
IS —_— 0.1000 3
2 0.00100 0.0500 2
0.00000 0.0000
0 10 20 30
Tiempo(dias)
—=#— ] P.aeuriginosa (g] =—#=—{] Tolueno (g/ml)

Yx/s(g/g) Qx(g/L.d) Qs(g/L.d)
0.04887 | 0.0001285 0.002630

Grafica 2. Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10* vs sustrato
Fuente: Dominguez & Rosales 2022

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10* hay
aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato
(Tolueno) se observa una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al
tiempo, el coeficiente de rendimiento se determin6é mediante las siguientes formulas:
Yx/s: Coeficiente de rendimiento (g/g)

Biomasa Final — Biomasa Inicial
Sustrato inicial — Sustrato final

0.00370 — 0.00040
0.2574 — 0.0737

Yx/s = 0.04887 g/g
Qx: Productividad Volumétrica de Biomasa (g/L.h)

Yx/s =

Yx/s =

Biomasa Final — Biomasa Inicial

Qx = Tiempo

~0.00370 — 0.00040
Qx = 28

Qx = 0.0001285 g/L.h
Qs: Productividad Volumétrica de Sustrato (g/L.h)

0 Sustrato final — Sustrato inicial
S =

Tiempo
0.0737 — 0.2574
28
Qx =0.002630 g/L.h

Qx =
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30x10*UFC/ml

Matraz 2

Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00030 0.1995612
14 0.00100 0.1153167
21 0.00350 0.0767883
28 0.00400 0.0613791

Tabla N°8. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10* vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30X10%(MATRAZ-2)
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Grafica 3. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10* hay
aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato

(Tolueno) se observa una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al

tiempo.

—a—[] P.aeuriginosa (g)

=—#— ] Tolueno (g/ml)

Yx/s(g/g)

Qx(g/L.d)

Qs(g/L.d)

0.061910325

0.000135714

0.00219211

Fuente: Dominguez & Rosales 2022

Tolueno(g)

30x10*UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00020 0.1405448
14 0.00090 0.0933704
21 0.00280 0.0761645
28 0.00320 0.0564028

Tabla N°9. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10% vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

a7




30x10%(Matraz-3)

0.16 0.00350

0.14 0.00300
_ 012 0.00250 __
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—#—[] P.aeuriginosa (g} =—#=—[] Tolueno (g/ml)

Yx/s(g/g) | Qx(g/L.d) Qs(g/L.d)
0.05496 0.0001107| 0.002014

Grafica 4. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo

30x10°UFC/ml
Tiempo [1 P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00050 0.0559
14 0.00270 0.0469
21 0.00340 0.0437
28 0.00560 0.0405

Tabla N°9. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato
Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30x108(Matraz-1)

0.0600 0.00600
_0.0500 0.00500
= 0.0400 0.00400 &
» o
£ 0.0300 0.00300 S
S 0.0200 0.00200 S
o +
0.0100 0.00100
0.0000 0.00000
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo(dias)

—#—[] P.aeuriginosa (g) =—®=—{] Tolueno (g/ml)
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Yx/s(g/g)

Qx(g/L.d)

Qs(g/L.d)

0.1235

0.0001785

0.001445

Grafica 5. Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° hay
aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato

(Tolueno) se observa una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al

tiempo

Fuente: Dominguez & Rosales 2022

30x10°UFC/ml Matraz 2
Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00070 0.0533751
14 0.00280 0.0464482
21 0.00360 0.0436198
28 0.00440 0.0404445

Tabla N°11. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

30*1076(Matraz-2)

\

—a—[] P.aeuriginosa (g)

15
Tiempo(dias)

20 25

=—8—[] Tolueno (g/ml)

Yx/s(g/g)

Qx(g/L.d)

Qs(g/L.d)

0.09148

0.0001321

0.001444

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 6. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30x10° hay aumento

de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

Fuente: Dominguez & Rosales 2022

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.
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30x10°UFC/ml

Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00060 0.0484347
14 0.00270 0.043815
21 0.00350 0.042541
28 0.00480 0.0396346

Tabla N°12. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato
Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30*1076(Matraz-3)
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Yx/s(g/g)
0.10596802

Qx(g/L.d)
0.00015

Qs(g/L.d)
0.00141552

Grafica 7. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30x10° hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo

30x10°UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa (g) |[] Tolueno (g/ml)
7 0.00120 0.0383
14 0.00670 0.0354
21 0.00768 0.0273
28 0.01050 0.0139

Tabla N°13. Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato
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Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30*1078(Matraz-1)
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Yx/s(g/g) Qx(g/L.d) Qs(g/L.d)
0.691587842 | 0.000342857 | 0.000495754

Grafica 8. Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30x10° hay aumento

de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo.

30x10°UFC/ml Matraz 2
Tiempo [] P. aeruginosa (g) | [] Tolueno (g/ml)
7 0.00110 0.0382205
14 0.00510 0.0301446
21 0.00750 0.024789
28 0.01030 0.0125002

Tabla N°14. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.

30x10%(Matraz-2)
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51



Yx/s(g/g) Qx(g/L.d) Qs(g/L.d)
0.743988096 | 0.000332143 | 0.00044644

Grafica 9. Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30x108 hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo

30x10°UFC/ml
Tiempo [1 P. aeruginosa (g) |[] Tolueno (g/ml)
7 0.00080 0.0359638
14 0.00430 0.0285481
21 0.00690 0.022239
28 0.00960 0.0102985

Tabla N°15. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato
Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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0.85449337 | 0.000314286 | 0.0003678

Grafica 10. Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*108 vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30x10°hay
aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato

(Tolueno) se observa una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al

tiempo
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REPLICA 3: Biodegradacion de Tolueno

Blanco
Tiempo |[] P. aeruginosa (Q) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00000 0.463144
14 0.00000 0.374606
21 0.00000 0.371000
28 0.00000 0.370000

Tabla N°17. Peso en gramos de biomasa del disefio patron vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 11. Replica 3 Peso en gramos de biomasa del disefio patrén vs sustrato.
Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafica 11 se observa el peso en gramos del sustrato (Tolueno) se observa una

disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10*UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa () [] Tolueno (g/ml)
7 0.00020 0.280271
14 0.00090 0.127343
21 0.00280 0.082926
28 0.00330 0.080005

Tabla N°18. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 12. R3 Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10°4 hay

aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se

observa una disminucién de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo

30x10*UFC/ml Matraz 2

Tiempo [1 P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g)
7 0.00030 0.208238
14 0.00100 0.113583
21 0.00360 0.077658
28 0.00400 0.068654

Tabla N°19. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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YX/s Qx Qs
0.004894725 | 0.000135714 | 0.0277266

Grafica 13. R3 Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022.
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10* hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10*UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa () [] Tolueno (g/ml)
7 0.00020 0.148931
14 0.00030 0.092503
21 0.00260 0.074717
28 0.00300 0.055535

Tabla N°20. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 14. R3 Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10* vs sustrato
Fuente: Dominguez & Saul 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30x10* hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo.
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30x10°UFC/mlI

Tiempo [1 P. aeruginosa (g) [1 Tolueno (g/ml)
7 0.00060 0.061930
14 0.00260 0.058178
21 0.00330 0.043909
28 0.00510 0.040194

Tabla N° 21. Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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0.00559141| 0.0001607 | 0.0287431

Grafica 15. R3 Matraz 1Peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10°UFC/ml Matraz 2
Tiempo [1 P. aeruginosa (g) |[] Tolueno (g/ml)
7 0.00070 0.053375
14 0.00280 0.051930
21 0.00360 0.043652
28 0.00580 0.040156

Tabla N°22. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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30x10%(Matraz 2)
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Grafica 16. R3 Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10°UFC/ml
Tiempo [] P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00050 0.063646
14 0.00240 0.050779
21 0.00300 0.041383
28 0.00410 0.035874

Tabla N°23. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Yx/s Qx Qs
0.00432565| 0.000125 | 0.02889737

Grafica 17. R3 Matraz 3 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Saul 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al tiempo.

30x10°UFC/ml
Tiempo [1 P. aeruginosa (g) [1 Tolueno (g/ml)
7 0.00100 0.052710
14 0.00500 0.036592
21 0.00740 0.027836
28 0.01000 0.014170

Tabla N°24. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 18. R3 Matraz 1 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10"8 VS sustrato
Fuente: Dominguez & Rosales 2022.

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° hay aumento
de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo.
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30x10°UFC/ml Matraz 2
Tiempo [1 P. aeruginosa (gr) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00110 0.040826
14 0.00510 0.029592
21 0.00750 0.026807
28 0.01030 0.012791

Tabla N°25. Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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Grafica 19. R3 Matraz 2 Peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato
Fuente: Dominguez & Rosales 2022
En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracion 30*10° hay aumento

de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato (Tolueno) se observa

una disminucion de tolueno biodegradacién con respecto al tiempo.

30x10°UFC/ml
Tiempo [1 P. aeruginosa (g) [] Tolueno (g/ml)
7 0.00090 0.035964
14 0.00440 0.028548
21 0.00700 0.023105
28 0.00990 0.009905

Fuente: Resultados de las muestras del laboratorio de la UNT.
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[1.P.aeuriginosa(g)

0.01200
0.01000
0.00800
0.00600
0.00400
0.00200
0.00000

30*1078(Matraz 3)

0.040000
0.030000 0
o
C
0.020000 E
2
0.010000 —
0.000000
5 10 15 20 25 30
Tiempo(dias)
—a—[] P.aeuriginosa (g) —#—[] Tolueno (g/ml)
YX/s Qx Qs
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Grafica 20. R3 Matraz 3 Peso en gramos de hiomasa de la concentracion 30*10° vs sustrato

Fuente: Dominguez & Rosales 2022.

En el grafico se observa el peso en gramos de biomasa de la concentracién 30*10° hay

aumento de la biomasa con respecto al tiempo en (dias) y con respecto al sustrato
(Tolueno) se observa una disminucion de tolueno biodegradacion con respecto al

tiempo.
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Grafica 21. El aumento de la biomasa de las diferentes concentraciones de P. aeruginosa durante los 28

dias.
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Grafica 22. La disminucion de Tolueno durante los 28 dias.
4.1 DISCUSION

Parales (2000). Evalu6 la capacidad degradativa y reaccion quimiotactica de cinco
cepas, determinando que Pseudomonas aeruginosa, degrada de manera eficaz los
hidrocarburos. Efectivamente podemos confirmar que P. aeruginosa tiene la capacidad
de biodegradar hidrocarburos en nuestro caso el Tolueno teniendo una efectivad del 98
%.

Se mostro la capacidad de P. aeruginosa para degradar compuestos aromaticos, y
debido a esta caracteristica metabdlica la cepa creci6 en presencia de concentraciones
elevadas de tolueno (0.31 M), benceno (0.19 M) y fenol (0.13 M), lo que permite su

aplicacion en procesos de biotecnologia ambiental (Rangel & Hernandez 2009).
Abalos A. y col. 2004. Estudiaron los ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa AT10,

determinando que la adicion de los mismos, acelera la biodegradacion de hidrocarburos

del petréleo en un 61% en 10 dias de incubacion. Sin embargo, en nuestro proyecto de
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investigacion demostramos que Pseudomonas aeruginosa biodegrada Tolueno en un 50
% en 7 dias.

En la mayoria de los trabajos de biorremediacion es importante la produccién de una
buena cantidad de proteina celular (biomasa), el tipo de poblacion bacteriana y sus
actividades enzimaticas. Si no se produce suficiente biomasa de las bacterias
degradadoras y la concentracion de los contaminantes es muy alta, no se realizara una

degradacién rapida o eficiente (Norman et al, 2004).

A diferencia de los resultados obtenidos, Hernandez et al. (2003) determinaron que las
mayores poblaciones de bacterias se alcanzaron a los 20 dias, tiempo al que también
correspondid la mayor tasa de remocion de hidrocarburos totales de petrdleo de un 50%
de degradacion. De igual manera Pardo et al. (2004) determinaron una asociacién entre
el aumento de la poblacion microbiana y el mayor porcentaje de biodegradacién de
hidrocarburos de petréleo. Estos investigadores registraron a los 30 dias 65% de
degradacion en comparacion con 80 % a los 60 dias y 95.3 % a los 90 dias de iniciada la

biorremediacion.

Mendo (2014) realiz6 estudios de degradacién de hidrocarburos en sedimentos
contaminados con bacterias autdctonas Ochrobactrum anthropi y demostré una
degradacion de 68.36% para ello se realizo el aislamiento en agar medio Bushnell Hass
y luego pasado a un caldo cultivo puro pruebas de actividad bioldgica y bioensayos el
tratamiento se dio en 28 dias a comparacion del tratamiento sin bacterias se dio una
degradacion de 90 dias. Con la finalidad de confirmar la capacidad de biodegradacion
de Pseudomonas aeruginosa realizamos cultivos sucesivos de prueba en medio HB
(Bushnell Haas,1941) con 1% de Tolueno como Unica fuente de carbono obtenido
resultados 6ptimos en la biodegradacion de tolueno.

Escalante R. (2002). Desarrolld6 un estudio sobre la biodegradacion del crudo de
petréleo en 3 terrarios durante 90 dias, se aislaron 129 cepas bacterianas de las que
presentaron una mejor actividad biodegrativa las especies: Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus sp. y Serratia rubidae, las mismas que conformaron el consorcio utilizado en

ese experimento.
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El analisis inicial del suelo permitié establecer las caracteristicas mas importantes del
disefio experimental donde tendria lugar el proceso de biodegradacion de los
hidrocarburos presentes; revelando el valor de pardmetros de interés para realizar el
biotratamiento de los suelos contaminados con derrames de petroleo (hidrocarburos),
como: su textura, el pH, la materia organica, la densidad de la poblacién microbiana y
su disposicion de nutrientes (fésforo y nitrégeno). La naturaleza del suelo y la presencia
de microorganismos en una densidad adecuada son determinantes para lograr la
degradacién de los contaminantes e influyen en la concentracion residual de los mismos
(Gomez & Gaviria 2009).

Los hidrocarburos cuantificados para obtener los hidrocarburos totales de petréleo,
corresponden a la fraccion media, debido a que el experimento no cont6 con un control
rigido para los componentes volatiles. Asi, quedaron por fuera del analisis una gran
cantidad de compuestos como los hidrocarburos alifaticos livianos, los de estructuras
ramificadas y ciclicas, entre otros. De esta manera se identifico y cuantifico 1
hidrocarburo aromético (Tolueno) con estructuras de carbono en un rango de C7, los
primeros compuestos de cadenas mé&s cortas son degradados més facilmente por

Pseudomonas aeuriginosa (Dominguez & Rosales 2022).

La disminucion de los Hidrocarburos en el control se atribuye a factores abidticos
como: las transformaciones quimicas por el aumento de temperatura, para limitar la
actividad de las bacterias en el suelo el suelo tuvo un pretratamiento a 100 °C por 8
horas; para evitar la intervencion de otros microorganismos en el proceso como los
hongos, de los cuales no se realizd ningun tipo de control; la volatilidad de los
compuestos analizados y el cambio de la estructura del suelo en este tratamiento
(Dominguez & Rosales).

La concentracion que demostrd una mayor biodegradacién de tolueno fue 30x10°
UFC/ml, el cual presentd un porcentaje de eliminacion de Tolueno del 98 %. Utilizando
30ml de Inoculo de la concentracién 30x10% a una temperatura de 30°C y a 150 rpm, se
han logrado eficiencias superiores con respecto a los demas tratamientos para la
degradacion de tolueno con Pseudomonas aeruginosa. La biodegradacion de tolueno a

los 7 dias fue del 50 % presentando una alta eficiencia (Dominguez & Rosales).
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Tanto para el tratamiento por atenuacion natural como por bioestimulacién la poblacion
microbiana decrece después de la semana 4. Este mismo comportamiento fue observado
por Menendez et al., (2007) reportando una caida en el crecimiento microbiano después
de los 30 dias. De manera distinta en nuestros tratamientos inoculados de Pseudomonas
aeruginosa, en las Ultimas semanas presentaba un comportamiento creciente en la
poblacion microbiana, demostrando una buena adaptacién del in6culo y sugiriendo la
extension del proceso para lograr un mayor nivel de degradacion (Dominguez &
Rosales).

Ademas, contrario a la atenuacion natural la bioestimulacion y la bioaumentacion
mostraron una fase de iniciacion, donde las bacterias se adaptaron al contaminante en 5
y 3 semanas; respectivamente. Esta diferencia se puede justificar por la presencia del
Pseudomonas sp., el cual pudo haber producido biosurfactantes logrando una mayor
biodisponibilidad de los hidrocarburos hacia los microorganismos (Gémez & Gaviria
2009).

Las tasas de biodegradacion (T.B.) obtenidas en los biorreactores de tanque agitado con
biopelicula de P. aeruginosa, favorecen el proceso y contribuyen a la remocién de
tolueno en periodos cortos. Algunas investigaciones sobre este género permiten
confirmar la capacidad y el rol que desempefia P. aeruginosa en diferentes aplicaciones
biotecnoldgicas y su gran facilidad para formar biopeliculas permite proponer

tecnologias més eficientes en procesos de biorremediacion (Vargas & Ramirez).

La eficiencia de la biodegradacion de Tolueno se determind mediante la cinética
microbiana experimental y directamente a traves de la cuantificacion del Yx/s:
Coeficiente de rendimiento (g/g), Qx: Productividad volumétrica de biomasa(g/L.h) y
Qs: Productividad volumétrica sustrato (g/L.h). Teniendo como resultado que
Pseudomonas aeruginosa tiene una buena capacidad biodegradadora de Tolueno,
siendo la concentracion 30x10° UFC/ml las mas efectiva durante los 28 dias de

tratamiento (Dominguez & Rosales 2022).

El disefio experimental empleado es similar al descrito por Mendoza & Guerrero
(2017), para determinar la biodegradacion de Tolueno en el suelo por Pseudomonas
aeruginosa, mediante 3 tratamientos con diferentes concentraciones, se utilizd caldo

tripticasa de soya medio de crecimiento eficiente en el cual los microrganismos
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presentan un mayor desarrollo en biorreactores de tanque agitado (Dominguez &

Rosales).

Segun la inferencia estadistica a través de un analisis de varianza (ANOVA) de un solo
factor, se puede ver que hay una capacidad de biodegradacion de la Pseudomona
aeruginosa, debido a que el estadistico de prueba hallado por el software
STATISTICA (Anexos tabla 16-17) es mayor que el punto critico calculado en la tabla
de Fisher con 95 % de confianza que es igual a 3.982, y que para el Tratamiento 1
(30x10* UFC/ml) es 5.255 quiere decir que hay una diferencia en la media de la
biodegradacion de tolueno con respecto a la muestra blanco, y también con respecto al
Tratamiento 2 que fue de 75.071 (30x10° UFC/mI) al igual que el Tratamiento 3
(30x10® UFC/mI) calculado por el paquete estadistico dio un resultado de 16.918; con
estos datos se puede inferir que la media de los tratamientos; y que la significancia de
los tres tratamientos es menor que 0.05, podemos mencionar que no hay una diferencia
significativa entre las medias de los diferentes tratamientos, es decir que podemos usar
cualquier concentracion de los diferentes tratamientos empleados para poder
biodegradar tolueno (Dominguez & Rosales 2022).

El limitante de los procesos de biorremediacion es la lenta degradacion del
contaminante, por lo tanto, el uso de biorreactores permite diversas ventajas como el
incremento de la biomasa como podemos observar en la (Grafica 21) viabilidad y
vitalidad de Pseudomonas aeruginosa mejorando la biodegradacién de tolueno (Grafica
22). El uso de sistemas de biorreactores incrementa el potencial de biorremediacion y la
capacidad de tolerar mejor las concentraciones del contaminante (Dominguez &

Rosales).

Desarrollamos un estudio de biodegradacion de suelo contaminado por derrames de
petréleo crudo, aislando un cultivo de Pseudomonas aeruginosa con la capacidad
biodegradadora de tolueno y determinando que la concentracién optima a utilizar es la
concentracion 30x10% UFC/mI de Pseudomonas aeruginosa, a los 28 dias de tratamiento
(Grafica 19), se obtiene una biodegradacion de 0.83471 g de tolueno equivalente al

98% de la tasa de biodegradacion. (Dominguez & Rosales).

Después del periodo de incubacion se observd crecimiento microbiano en todos los
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tratamientos como se observa en la Grafica 21. La biodegradacion con Pseudomonas
aeruginosa a la concentracion 30x108 UFC/ml fue mejor en la réplica 3 en la Tabla 26
muestra la degradacion de tolueno a los 28 dias de tratamiento llegando a una
concentracion final de 0.009g de Tolueno, donde se obtuvo la remocién més alta para

ambos (Dominguez & Rosales).
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V.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los analisis realizados en HPLC se demostrd que existe una
biodegradacion, la cual se inicid a una concentracién de Tolueno en el suelo
de 0.845 g/ml por cada 50g de muestra de suelo contaminado con petroleo
crudo y se obtuvo una concentracion final de Tolueno de 0,009g/ml,
teniendo una efectividad del 98 % de biodegradacion, siento la concentracion
30x10® UFC/mI de Pseudomona aeruginosa el mejor tratamiento en un

periodo de 28 dias.

El aporte bioldgico de nuestra investigacion fue lograr el aislamiento de

Pseudomonas aeruginosa con la capacidad biodegradadora de Tolueno.

Se determino la capacidad biodegradadora de tolueno que posee
Pseudomonas aeruginosa siendo la concentracién 30x10° UFC/ml la mas
efectiva luego de los 28 dias de tratamiento.

De acuerdo la cinética microbiana podemos inferir que Pseudomonas
aeruginosa se adapta a la fuente de carbono (Tolueno), teniendo un
crecimiento exponencial de biomasa, con respecto al sustrato tenemos una

disminucioén durante los 28 dias de tratamiento.

El aporte INGENIERIL de nuestra investigacion es: A los 7 dias del
tratamiento de las concentraciones (30x10”, 30x10° y 30x10°%) UFC/ml de
Pseudomonas aeruginosa tenemos una biodegradacion de Tolueno hasta el
50 %, con este dato podemos inferir si manipulamos mas variables como pH,
humedad, DBO y temperatura en solo 15 dias tendremos una biodegradacion
del 99 %.
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5.1.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar procesos de bioaumentacion complementarios al uso de

consorcios microbianos.

El uso del Caldo Tripticasa Soya, es de mucha importancia debido que es un
medio de crecimiento eficiente en el cual los microorganismos presentan un

mayor desarrollo.

Se debe probar la capacidad degradadora de Pseudomona aeruginosa con

mayor concentracion y a menor tiempo

Seria recomendado realizar cultivos sucesivos en medio HB (Bushnell Haas, 1941)
con (1%) de Tolueno para poder mantener la presion de seleccion con respecto a

la actividad metabolica deseada.

Para obtener una mayor biodegradacion de tolueno, es recomendable realizar un
pretratamiento del suelo, hacer que la mezcla sea homogenea, para evitar

complicaciones al momento de la toma de muestra.

Con el fin de evitar la utilizacién de agentes de superficie sintéticos, se
recomienda utilizar cepas que produzcan bioemulsificantes que faciliten el

acceso a las moléculas hidrofobas 'y asi su  degradacion.
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VIl. ANEXOS

7.1 Recoleccion del suelo contaminado

E 2 == —— ;

g —

Figura 7: Ubicacion de la refineria Petro Perd. Fuente Google maps. -3.631973,-73.203421.

Figura 8: Muestra del suelo contaminado extraido de los alrededores de la Refineria Petro Peru

7.2 Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa

A) Pesar 50g de suelo

: B) Afiadimos 50g de suelo
contaminado.

en un vaso precipitado.

v

C) Adicionamos 100ml de 2DA? 'I;Ievamos al shaker por
solucion fisiologica. oras.
Figura 9: Proceso de aislamiento de Pseudomonas aeruginosa
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7.3 Preparacion del medio Agar Cetrimide

REACTIVO C.B.P 70 ml

Cetrimida 3.29 ¢/L.
Glicerol 0.7ml
Agua Destilada 70ml

Fenazopiridina 0.0015ml

Tablal: Composicion del Medio Agar Cetrimide.

Figura 10: Plaqueado en el medio agar Cetrimide.

7.4 Cultivo de Pseudomonas Aeruginosa en medio Agar Cetrimide

GéneroPeudomonas

B crcomiienio de Pusdssse foc notoro a les 36 horas

A) Siembra de pseudomona aeruginosa B) Crecimiento de Pseudomonas a las 36 h.

Figura 11: Cultivo de Pseudomonas aeruginosa.
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7.5 Preparacion del medio de mantenimiento y siembra.

A) Plaqueado B) Siembra ... C) Siembra por estrias.

Figura 12: Plagueado y siembra de P. aeruginosa.

7.6 Identificacion microscopica de Pseudomonas aeruginosa -Tincion Gram

Figura 13: Tincion gram de Pseudomonas aeruginosa.

7.7 Establecimiento de la concentracion inicial del in6culo
Diluciones para determinar las concentraciones de Pseudomonas aeruginosa (30¥10°4,
30*1076 y 30*1078) usando los estandares de (Macfarlan).

Figura 14: Comparamos el tubo N°6 (18 x 10°8)
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Escars McFarRLAND
N* BaClz 0,048M | H:504 0.36M T N® Células
ml ml ml
a5 005 9,95 10 L5 - 100
1 0.1 9.9 10 3-10°
F 0.2 ] 10 G- 107
3 03 @7 10 9-10°
4 0.4 G6 10 12-100
s 05 95 10 15 - 100
L] 06 T4 (1] 18- 100
7 orF 9.3 ] 21 -100
8 0.8 a2 10 24 - 10"
] 0.9 .1 10 27 - 1
10 1 9 10 30 - 100

15x1078 30x107®

Figura 15: Dilucion (1/5) 5ml de inoculo y 1ml de agua

Dilucién 30x10%: Se toma 5 ml de inoculo del Tubo N° 6 (18x10%), y agregamos 1ml de agua
destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo una concentracion de 15x10°, este proceso
se realiza 2 veces para obtener 2 tubos de ensayo con la solucién 15x10°, posteriormente se unen las
2 diluciones de 15x10° formando 30x10® UFC/m.

15x107%

15x10°7

Figura 16: Dilucion (1/9) 1ml de inoculo y 9ml de agua

Dilucién 30x10°: Se toma 1 ml de inoculo de la concentracion (15x10°), y agregamos 9 ml de agua
destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo una concentracién de 15x107, en 2 tubos de
ensayo agregamos 1 ml de inoculo de la concentracion (15x10°), y agregamos 9 ml de agua destilada
estéril obteniendo la concentracién 30x10° UFC/ml
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Figura 17: Dilucion (1/9) 1ml de inoculo y 9ml de agua.

Dilucién 30x10*: Se toma 1 ml de inoculo de la concentracion (30x10°), y agregamos 9 ml de agua
destilada estéril en un tubo de ensayo estéril, obteniendo una concentracién de 30x10°, otra vez
agregamos 1 ml de inoculo de la concentracién (30x10°), y agregamos 9 ml de agua destilada estéril
obteniendo la concentracién 30x10* UFC/m.

7.8 Preparacion del inoculo 28ml de caldo nutritivo y 2 mil de concentraciones de
Pseudomona aeruginosa (30x10*, 30x10° y 30x10%) UFC/m.

A) Se preparo 252 ml de Caldo

nutritivo.

C)Agregamos 2ml de inoculo de

Pseudomonas aeruginosa al caldo
nutritivo.

B) Afadimos 28 ml de caldo
nutritivo a cada tubo de ensayo.

D) Llevar a Incubacion a 30°C x
24h para el crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa.

Figura 18: Preparacion del Inoculo de las diferentes concentraciones.
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7.9 Pretratamiento del suelo contaminado con Petréleo.

A)Triturado de la tierra.

C)Secado a 100°C x 8h

D) Pesado del suelo

Figura 19: Pretratamiento del suelo.

7.10 reparacion de los tratamientos en Matraz Erlenmeyer de 500 ml

B) 270 ml de Caldo Tripticasé +50gde

suelo.

C)Anadimos 30 ml de inoculo de P. aeruginosa a cada

matraz.

D) Llevamos a Shaker incubador por 28
dias a 30°C con 150rpm (270 ml de Caldo
tripticasa + 50g suelo contaminado + 30 ml

inoculo en un matraz de 500 ml.

Figura 20: Preparacion de los tratamiento e inoculacion de Pseudomonas aeruginosa.
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7.11 Toma de Muestra de los Tratamientos y de cada replica a los dias 7, 14, 21y 28.

A) Setoma 5 ml de muestra de los

tratamientos 30x10*,30x10° y 30x10*

B) Llevamos a 100 °C por 5 min la muestra de
los tratamientos para realizarle un shock

térmico.

C) Luego se llevaa 4 °C por 5 min.

D) Las muestras tomadas de cada tratamiento
fueron tapadas y aseguras para su analisis
por HPLC.

Figura 21: Toma de muestras de los tratamientos.

7.12 Determinacion de Peso seco

A) Muestras de los tratamientos
30x10*,30x10° y 30x10° y muestra
control.

l [ ‘ﬂ'“&‘

B) Filtrado y centrifugado de las muestras

de los diferentes tratamientos.

papel aluminio.

C) Verter las muestras en lo capachos de

E) Se coloco en la campana de desecacién por 8 horas y se realizo el pesado de los

capachos.

Figura 22: Determinacion de Peso Seco de Pseudomonas aeruginosa



RESULTADOS:
REPLICA 1: ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Si valor P< alfa rechaza Ho Si valor P>alfa acepto Ho

Al A2 A3
0.8034767 0.7815103 0.60673028
[tolueno] g/L 0.8448817 0.7308103 0.56203992
0.7719244 0.6801103 0.49443992
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 2.4202828 0.806760933 0.00134
Columna 2 3 2.1924309 0.7308103 0.00257
Columna 3 3 1.66321012 0.554403373 0.0032
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Promedio de los Valor critico
variaciones Suma de cuadrados | Grados de libertad | cuadrados F Probabilidad |para F
Entre grupos 0.100572241 2 0.05028612 21.2318 [0.001897601 |5.14325285
Dentro de los grupos | 0.014210581 6 0.00236843
Total 0.114782821 8

A una concentracion de (10%,10°y 108) de Pseudomonas aeruginosa la biodegradacion de Tolueno serd mayor con respecto al tiempo y mayor a

la concentracion del 108.
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REPLICA 2: ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Si valor P< alfa rechaza Ho Si valor P>alfa acepto Ho
Cuadrati
co

Tipo Il de suma promedi
Origen de cuadrados al 0 F Sig.
Tratamiento 1 1,396° 11 127 5,255| ,038
Tratamiento 2 1,813 1 1,813 75,071 ,027
Tratamiento 3 1,226 3 ,409( 16,918 ,021
Replicas ,045 3 ,022 928 1,045
Tratamiento *
Replicas ,126 6 ,021 ,866( ,052
Error ,870 36 ,024
Total 4,079 48
Total corregido 2,266 47

Tabla 16. Replica 3 Peso en gramos de biomasa del disefio patron vs sustrato
Fuente: Universidad Nacional de Trujillo- laboratorio de la escuela de ingenieria

ambiental

En la tabla N°16 se puede visualizar que para la biodegradacion de Tolueno, en el
tratamiento 1, el p-value < a  (p=0.038, p< 0.05), tambien se tiene que para el
tratamiento 2 el p-value < a (p=0.027, p< 0.05) y para el tratamiento 3 el p-value < «
(p=0.021, p< 0.05), entonces podemos decir que los datos muestran suficientes
evidencias para rechazar la hipotesis nula, aceptando la hipotesis alterna, podemos decir

que existe evidencias suficientes para indicar que presenta biodegradacion de Tolueno.
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REPLICA 3: ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Si valor P< alfa rechaza Ho Si valor P>alfa acepto Ho
Tipo Il de suma de Cuadratico

Origen cuadrados gl promedio |F Sig.

Tratamiento 1 1,396° 11 |,127 5,255 |,041

Tratamiento 2 1,813 1 1,813 75,071 |,037

Tratamiento 3 1,226 3 ,409 16,918 |,024

Replicas ,045 3 ,022 ,928 ,045
1 *

Tratamiento | ;¢ 6 |021 866 |,052

Replicas

Error 870 36 |,024

Total 4,079 48

Total corregido 2,266 47

Tabla N°27: Biodegradacion de Tolueno en los tratamientos 1,2 y 3.

Fuente: Universidad Nacional de Trujillo- laboratorio de la escuela de ingenieria
ambiental

En la tabla N°27 se puede visualizar que para la biodegradacion de Tolueno, en el
tratamiento 1, el p-value < a (p=0.041, p< 0.05), tambien se tiene que para el
tratamiento 2 el p-value < a (p=0.037, p< 0.05) y para el tratamiento 3 el p-value < a
(p=0.024, p< 0.05).

Segun la inferencia estadistica a través de un andlisis de varianza (ANOVA) de un solo
factor, se puede ver que hay una capacidad de biodegradacion de la pseudomona
aeruginosa, debido a que el estadistico de prueba hallado por el software STATISTICA

es mayor que el punto critico calculado en la tabla de Fisher con 95 % de confianza que

es igual a 3.982.
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RESULTADOS

ANALISIS SOLICITADO : ANALISIS DE TOLUENO
CONDICIONES AMBIENTALES
EQUIPO UTILIZADO

Temperatura: 20.0 °C; Humedad relativa: 65%
CROMATOGRAFO DE GASES. SHIMADZU, GC-2010 Plus

ANALISIS RESULTADO METODO DE REFERENCIA

Tolueno, % 90 USP 40

Tnfensity
5000000

4000000+ ?l
3000000 |

2000000

1000000- ‘ ‘

0 \\\I|I\\\l\H\‘\H-\ll\\\\|II\\‘IIH‘\I\\‘\I\\‘\II\‘\III‘\\II‘\\H‘H\I‘\\II|\HIlI\H|HH‘HH|I\H

0 l 2 3 4 5 b 7 § 9

min

Figura N°1: Cromatograma De La Muestra Blanco

Peak# Ret. Time Area [gr] Tolueno
1 1.803 0 n.a
2 2.210 0 n. a
3 2311 3.07463 0.89
Total 3.07463 0.89

TABLA N°1: DATOS DEL CROMATOGRAMA DE LA MUESTRA (CONTROL)
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Peak# Ret. Time Area [gr] Tolueno
1 1.797 0 n.a

2 1.941 0 n.a

3 2.287 0.223445656 0.7719244
Total 0.223445656 0.7719244

TABLA N°2: DATOS DEL CROMATOGRAMA DE 30x10"4 De Pseudomonas Aeruginosa

Intensity

50000067
4000000{
3000000{
2000000{

1000000+

o]

0

T T T T T T T
3 4 5 6

T T T T
8 9 10
min

Figura N°2: Cromatograma De La Muestra de 30x10* de Pseudomonas Aeruginosa

Peak# Ret.Time Area [gr] Tolueno
1 1.774 0 n.a

2 2.178 0 0.6801103
Total 0.196868621 0.6801103

TABLA N°3: DATOS DEL CROMATOGRAMA DEL ESTANDAR DE 30x10”6 de

Pseudomonas aeruginosa.

Intensity

5000000 T
4000000—:
SOOOOOG{
2000000{

1000000+

un

FIGURA N°3: CROMATOGRAMA DEL ESTANDAR DE 30x10"6

De Pseudomonas Aeruginosa.
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Peak# Ret.Time Area [gr] Tolueno
1 1.777 0 n.a
2 2.141 0 n.a
3 2.498 0.56203992 0.162691293
Total 0.56203992 0.162691293

TABLA N°4: CROMATOGRAMA DEL ESTANDAR DE 30x10"8 De Pseudomonas

Aeruginosa (14dias)

Intensity
5000000

4000000
3000000+
2000000+

1000000+

Jim

Jaa0s
]

min

FIGURA N°4: CROMATOGRAMA DE LA CONCENTRACION 30*10"8 (14dias)

Peak# Ret.Time Area [gr] Tolueno
1 1.777 0 n. a
2 2.141 0 n. a
3 2.498 0.14312341 0.49443992
Total 0.14312341 0.49443992

TABLA N°5: CROMATOGRAMA DE LA CONCENTRAICON ,10"8 al los 28 dias.

Intensity
5000000

4000000+

3000000+

2000000

1000000+

4]

min

FIGURA N°5: CROMATOGRAMA DE LA CONCENTRACION, 30x10"8 al los 28 dias.
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SEGUNDA REPLICA

Determinacion de Peso seco de las muestras para evaluar el crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa a los 7dias.

Replica |[]de P.aeuriginosa |Peso de capacho(inicial) Peso de capacho(final)  [Peso Neto
Matraz 1 1018 0.124800 0.126000{  0.001200
Matraz2 (10”8 0.128100 0.129200{  0.001100
Matraz3 (1078 0.128500 0.129300{  0.000800
Matraz1  [10"6 0.153300 0.153800(  0.000500
Matraz 2 1076 0.149800 0.150500{  0.000700
Matraz3  [1076 0.135800 0.136400[  0.000600
Matraz1 (1074 0.144700 0.145100{  0.000400
Matraz2  [10M 0.150700 0.151000{  0.000300
Matraz 3 10M 0.138100 0.138300{ 0.000200
Control Blanco 0.149300 0.149400|  0.000100

Tabla 2.- Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas en la

segunda columna muestra las concentraciones de Pseudomonas aeruginosa, en la

tercera columna indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra

el peso del capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas

aeruginosa, en la tltima columna se observa el peso neto de P. aeruginosa presente en

cada concentracion respecto a la réplica.

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 7 dias.

‘ 10”8 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.001200 [ 0.001100 |0.000800
0.000500 | 0.000700 |0.000600
’ 10"M Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.000400 [ 0.000300 |0.000200
’ Control Matraz 1
0.000000

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 7 dias.
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Curva de calibrado cromatograma de HPLC

IrarimantU3000_RE 001 SequncaM_ioluenn Paga 13 of 53
Calibration
Calibration Detalls Tolueno
Caibration Type Lin Offset (G 0.0000
Evauation Typs Area Slope (C1) 0.3455
Number of Calitragon Points 12 Curve (C2) 00000
Number of disabled Calibration Ponis 0 R-Square 0.9088
Calibration Plot Tolueno
4 0. TEkiNG Extamal RN
] L
250 .
] A
200 o~
] N«_,-'F
] 4
.50
] ﬂ“’"f
2 z00]
=y ]
150
1.00]
0,50
n A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 125 ZE a7 500 EZ5 750 B.75 10.00 1135 12.00
Arnaunt
Calibration Results Tolueno
Wo. |Injection Mame Calibration X Vahe WETS MLETS Arag Height
Lewel mALmin mAL
LV VIS 1 LY VIS 1 LV VIS 1 IV VIS 1 ¥ VIS 1
Tolseno Tolugng Toluang Tolueno Tolang
1 1 1 02268 0.0704 0.0704 0.071 2036
2 2 2 1.1444 03877 03877 0388 10.870
3 3 3 20600 0725 0725 0725 20.516
4 4 4 2O 1.0405 1.0405 1.040 20441
5 ] 5 3.8811 1.3264 1.3264 1.33%6 J7 606
] B B 48066 1.6226 1.6226 1.623 46.253
[7 7 7 Ly 1.0B56 1.0B56 1.886 56.502
a ] ] 66378 2.2845 2.2845 2.285 65017
g ] g 75533 2.6346 2.6346 2635 74774
10 |1l 10 3.4688 29140 29140 2814 833630
11 11 11 93544 3.2503 3.2503 3.250 92.504
12 12 12 10,3000 3.5539 3.5539 3.559 101.564

86



Muestra Control 7 dias

Chromatogram and Results

Injection Details
injectic n Name: W Fun Time [mmn):  3.00
Vial i imber: RA2 injection Volume: 3.00
Injectic n Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Calibys tion Leval: Wavelangth: 210
instry vant Method: Tolueno matodo Eandiwidth: 1
Froce: sing Method: tolusno Dilution Factor:  100.0000
injectic n Date/Tima: 19/0ct!18 11:04 Ssmpie Weight:  1.0000
[Chromatozrzm

500+ f7 M tohians 814 UV VIS_1WVLZ10 nm

&0.04

] 1 = Tolusna - 1,507

3000
= |
£
§ 2000 4
2 |
2]

10.0 +

0.0 -_\J L’ ———
-1D'u-|llll|llll|lll|llllllllllllllllllll 71 1 1117 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 400 450 5.00
Tirme [min]
Integration Resultz
Mo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relafive Height | Amount
min mAL*min mal % ¥z

1 Tolueno 1.507 1333 33.880 100.00 100.00 385.8572
Total: 13312 33.860 100.00 100.00

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra control (BLANCO) esté en fusion a la

absorbancia vs el tiempo, y utilizando una longitud de onda de 210 nm. Nos muestra

una absorbancia de 33.860 (mAU) y en un tiempo de 1.507 min dandonos como

resultado 385.8572 ppm lo que quiere decir que existe 385.8572 miligramos de

concentracion de Tolueno por litro de solucion.
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Muestra de la concentracion 30*10°M4 a los 7 dias -replica 1

Chromatogram and Results
Injection Details
Iniech i Mame: [ Fun Time (min). | 5.00
\iai W mber RE1 infection Wodwwms: 5.00
Imiech @ Type: Unkmown Channs! Uy vIE 1
Canbr fion Lewear Wavekngn 210
st TEn EEhOg. Tolueno matodo Bandwdath: 1
Proce: 3ing Lehod. toluano D¥ufion Facior: 10000010
Injecth n DateTime: 1800ctHE 1106 Sampic Weight.  1.0000
Chromatogram
0.0 1T M_tolunmg 845 LA WIS 1 WAL 210 rem
0.0 ]
50,0 ]
'
1
e
RLT 1
DT LR 1 1 LT 1.5 L1 b o A AL T FET =0
Timia [min]
ATEEration ResUls
MO, Peak Mame Retentian Tims Ared Helght Relallve Arsa Relathve Helght Amaunt
min me L min AL % S
1 1.423 2011 0300 1.14 127 n.a.
2 Talueno 1.520 0,850 22183 =L M1 94.00 25T.4X15
3 1.643 00033 0LB875 .45 3.71 n.a.
4 1.727 0.ao07 0240 0.70 1.02 na.
Total: 0,939 23557 100.00 10000

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra de la concentracion de 30x10™4 de
tolueno en la réplica 1. Nos muestra una altura de absorbancia de 23.597 (mAU) y en un
tiempo de 1.727 min dandonos como resultado 257.4215 ppm lo que quiere decir que

existe 257.4215 miligramos de concentracion de Tolueno por litro de solucién.
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Muestra de la concentracion 30*10°4 a los 7 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details
Tniech: i NEME [LE] Run Time fminl. 5.00
Visi W rmiber RBE imection Woiwmea: 5.00
Injecti n Type: Unknown Channe: uv wvis 1
caobr: fion Level Wavelang: 210
sty vand dethod. Toduano metfodo Banawiarh: 1
Proca: sing ffemod. tolusno Diufion Faclor: 1000000
Injechi n DefeTime: 130ch1E 11:11 Samgie Wekght  1.0000

Form Fm

- T UV_WI5_1 WL Z10 rem

B0

50,0

Abzarhance [mAl]
g4
=3 =1

g
Q9
:
g2
i
g
g

10D
oo
\ JI "
100
[eE TS0 T T L) s R A 00 L2y S 00
Time [min]
INTEEration ResUlts
MO, 3K fame Fefenton TIme FrEa Helght FEalve Area | Falatve Heght | Amaunt
oan. L miln mAL % %
T 413 TO0S 182 T T3 na.
I [Folueno 1.520 0.580 17327 T8 ST.95 159.5612
1.540 0.007 0.174 0.3 0.95 n.a.
Total: 0.70% 17.684 100,00 100,00

Muestra de la concentracion 30*1074 a los 7 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injech @ NEme: ™ Run TIme (M. 5.00
Wigi W mDEr REB& imecron Woiwme: 5.00
Infecth n Type: Unknown Channs s WIE 1
Caibr Non Leval Wavelength: 210
sty Tent Methoat Tolueno mefodo Bandwiath: 1
Proca; sing féemod: tolusno Dwunion Facor  100.0000
Injechit n DeteTime: 130ctlE 1118 Samgis Weighl,  1.0000
O Fm
1oo.pe 1 M_taluena 878 _WIS_1 WWALZ 1D rem
BT.5
7501
B2.5
= p
H 50,03
]
5
2
B oa7E
= o
25,03
125 , 1 - Tokmno - 1 320
0.0 —\J -
[}
10,04
(e 100 {*R M T T80T L. b L]0 ) - Y -y L el N0 = O
Tima [min]
ntegration Results
Na. &K Hame Felenfion TIme Fred relght [ELEEE LEE ML
min mALmin &l % L
1 TILEND: 1530 0385 | 11.578 TO0.0T 10000 ] 140.5248
[Total: 0486 11.578 100.00 100,00
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Muestra de la concentracion 30*1076 a los 7 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Neme: LLE] Run Trme (min); 500
ial N imber RB4 Injecfion Volume: 5.00
injectiz m Type: Unknown Channel: Uv VIS 1
Galibyz tion Leval: Wavelangth: 210
instry vent Medhod: Tolueno metodo Eandividth: 1
Froce: sing Miethod: tolueno Difution Facfor:  100.0000
lnjecti n Dafe/Tama: 15/0ctM8 11:21 Sampie Weight: 10000
Chromatogram
70,0 - [ M_tohiens 824 UV_WIS_1 WVLZ10 nm
60.0 ]
5000
= 400
2
£ 200l
2
2 z00]
10.0 4
2 - Tolseno - 1 520
111 220
0.0 —\)
-10.0- r T T T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 .00 4.50 5.00
Tame [mind
Integration Resultsi
Ho. Peak Nams Ratention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % *
1 1.420 0.022 0611 10.11 11.70 n.a
2 Tolueno 1.520 0.183 4606 80.28 88.30 55.9318
Total: 0215 3.7 100.00 100.00
., * A , .
Muestra de la concentracion 30*1076 a los 7 dias -replica 2
Chromatogram and Results
Injection Details
[mjacti T Name: ME Run Tame fm
ad W rmber: RAa3 infeciion Volume: 5.00
Injactk 7 Type: Unknown Channai. e wiE_1
Csitr: on Lavear Wiaveiength: 210
nsfry 18Rt Method: Tolueno matodo Banmawidnh: 1
Proce: 5ing Methoal toluano Diuthar Facfar 100.0000
njecik p DateTime: 180ctE 11:28 Sampse Weight:  1.0000
[Chrematogram
B0p O WM_ickuano #15 o U WIS WAL:Z10 nm
504
404
=3
z 04
-]
5
=
= 204
2
104
2. Toluena - 1 513
1{y 410
[ i
"oy
104
00D 050 1.00 1.50 2.00 z2.50 00 350 .00 4.50 5.0
Timae [min]
Integration Results
P
NID. Faak Name Retenticn Time Area Heght Relative Area Relathe Halght Amaunt
miin mALmin mAL T k]
1 1.410 0.013 0.507 ] 11.20 na.
12 [Tolueno 1.513 0.184 4.01& 91.350 S8.80 53.3751
[Total: 020z 4522 100.00 100.20
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Muestra de la concentracion 30*1076 a los 7 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

mjacty  Name. M7 Run Time (m, 5.00

Wil M imber: RAZ Ijeciion Wolume: 500
Injecty ° Type: uUnknawn Chrannal: uv_wis_1
Caitr: ion Level Wiawvaiengih: 210

Instry TER! Methoa! Talueno matoda Banawiarn: 1

Proce: sing Methoal toluano Diutlon Fecfor  100.0000
Injacih p Dataime: 130ci13 11:31 Sample Waight  1.0000

Chromatogram

550 O M_igluanc #20 U _WES_ T WWVLZ10 nen

30.0 1

LT
= 20.0 1
850 | 1
3
g 1
2 1
2 0o | 7

s0 | 1
1] .
5.0 —
oo 050 1.00 150 200 250 300 350 400 4 50 500
Timae [min]
integration Results
R Feak Mame Retanticn Time Area Helght Relative Area Relallve Haight Amaunt
miln mALmin mAL T %

1 1.410 [N 0.461 6.78 11.22 n.a.
12 [Foluena 1.517 Aa7 3.651 91.22 &5.T8 48,4347
|Total: 0133 4112 10000 100.0:0

Muestra de la concentracion 30*10\8 a los 7 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

injectk n Mame: ME Fun Trme [mim). 500
izl N imber RAG Injecfion Volume: 500
imjectk n Type: Unknown Channel: e vis 1
Calibr: tion Level: Wawelength: 210
instru rent Method: Tolueno metodo Eandwidih: 1
Froce: sing Methoad! tolueno Ditution Factor: 1000000
infecth n Dafe/Time: 19 0ctME 11:36 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
0.3 L M_toluend #16 LV_WIS_1 WWVLZ10 nm
6010
50.08
= 400
=
% 30
2
Z 200
0.0
0.0 —-————-—-—a—\ll“‘l
-10.E
T.00 0.50 1.00 1.50 200 2.50 3.00 3.50 & 00 450 5.00
Tme [min]
Integration Results ' i ) N ) )
Mo. Peak Hame Retention Tims Area Height Relative Area Relative Haight Amount
min mAUmin mALU Fa )
1 1.410 0.024 0.604 15.51 18.70 na
2 Tolueno 1.520 0.132 2.827 84.49 80,30 282500
Total: 0.156 3.5 100.00 10000
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Muestra de la concentracion 30*10°8 a los 7 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

ijects n Mame: LLE] Fun Twne (mn): 500
Vial N imber RCE Injection Volume: 3.00
injecti n Type: Unknown Ghannel: uw wWis 1
Galibr: tion Leval: Wavelength: 210
instry rent iethoa: Tolueno metodo Eandwidth: 1
Proce: sing Method! tolueno Ditution Factor: 100.0:000
lnjecti n Dafe/Tamea: 19 0ctME 11:41 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram 1
s0.0 B M_tohiens 854 LV_WIS_1 WALZ10 nm
TO0.0
60.0y
50.0
5
=
= 4000
g
E 30,04
3
=
20.0¢
10.04
' 7. Tolueno - 1.527
W ] 220
0.0
1
1
-10.0
.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00
Tamaa [ming
Integration Results ' i ) ’ i i
Mo. Peak Mams Fetention Tims Ares Height Relative Area Relative Haaght Amount
[min mALFmin maAL % T
1 1.420 0011 0225 T.83 10.33 n.a
2 Tolueno 1.527 0.132 2 8268 8217 89.67 38.2205
Total: 0143 ERET] 100.00 100.00

Muestra de la concentracion 30*1078 a los 7 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

injecth T NEme: W10 RUA TAme (min).  5.00
Lia) M imber: RCS nfecition Wolume: S5.00
Injectk & Type: Unknown Chanmnal. U _wis_1
Caier: Hon Lever Wawaiengr: 210
mnstre Tent Aethod. Tolugno matoda Banmdwidri: 1
Proce: sing Methog! tolusanao Diutan Factar 1000000
Injectk n Dara/Time: 180ciME 11248 Sample Weight  1.0000
[Chromatogram
j10p L M_icluenc ¥33 UW_VIS_1 WwLZ10 nem
100
BT
TS5
= 62
2]
g ow
5
& ]
‘i;" a7
25
12
E 7 aFphuena - 1527
[¢]
-104d
T oow [EE2H] 1.00 1.50Q 00 .50 300 350 4.00 4. 50 5.0
Timae [mén]
Integration Besults
io—Fed =
Moo |Peak Mame Retention Time Area Height Reiative Ar=a Relaive Helght AMnoLnt
Jmiln mALmin muAL % e
1 1.430 [ 0.524 12.45 1649 n.a.
12 [Tolueno 1.527 0124 2.655 87.55 83.51 350638
ITotal: 0142 3180 100.00 100,00

92




RESULTADOS A LOS 14 DIAS

Determinacion de Peso seco de las muestras para evaluar el crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa a los 14 dias.

Replica Peso de Peso de

[ 1 de P.aeuriginosa capacho(inicial) capacho(final) | Peso Neto
Matraz 1 10”8 0.135900 0.142600 0.006700
Matraz 2 10”8 0.154200 0.159300 0.005100
Matraz 3 10”8 0.147600 0.151900 0.004300
Matraz 1 1076 0.155600 0.158300 0.002700
Matraz 2 1076 0.155500 0.158300 0.002800
Matraz 3 1076 0.150800 0.153500 0.002700
Matraz 1 10M 0.151400 0.152700 0.001300
Matraz 2 10M4 0.138100 0.139100 0.001000
Matraz 3 10M 0.157800 0.158700 0.000900
Control Blanco 0.139000 0.139100 0.000100

Tabla 3.- Se puede observar en la primera columna el numero de réplicas en la
segunda columna muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la
tercera columna indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra
el peso del capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas
aeurigninosa, en la Gltima columna se observa el peso neto de P. aeurigninosa presente

en cada concentracion respecto a la réplica.

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 14 dias.

1078 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.006700 0.005100 0.004300
0.002700 0.002800 0.002700
10nM Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.001300 0.001000 0.000900
Control Matraz 1
0.000000
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Muestra control (BLANCQO)

Chromatogram and Results
Injection Details
injecty n Name: W1 Fun Time (min):  5.00
Via! N imber RD& Injection Volume;  5.00
injects m Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Caliby tion Level Wavelangth: 210
insiry vent Method: Toluena metodo Banaiwigth: 1
Froce, sing Method tolusno Difufion Facfor:  100.0000
injecti m Date/Time: 2610ct18 16:03 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram
00- [ M_tolueng #43 LY VIS 1 WWL210 nm
G0 ﬂ'-
5-3"3-
% 40.04
E 30.0. 2« Tokseng - 1520
£
2 200
100
004
-ml:l:llllll T T T T T LUNNLI L B B B [N B B L B R BN B S ERL L B B B I B T T T 1
(.00 1.00 1.50 200 250 300 3.50 400 450 5.00
Time [min]
Integration Results
Mo [Feak Name Retenfion Time Ares Height Relafve Area | Relative Height | Amount
min &L min mél ) %
1 1.427 0.008 0.267 077 0.a0 n.a|
2 [Tolueno 1.520 1.156 28014 BE.46 878 ar1.0002
3 1.807 0.008 0.352 077 1.18 M3
Total: 1.174 29333 100.00 100.00
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Muestra del la concentracion de 30x10% a los 14 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

st n Mame: M12 Run Time [min): S0
Wizl N amber RES Injecficn Wolume: 500
frjectic n Type: Unknown Chammeal: _WIs_1
Calbvs tion Level: Wavelength: 210
fnstry rent Methoao: Tolueno matodo Eandwidif: 1
Froce: sing Methoal: tolueno Diitution Factor: 100 0000
ijectic n Dafe/Tame: 26/0ctME 16:08 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram

500 o L1 M_tchiens 852 FA4D LW WIS 1 WL 210 nm

5.0

5625 ]
= ]
? S00 B
8 ]
5 375
= ]

250+

12_55 2 « Tohssno - 1.523

] 1 e20
| —
-e0 & T T T T T T T T T
0.00 0.50 .00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 £.00 £.50 5.0
T frmin]
Integration Results
Mo. Peak Hams= Fetention Time Area Height Relative Area Relative Haight Amount
min AL rmin AL % o

1 1.440 0,005 0182 1.15 1.56 na
2 Tolpeno 1.523 0 468 11.500 BE.85 98 44 1354470
Total: 0.474 11.681 100.00 A.00

Muestra de la concentracion de 30x10* a los 14 dias- replica 2

Chromatogram and Results
Injection Details
fnjectic n Mame: M3 Fun Tame (min):  5.00
Wizl N amiber REZ2 Injection Wolurme: S.00
injecti n Type: Unknown Chanmel: U _wWIs_1
Calibrz fion Level: Wawelength: 210
st sent Method!: Toluena matodo Eandwidth: 1
Froce: sing Methoa!: tolueno Dritution Factor 1000000
Injectic n Dafe/Tame: 26/0ctME 16:13 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram
BOLD - [T M_tocluans 846 LWV _WVIS_1T WWLZ10 nm
SO0 :
0.0
= ]
£ 500
g ]
B 4
5 z0up |
= ]
1 1 2 - Tolssno - 1.523
10.0 4
: 33
.04 ’—']Iul
-10.0 : T T T T T T
0.0 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 £.00 £.50 5.00
Tamea fmin]
Integration Results
MNo. Feak Mams Fetention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % %
1 1.433 0.0D6 0163 1.49 1.64 n.3.
2 Tolueno 1.523 0.388 9.742 88.51 98.38 115.3187
Total: 0.405 9905 10000 A0:0.00
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 14 dias- replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

infectic n Name: M4 FRun Time (min):  5.00
Wizl N imber RCE Injection Volumes: 5.00
injectic n Type: Unknown Channel: Uv_wIs_1
Calibez tion Level: Wavelength: 210
dmstrw sent NMethod!: Tolueno metodo Eandwidth: 1
Froce: sing Methoa: tolueno Diitution Factor: 1000000
Injectic n Dafe/Tame: 26/0ctMB 16:18 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram

0.0 - [T M_tohuans 836 LWV _WIS_1WWL-Z10 nm

5000

5000
= 400
2
g 3000
2
2
= z00]

0.0 4 2 - Tobssno - 1.523

1l az0
oo {——m
-18.0 - T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 %00 & 50 5.00
Tamea frmin]
Integration Resultz
HNo. Peak Hame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL*rnin mAU % T

1 1.420 0.028 0.705 7.38 8.74 n.a.
2 Tolueno 1.523 0.323 7.3568 8282 91.28 03 3704
Total: 0348 &.060 10000 100.00

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 14 dias- replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

lnjecii n MName: M135 Fun Time {min); S0
Wizl W amber: RO Injection Volume: S0
lnjeciic n Type: Unknown Channel: uv_wis_1
Calkr= tion Level: Wawelength: 210
insty yent Aethoa!: Tolueno matodo Bandwigth: 1
Froce: sing Method: tolueno Dhilution Fachor: 1000000
Injectic n Dafe/Tamea: 26/0ctME 16:23 Sample Weighi: 10000
| Chromatogram
120 — [ M_tohens 837 U _W1S_1 WYL Z10 nm
100
50
E
£ 0
g ]
2 4
5 a0
2 ]
z0]
] 1 AF aFgesen - 1527
U T
20 T T T T T T T T T
.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00
Tamee frming
Integration Results
Mo. Peak Nams Retention Tims Area Height Relafive Area Relative Height Amount
min mAL*min mAL % )
1 1.420 0.014 0.364 778 0.8z n.a.
2 Tolueno 1.527 0162 3.238 0222 9017 488000
Total: 0ATE 3700 10000 0000
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 14 dias- replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

fjectic n Mame: M16 Run Trme (min): 500
Wigl N amber RBZ Injection Volume: 500
Injeciic n Type: Unknown Channel: Uy _viIs_1
Cshbr= tion Level: Wawelength: 0
Instr sent Msthod: Tolueno matodo Bandwidth: 1
Proce: sing Method! tolueno Diitution Fector 100.0000
njectic n Dafe/Timea: 26/0ctMB 16:28 Sampile Weighf:  1.0000
[Chromatogram

0.0 1 [T M_tolueno 827 LV _VIS_1 WAWLZ10 nm

GO0 o

5000
= 40.0
=
=
§ 3000
2
2
2 z00]

0.0

| 2 - Tohseno . 1.527
1 17
oo o J T
-10.0- T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 3.50 4,00 450 5.00
T [miin]
Integration Results
Mo. Peak Mams Retention Tims Area Height Relative Area Relative Haight Amount
min mALmin mAU % y. ]

1 1.417 0012 0387 783 10.25 na.
2 Tolueno 1.527 01681 3.302 8237 89.75 46,4487
Total: 0474 3780 100.00 100,00

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 14 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injecix n Name: MiT Fun Time {mi); 2000
Wizl M amber RBT Injecfion Volume: 5.00
infecii n Type: Unknown Chanmel: UV_WI5_1
Cabbrz tion Level: Wavelangth: 210
instr senf Method: Toluenoe metodo Esndwidth: 1
Pmce:;;hg Meithod: tolueno Difution Factor: 1000000
injecti n Dafe/Time: 26/0cti18 16:33 Sample Weighf:  1.0000
|Chmmabc|gram
B0.0 1 [T M_tokians 827 LUV _WIS_1TWVL-Z10 nm
7004
G004
500+
=)
=
E 4004
g
2
-=-: 3004
2
20004
10.0 4
12 - Talueno - 1520
1420
0.0 —\_/I
-1o.0 -I T T T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Tamea [min]
Integration Results
Mo.  |Peak Hams Ratention Time Area Height Relative Area Relative Hasght | Amount
min mALErmin mAL *
1 1.420 0.032 0.885 17.23 20.25 n.a.
2 Tolugho 1.520 0151 3486 277 78.75 43.8150
Total: 0183 4371 10000 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x108 a los 14 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

et n Name: M1E Fun Trme fmm)l: 5000
Vial W amber RA4 Injection Volurme: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: UW_WIS_1
Calbrz tion Level: Mawvelangih: 210
sty senf Method!: Tolueno matodo EBandwidth: 1
Froce: sing Method! tolueno Ditution Fachor: 1000000
fnjectic n Dafe/Timea: 26/0ctME 16:38 Sample Weighi:  1.0000
[Chromatogram
SO0 - [T M_tcluans 815 LUW_WIS_ 1 WWL-Z10 nim
TouD
G0
S0+
=3
=%
E 4004
|
E; 3000 ]
=
20004
10.0 4
2. Tohssns - 1617
1,57 07
e - T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 400 & 50 5.00
T fmin]
Integration Results
Mo Peak Hams Retention Tims Area Height Ralative Area Relative Haight Amount
min mAL*rmin mAL )
1 1.407 0010 0271 7.32 0.14 n.a.
2 Tolueno 1.517 0.122 26087 B2.68 290.88 35.4200
Total: 0132 2 968 10000 100.00 |

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 14 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Imjection Details

fjectic n Mame: M19 Fun Tame fmin).  3.00
Wizl M amber RC1 Injecfion Volurme: S0
fjectic n Type: Unknown Channel: Uv_WIs5_1
Calibvz tion Leval: Wavelongifh: 210
Instru sent Method' Tolueno matodo Eandwidih: 1
Froce: sing Method: tolueno Ditution Factor: 1000000
lmjecti n Dafe/Tame: 26/0ctME 16:43 Sampile Weighf: 10000
| Chromatogram
5000 - [T M _icluans 820 LW WIS 1 WAL210 A
400+
3000
5
:é 4
£ 200
z2 ]
a i
< i
10.0 o
1 1 AFageeno - 1523
o4
e - T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 .50 .00 .50 5.00
T [ming
Integration Results’
Mo. Peak Mams Retention Tims Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALFmin AL o
1 1.420 0023 a.voz 18.28 23.87 n.a.
2 Tolueno 1.523 0104 2230 81.74 78.13 30.1445
Total: o127 2541 10000 100,00
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Muestra de la concentracion de 30x10® a los 14 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Imjection Details

Injecti n Name: M20 Fun Time (min):  5.00
Wizl N imber RO& Iinfection Volume: 5.00
infecti n Type: Unknown Channel UV_WVIS_1
Calbe fion Levael™ Wawelength: 210
instry sent Method: Tolueno metodo Esndwidth: 1
Froce: sing Method: tolueno Dilution Factor:  100.0000
imjectic n Date/Tame: 26/0ct 18 16:48 Sample Weight: 10000
[Chromatogram
100.0— [ M_tohieno 544 TV_W15_1 WLZ10 nm
a7.5]
T5.04
625+
5
=
= sp0]
i
2
& 375
<
2504
1254
1§ aFghosna - 1 527
0.0+ T
-1D'u-l T T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.50 4.00 4.50 5.00
T [min]
Integration Results
Mo,  |Peak Name Retention Tims Area Height Relative Area Relafive Height Amount
min mAL*min mal %
1 1.420 0.018 0.528 15.25 18.69 n.a.
2z Tolueno 1.527 0,088 2.153 8475 3031 28.5481
Total: 0416 2,681 100.00 100.00

RESULTADOS A LOS 21 DIAS

Determinacion de Peso seco de las muestras para evaluar el crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa a los 21 dias.

Replica [ ] de P.aeuriginosa | Peso de capacho(inicial) Peso de capacho(final) Peso Neto
Matraz 1 1078 0.126300 0.133980 0.007680
Matraz 2 10"8 0.120200 0.127700 0.007500
Matraz3 | 10”8 0.138100 0.145000 0.006900
Matraz 1 1076 0.128200 0.131600 0.003400
Matraz2 | 1076 0.125300 0.128900 0.003600
Matraz3 | 1076 0.127900 0.131400 0.003500
Matraz1 | 1074 0.130800 0.133800 0.003000
Matraz2 | 10™ 0.134900 0.138400 0.003500
Matraz 3 10M 0.121700 0.124500 0.002800
Control Blanco 0.118600 0.118800 0.000200
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Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas en la segunda columna
muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la tercera columna
indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra el peso del
capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas
aeurigninosa, en la dltima columna se observa el peso neto de P. aeurigninosa presente

en cada concentracion respecto a la réplica.

\ 10”8 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.007680 | 0.007500 | 0.006900

0.003400 | 0.003600 | 0.003500

\ 10" Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.003000 | 0.003500 |0.002800

‘ Control Matraz 1
0.000000

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 21 dias.
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RESULTADOS A LOS 21 DIAS

Muestra control (BLANCQO)

Chromatogram and Results

Injection Details

Infesi® n Name: [LF3] Fun Time (nmn). 3.00

Wisl M amber RE3 injection Vodume: 5.00
fnjectk n Type Unknown Chammsl v WIS 1
Calibyr: tiorn Level Waveizangti: 210
Instrw e Aethod. Tolueno metodo Esndwidth: 1

Froce; sing Method: tolueno Dilufion Factor:  100.0000
fnjeci n DateTime: JNOeti18 15:35 i 1.0000

Chromatogram

[T M_tolueno #47

LUW_WES 1 WWL-Z210 nm

004
vo.0]
0004
50,0
g 40.0]
2 s00]
-] ]
< ]
2000
10.0]
oo -—"\JI
-100: r T T T T T T T T T 1
0.0 0.50 1.00 1.50 2.00 250 .00 3.50 £.00 4.50 5.00
Time [min]
Integration Results
o Peak Mame Retention Tirms Ares Height R=iative Area Relstive Haight Arnount
Frat=] AL~ min AL S %
1 1.427 0011 0.340 1.08 1.31 n.3.
2 Tolesno 1.520 1.032 25,308 BE B2 93.69 ST0.0000
Total: 1.043 26858 400,00 RLE ]

Muestra de la concentracion de 30x10% a los 21 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

Injactk i Name: [LFF] Run Time [m 400
Wia! W oamaer: RE4 mpecion Voume: 500
Iyjactk 7 Type: Unknown CRamnai; e _wais_1
Caibre fion Lavear Wfaweiengrih: 210
fesiru T2RT Afethoal Tolueno maetodo Banawidri: 1
Proce: 5ing Methoa toluano Diutian Facror 100.0000
Injactk p DataTima: I 10CiE 15-40 Sampke Waight:  1.0000
|Chromatogram
a0 © M_ickueno #45 B un_WVIS_ 1 WWL:210 nen
a
(=]
-]
=
=
E. 40
b=}
=
B
€@
=
B
20
1o
° —\J
1
-1,
[ELe e [EESH 1.00 1.50 2,00 .50 Lo 3.50 400 4.50 5.00
T ]
Integration Besults
F.T=05
o Faak Mame Retentlon Time Area Hedght Relalive Araa Relathwe Halghi Armnaownt
miln AU min AL Fe k.
1 [T Clueng 1.523 0.302 7353 10000 100.00 | =73602
[Total: 0302 7353 10000 100.00 |

101




Muestra de la concentracion de 30x10* a los 21 dias- replica 2

Chromatogram and Results
Injection Details
[mject 1 MEME. MZ3 Run Tme (m 500
Wis! M moer: REE njection Voume: 500
Injectk ° Types Unknown ChRamnal U _wis_1
Caiibrs ton Lever Wawaiengra: 210
estry 1ERr Adethog” Tolueno matodo Eanawidrh: 1
Proce: g Method: toluano Cwwtion Facrar  100.0000
Ijectk n DateTama: I1/0cH1E 15:45 Sample Weight:  1.0000
[chromatogram ]
tmn O M_isluenc #50 UWV_WIS_1 WL 210 nem
BT
75
&2
=
g .
b
5
a
-l
=
=4
25
12
o
=10
- 0.00 050 1.00 1.50 200 250 300 3.50 4.00 450 5.00
Timas [miin]
Integration Besults
iongin ] I
MO, [Feak Mame Retention Time Area Helgnt REalve Alea | Relathve felghl | Amount
mjn mALmiln mAL ) %
[ [Foluena 1523 D265 [ 100,00 700,00 | ]
[Total: 0285 5372 100.00 100.00

Muestra de la concentracion de 30x10* a los 21 dias- replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

imjacti it Mame!

[FE)

Run Time (min).  5.00

Wi N imber Ral jecian Veme: 5.00
Imjacti 7 Type: Unknown Channei. u_wis_1
Caibee fon Leval: Wiawaiengrh: 210

sty 1ent Methoa: Tolueno metodo EBanawidriy 1

Proce: sing Medhoo! toluana Doution Fasrar 100.0000
Injacik n Date/Time: 31/0ct8 15:50 Sampke Weight  1.0000

[Chromatogram

750 M _ickuens #13

U WIS 1 WAL 210 e

200

150

Fbsorbance [mAl]
]

o | ]
Vd Fohueno - 1.510
3 T5 .
J
]
5D
[l vy 050 1.00 1.50 2.00 Z.50 300 350 4.00 4 50 5.00
Timee [rmin]
Integration Results
MO Feak Mame Retenticn Time Area Height Relative Area Relathee Haight Amoent
mjn mALmin mAL % 3

1 1.407 0.039 1.063 12.84 14.85 n.a.
12 [Toluena 1.510 0253 5095 §7.0E 8515 751645
|Total: 0.302 7.153 10000 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias- replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

njact 1 MEmE: MZ5 Run Tme fmm) 500
Wia! M mber: ROD4 injection Volume: 5.00
Injactk  Type: Unknown Chammal uw_wiE_1
Caher: fon Lavear: Wawaiength: 210
Instru TER derhoal Tolwene matodo Banawidri: 1
Proge: sing Mefog: tolueno Diutlan Facrar 100.0000
Injactk n DataTme: 310ct1E 1555 Sample Weight  1.0000
C r\omamogmm
45 1 M_iohuano #40 un VIS 1 WWLZ10 nm
0
30
=3
E 2
k-
a
2
5
2 —
= 10
2 = Todueno - 1 K23
420
1
o
=10
000 050 1.00 1.50 Z.00 2.50 300 3.50 400 4.50 5,00
Thmas [men]
Integration Besults
£ o=k —
MO, feak Mame Retentlon Time Area HEght RElSlve Area | Relatve Helght | Amount
miln AL TN mAL * =
1 1.420 D027 0772 1558 18.88 na.
l2 [Folene 1.523 0151 3.318 E4.62 &1.12 436517
Total: 0i7e 4.050 10000 100,00
-, 6 , .
Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias- replica 2
Chromatogram and Results
Injecticn Details
MScty b Name. MZE Run Thme (min). 5.00
Vizl W imber: ROS injection Volome: §.00
mjacty v Type: UnEnown Channa: e vis_1
Caior; Non Lever wiaveisnga: 210
sty 12t Method: Tolusno matodo Bamawian: 1
Froce: sing Methog! tolusno Diution Fecror  100.0000
Inj2cth n Date/Thme: 3tocti18 15200 Sample Weight  1.0000
chmmatug?mm
eon 1L PioTuenG waT OIS 1 WL 210 nen
o | ]
625 |
san | ]
=3
2 ws | ]
B
5
& zE0 | 1
5
=
<
125 | 1
oo |
-12.5
200
0.00 oS0 1.00 1.50 Z00 250 3,00 350 4,00 450 5100,
Tima [mir]
niegration Resuls
Ma.  [Peak Hame Retenfion Time Ares Helght Relathe Area | Relaiive Helght | Amouwnt
min mAL-min mAL * £
1 1.417 0.008 0.245 4.83 6.21 n.a.
2 Talueno 1.533 0.151 2.385 T8.75 T1.84 43,6198
3 1.643 0.027 0.705 13.87 17.55 n.a.
4 1.723 0.008 aA7T 2.36 4.40 n.a.
Total: 0131 4015 100.00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias -replica 3

Chromatagram and Results

Inymcticn Details
sy 1e e,
W M maer
injacti it Type
Caltrs Fan Lawar
imafr TART AASRAGT
Proce: 3ing ddsihoo
In/SCTh Dol b Then s,

MIT Mt Thita fenive). 800

HIY MACIAN VENME b

unknawn (=P LLET U wia 1
Wavsimngih. A 1]

Talusnc metoda Banawidih

olueno DRaEan Fadmor 100, 000

MO IE 1608 Sampls Waight  1.0000

e

——

Lnd_tida_ 1 WAL T e

rom
70 T NA_ICa e M4
L5
an
= a9
. i)
Fo)
"
[H]
BLE
o

" Tbusena . 4 &30
v iyl Ayt
ey L _
"
L] LR ] .80 200 250 300 320 400 450 5,00
Tima [
#%m slsndlen Tims LT Huight swlallvs Araa Wﬁﬁr_
il TFRALI T AL % 5
T T30 B -4 [t TEET TEE .
B = 1,623 muay 40da Th.9% L] 4 hail
3 1.647 i O GGl 004 1273 ns
l;'"'": 0133 4397 10000 100,00

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 21 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

Infect T Mame! M28 Run Tdme (min).  5.00
Kig! N imbers RBS mfeciion Volume: §5.00
Injacik  Type: unknown Channai: U _wis 1
Canpr: Hon Lavar: Wavelength: 210
sty 1enf Methodt Tolueno matodo Banmawidri: 1
Proge: sing Medhog: toluana Doutian Factar 100.0000
Injacii n DateTime: 31octi1g 18 Sampse Waight: 10000
[Chromatogram
50' T M_icluens #25 Und_Wis_ 1 WWWL:Z10 nm
+0
20
d
2 m
5
£
]
a
B
"0
1 Tolueno - 1.523
] ™, g S
=10,
(KR [EE21) 1.00 1.50 2.00 .50 300 350 400 4.50 5.0
Tirmee [mén]
Integrati — - _
Mo Feak Name Retenticn Time Area Height Refative Arsa Relathe Helght Amowsng
min muALmiln mALU k) %
1 [Toluemna 1.523 0.03d 1935 100,00 1030.00 21 23635
[Total: 0.034 1.933 100,00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x108 a los 21 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

Inject i MEmE: [ FE] Run TAme [minj;
Wia! W rmber: RC3 Injeciion Volume: 5.00
injectk ® Type: Unknown Chanmnal. v _vis_1
Calbr: Won Lewvar Waveiengrh: 210
sty TeRT Adarhod. Tolusne matoda Bamawiarh: 1
Proce: sing Method! foluano Diutian Fecrar 100.0000
Iyects p DateTima: J10ctE 1515 Sampss Weight 1.0000
[Chromatogram
ea I M_Icluang #31 Un_WE_ T WALEZ10 e
7a
(2]
50
=
=
E 40
5 1
2
2 -
£ %
|
-
0
10
#  Tolueno - 1.527
11L€a
o ———) 7 s
I
-0
(ke [ER: 1] 1.00 —458 2.00 2.50 30 350 4.00 4.50 5.00
Tima [mani]
Integratign Result S
Moo [Feak Mame Rtention Time Area Height Relative Area Armaunt
min mALmin mAL *
1 1.417 [T a7 .03 B.B6 n.a.
12 [Toluena 1.527 0.086 1.751 33.07 5i.14 24 7520
|Total: 009z 1921 10000 100.00

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 21 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Dietails

[njectk i Mame. LE Run TIme jmin). 5.00
Wil M mber: REZ Injeciion Volome: 500
Injectk ° Type: unknown Channel uv_vis_1
Cafpr: Mo Laver Wawaisngm: 210
Insfrw 2Rl Aethod” Tolueno metodo Bamdwidrh: 1
Proce: Sing AMetnog” toluana Duution Factar 1000000
njactk n DateTame: A0t 1620 Sample Waight:  1.0000
[Chramatogram 1
- T M_ichuano #23 UV_WIS_1 WVL 210 nen
50
40
=
E 30
B8
1
F
3 20
=2
1
10
R (=K 100 1.50 2.00 .50 300 3.50 .00 4.50 5.00
Time [man]
Integration Results
e e
= Faak Mame Retention Time Area Height Relatlve Ar2a Relatke Haight AmoLng
miln mALmin Al *® %
1 1417 0.0as 0263 10.68 13.7 n.a.
12 [Toduena 1.537 0077 1556 £9.32 5637 22 3300
|Total: 0.05E 1.313 10000 100,00
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RESUMEN DE RESULTADOQOS:

Blanco blanco blanco

7 dias 14 dias 21 dias
1 385.8572 334.4702 | 298.6317

30*10"4 30*10"4 30*10"4
1 257.4215 135.4470 |87.2602
2 199.5612 115.3167 |76.7883
3 140.5448 93.3704 76.1645

30*10"6 30*10"6 30*10"6
1 55.9319 46.8900 43.6517
2 53.3751 46.4482 43.6198
3 48.4347 43.8150 42,5410

30*10"8 30*10"8 30*10"8
1 38.2500 35.4299 27.2565
2 38.2205 30.1446 24.789
3 35.9638 28.5481 22.2390

Determinacion de Peso seco de las muestras para evaluar el crecimiento de

RESULTADOS A LOS 28 DIAS

Pseudomonas aeruginosa a los 28 dias.

Replica [[] de Peso de Peso de Peso
P.aeuriginosa | capacho(inicial) | capacho(final) | Neto

Matraz

1 1078 0.146000 0.156500 0.010500
Matraz

2 10”8 0.139600 0.149900 0.010300
Matraz

3 1078 0.154300 0.163900 0.009600
Matraz

1 1076 0.124300 0.129900 0.005600
Matraz

2 10”6 0.128400 0.132800 0.004400
Matraz

3 1076 0.144900 0.149700 0.004800
Matraz

1 10M 0.149100 0.152800 0.003700
Matraz

2 10M 0.136300 0.140700 0.004400
Matraz

3 10M 0.138300 0.141500 0.003200
Control | Blanco 0.159500 0.159700 0.000200
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Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas en la segunda columna
muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la tercera columna
indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra el peso del
capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas
aeurigninosa, en la Gltima columna se observa el peso neto de P. aeurigninosa presente

en cada concentracion respecto a la réplica.

1018 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.010500 |0.010300 |0.009600
0.005600 |0.004400 |0.004800
\ 10M Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.003700 |0.004400 |0.003200
’ Control Matraz 1
0.00000

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 28 dias.
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Muestra control (BLANCQO)

Chromatogram and Results

Injection Details

inject n Nlame: MH Fun Time (min):  5.00
\is! N imber RC4 Inizction Volume: 500
Injecti m Typa: Unknown Channsl: UV VIS 1
Calibr: o Level: Wavelangth: 0
fnstru et Method: Tolueno metodo Bandwidtf: 1
Froce: sing Wethod: tolusno Diiution Facfor:  100.0000
fnizcti m DatedTmme: BMovi18 10:56 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
120 [T M_iolueno #33 UV VIS _1 WAL-Z10 am
1|:r|:-:
33-:
% 80
% ]
5 ]
E -
] 12 = Todsand - 1,520
204
- —\J T
U T
-R:IllllllllllllllllllllllllllllllllllIlllllllllllllll
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00
Time [min]
Integration Results
Mo, [Peak Mame Retention Time Ares Height Relative Area | Relsfive Height | Amount
Imin sl min mal b %
1 1.423 0.010 0.262 0.58 1.06 n.a
2 Toleena 1.520 D.BES 24521 pa.02 93.84 364.4702
Taotal: 0.973 24.783 100.00 100.00

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra control (esta en fusion a la absorbancia
vs el tiempo., nos muestra una absorbancia de 24.521 (mAU) y en un tiempo de 1.520
min dandonos como resultado 364.4702 ppm lo que quiere decir que existe 364.4702

miligramos de concentracién de Tolueno por litro de solucién.
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 28 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Detalls
Irpuade Al (=] P Terwe freee).  GU0G
Vial N amber: mrraz iIrjection Volume: 5.00
Irpmcix | yoe. Uninown L. uUv_wis_1
Chailor s tioen Lavond- Woavwiuraglfs 20
Inztry et Aedhod: Todusno metodo Danawath: 1
Froce: sdmg AdeFunad bolusno Dhuton Fachor: QR S
Srpviv, rr Dl Tirrm, By 18 1110 Sarrgny Wasghl,  1.0000
ChrpmatoRram

400 EM [ ] s LW WIS T VWL T iy

A l

AL G ‘
]
PRI |
ﬁ I

0ol | l‘)

i id - Tolwmno - 1 530
| ‘l\k ngll azy
Tl L
———— — ——— S
nodl- +J T
£.0
0.5 o&0 1.0 1Ea 200 280 abo 150 4 o 450 .00
Tl froiey
n REsults
Ha Fask Name Heterton Tims Ares Haight Hulairrs Area Hwlatrvw Haght Amourt
man AL min Al b, ] e}

1 1423 D.oz0 o.mo= 0oz 1148 nas
2 Tolusno 1530 0255 BATe f-n 8851 738507
Total: 0283 LA 10000 A00.00

Muestra de la concentracion de 30x10* a los 28 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injecticn Detal .
drgeit r Nlmmes [ =51 Brarn Torv= [rravi) L]
Wil A arvilegr HFE: Frywrirore Vosherrmg,  B0H0
dngeectic n T Lk nvcvsn Chanaesi- W WIS 1
Clibra farwn | e Wavesngih 10
inztry went beshod: Tolusno matodo Omnchwiash: 1
Froow: sdng Medhoe 1 cluserie Livlestorwn Fapcionr TR0 R00
dingenathe iy Dot Tl Sieoutif 1118 Sagels e A DS
Lhrormabogs am
o TR Gl WARE WoT L WIE 1 WL 2 0 ey
o]
[
= =00
i I
hy !
3 a7 l
8.0 lls-"\ll
125
17 - Tlemen - | 833
— U s
aoll —\/I A -
VAP e —— - v v ———— v v —
oo nho .10 150 2 i ‘2 ko ahn adn . aho .
T i frmian
1 ration Hesulls
Mo, Pusab Pumrn: Rty T Fanwa Hamhll Rl Aaies Rl Homgld vl
rriin nnALrnin mAL " )
1 1 A3E O iR 1 Sl AF el = IFT nom
o Tolumno 1.333 oLz A.TI0 [N -] 73 B1.3TRI
Vosllad L B NG VR
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 28 dias -replica 3

Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic n Name: W34 Run Time (min):  5.00
Vial N wmbear RF34 Injection Valume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: Uy VIS 1
Galibrs tion Level- Wavelsngth: 210
Instru 1end Method: Tolueno metodo Bandwidth: 1
Proce: sing Method: tolueno Dilution Facfor:  100.0000
Injectic n Date/Time: WNov/18 11:22 Sampile Weight:  1.0000
|Chromatogram |
00 2 M_tolueno 1T MB L WIS 1 WYL210 nm
50,0
500
1 |
= 400 V|
< ] |
T 1
% 300] | |
o ]
@ ] 1
< 200 Y
] |
|
0.0 \
] | '\\ 7 - Toluano - 1 547
1 1§41
20— | ‘Au“rul T— -~ - . - -
] ¥
-1DD-IIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllIlllll'lllllllllllllllllll
000 0.50 1,00 150 200 250 3.00 3.50 400 &50 5.004
Time [min]
Integration Results
Mo. | Peak Mame Retenticn Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL"min méALl % %
| 1410 0.04 D418 678 210 na
2 Tolueno 1.517 0.185 4180 9322 20.80 55.4028
Total: 0.20% 4538 100.00 100.00

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra de la concentracion de 30x10°4 de
tolueno en la réplica 1. Nos muestra una altura de absorbancia de 0.255 (mAU) y en un
tiempo de 1.520 min dandonos como resultado 73.6507 ppm lo que quiere decir que

existe 73.6507 miligramos de concentracion de Tolueno por litro de solucion.

110



Muestra de la concentracion de 30x10° a los 28 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Tryjaction Chtadls

Irpecic o Adwire
i I ek
S n o
Calited fion Leved:
Fruidr. W Bl
Pres#d permy Kol ol
rppecis m Liabe” e

L e
Rz
Uhnorarey

s ar-swie ivarTaniiin
e
Bow' 18 1130

M Tirme (men)l.
inyection Volums:
Lt v yrmad

(L

Flnrudei b
(=0 C oy
ey P

.00
3.00
L _viE_1
HO

1000000
1.upon

Chromatogram

0.0 W _ioluenss 835 L U _WIS 1 WL 290 mm

[T l

G}
= A0 |
=
.
T I
e 1

ma | I\\

. o1 i e A
[E84] | ! +‘J\'|- —_—
o
1 - — — — = — v - o
LR o b 100 140 2 hix a0n 1 iy 2.l 4. b A0
Integration Hesults
Mo Freeih Bl Bt Tevue Al i Hi-jga Rl i A Rl Hinghil Aavulni il
rnir AL "rnin maLl .

1 1420 12T 0 Edd 11 80 141 LY
2 Tolusme 1532 oo 2085 ae.41 B850 20.4832
Tastast [RT] Er W TR0

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 28 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details
Injectic n Name: M36 Run Time (min):  5.00
Vial N imber: RF3& Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: uv_wvis_1
Calibrs tion Level: Wavelength: 210
Instru send Method!: Tolueno metodo Bandwidih: 1
Froce: ging Method: tolueno Dilution Facfor:  100.0000
Injectic n Date/Time: SNovME 11-:38 Sample Weight  1.0000
Chromatogram

70,0, (2 M_toluena ¥33 MG LIWV_WIS_1 WWLIZ10 nm

B0

50.04 l
— 0.0
=
z |
=
£ a00] |
2
L [
< 200 |

10.04 ‘ ‘.\

2 - Toluano - 1.527
-
n.ol— - ——— - -
\/
~10.0 - T T T T T T T T T
0.0 0.50 1.00 1.60 2.00 250 3.00 350 4.00 450 =00
Time [min]
Int ion Results
Mo, Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL"min mAL %

1 1420 0.021 D.574 1282 16.32 n.a
2 Tolueno 1.527 0.140 2043 8717 8368 40.4445
Total: 016l 3517 100.00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 28 dias -replica 3

Chromatogram and Results
injectian Detailx
et o B MW ' Fun Tima jmin): %00
Vil N aniduyr KE3F Ieyomfumn Volaeres I 0HD
It v Ty Uriknorwn Chanm UV w8 1
b L Ll mﬂﬁ' Ho
wdrad wend Ryl Toddsmerann evarduming Mareianill 1
Froey 2ing Mathod fnhemn Dickatwir Fearniee HT (HHON
injects. n Date/Tim Shov18 1142 , Samole Waight 10000
|I:Irnml'n|rn |
- [F M ki BT M7 LV VIR T WL TR i
N
0]
i 0] |
L |
'} il
‘A l
|
ar |
Wy
\
] I et - 01T
v \ J . —"-'|-"‘-Lr -
oo ol b0 ko R0 @ ale ke st abo elo
1 ifiel [iThii]
intagration Reauls
Ma,  |Reah M Hrdrninm [ A AT Mrdileer At | Wedabnee gl | Aorwmed
Hun el e muil] b b
1 1413 0,008 031 &7 118 A
2 ok 1.617 {137 3 1l i i
Tulal [RF ¥ Wil L TH8K )

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra de la concentracion de 30x1076 de
tolueno. Nos muestra una altura de absorbancia de 0.140 (mAU) y en un tiempo de
1.5433 min déndonos como resultado 40.4832 ppm lo que quiere decir que existe

40.4832 miligramos de concentracion de Tolueno por litro de solucién.
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Muestra de la concentracion de 30x108 a los 28 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name: [ = Run Time (min): 500
Vial N smber: RF38 Injection Voilume: 5.00
Injectic n Type: Unkmown Ghannel: Y _wis_1
Calibrs tion Lewel: Wavelength: 210
Instru end Method': Toluemo metodo Bandwidlih: 1
Froce: sing Mefhod!: Toluene Diilution Facfor: 1000000
Injectic n Date/Time: 09/Nowi18 11:42 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
—— = —
0.0 (2 M_tDlEAs #45 MIT LW _W1S_1 WL 290 nm
5000
40.04 |
z |
2 200
g I
=
=
s 200 [
= |
10.04
9 - Telwano - 1,540
oodfb—m— "_"J"‘r— - - -- ——
Ill\jl
=10u0 4
000 0.50 400 1.50 200 2060 3.00 .60 <00 4.6 5.0
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Reelative Height Amount
min mAL"min mAL ) )
1 Tolusno 1.540 0.048 1.278 100.00 100.00 | 1s8811
Total: 0.048 1278 100,00 100,00
-z 8 , .
Muestra de la concentracion de 30x10" a los 28 dias -replica 2
Chromatogram and Results
Injection Daetails
[T — [T Fun Time jmen): 500
Vind & ambeer- RFa% injection Volsims: 500
?:E rr ¥y, Uil recrarry ;;Hrlu' :I"b::l_\l"lu_l
Feory Ll R L
Tratr werd Medhod: Taluens metads Bandiah 4
Frores sing Aedhod: LE TN Uiy Facfor 7G4, EHHOE
Infectic n Dute Tlms: Mol 11-50 n Sampls Waight  1.0000
[Chr cm 1]
50 I M _toluano #24 [l LY NS WAL 20 mm
A '
3 - ‘
E. |
2 O ‘ |ll
# |
5 :
Wwao | i
]
0 - | - —_ - _
W
]
LT nho 100 1.60 2 0o aho 250 200 2 5m =.00]
[Integrution Results
Ha. Pusiak Fdsarvms Aty Timme: P Fwyyial Fobiliver Aausa Rusliaivar Famgid Arvananl
mirn sl 1"min sl ]
1 Tolusno 1.340 O.043 007 EEE--] +7.07 123002
2 167 1 1 Feiilh AT A <3l {17 na
3 1727 LooF 0ITo B -] 1208 ne
Tusllsl 01 R 2 T T (3 V0 ()

113




Muestra de la concentracion de 30x108 a los 28 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details
Injectic n Name: M40 Fun Time (min):  5.00
Vial N imber: RF4d Injection Volume: 5.00
Injactic n Type: Unknown Channed: UV _WI5 1
Calibr: fion Level: Wavelength: Ho
Instru went Method: Tolueno metodo Bandwiath: 1
Proce: sing Method: tolueno Diilution Facfor:  1.0000
Injectic n Date Time: SNowi18 11:42 Sample Weight: 10000
[Chromatogram
120 '; M_toluens #12 12 LV WIS 1 WWLZ10 nm
4 1 - Teluang - 1 547
1004
B0
T 60
g
:
§ 0]
< ]
20
] I
LNl - — — i — U "-\—|— —_— -—_ _—— - - -—]
-mlllllllllllllllll —rtrrr rrn. ¢+ o+ 1. r 1. 1.1 1 ¢+ 1. T T T T LI 1
000 1050 1.00 1.50 200 200 300 3.50 4.00 .40 .00
Tie [min]
Integration Results
Mo,  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAL*min mAL % %
1 Tolueno 1.547 3.550 101.588 100.00 100.00 10.2085
Taotal: 3.559 101.588 100.00 100.00

Segun el cromatograma de HPLC de la muestra de la concentracion de 30x10°8 de

tolueno en la réplica 3. Nos muestra una altura de absorbancia de 3.559 (mAU) y en un

tiempo de 1.547 min dandonos como resultado 10.2985 ppm lo que quiere decir que

existe 10.2985 miligramos de concentracion de Tolueno por litro de solucién
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TERCERA REPLICA:

Determinacién de Peso -Muestras a los 7 dias

[ ] de P.aeuriginosa |Peso de capacholinicial)  |Peso de capacho(final) Peso Neto

108 0.120000 0.121000 0.001000
108 0.120000 0.129000 0.009000
108 0.113000 0.130000 0.011000
1006 0.121000 0.127000 0.006000
106 0.116000 0.121000 0.005000
1006 0.122000 0.122000 0.006000
104 0.113000 0.120000 0.002000
1004 0.120000 0.121000 0.001000
104 0.113000 0.122000 0.003000
Blanco 0.117000 0.117000 0.000000

Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas en la segunda columna

muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la tercera columna

indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra el peso del

capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas

aeurigninosa, en la dltima columna se observa el peso neto de P.aeuriginosa presente

en cada concentracion respecto a la réplica.

Resumen del Peso Seco de las muestras a los7 dias.

1078 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.001000 0.009000 0.011000
0.006000 0.005000 0.006000
100 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.002000 0.001000 0.003000
Control Matraz 1
0.000000
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Analisis de las muestras en cromatograma de HPLC

Muestra control (BLANCQO)

Injection Details

Chromatogram and Results

Injectic n Name:

1] Run Time [min):  5.00
Wial N amber: RA1 Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Ghamned: un_wvis_1
Calibs fion Lewvel: Wavelangih: 210
Instru sent Mefhod!: Tolueno metodo Bandwidfh: A
Proce: sing Meffiod: toluenc Dhilution Facfor: 1000000
Injectic n Dafe'Time: 13 Nowi18 18:05 Sample Weight: 0000
[Chromatogram
a0 o 2 M _toluens 31 I WA UV WIS _TWWLZT0 nme
a0 0: | Ii ~Teluana - 1,507
] | ,
3000
= ] | i\
£ | [ I
& 200 vl
& g \
=4 \
= ] \
= 1 |
10,0 \ |
J \
] . |
] ) | - .
0.0 II - - T
] ¥,
=100 -
050 050 1500 1.50 2.ho 2 5o a3.bo 350 2.ho . 5.hof
Time [min]
Integration Results
Mo, Feak Mame Retention Time Area Height Relative Araa Relative Height Armount
mim AL min ALl ] ]
1 Tolusno 1.507 1.800 40.000 100.00 100.00 463 1444
Tokal: 1600 40000 100.00 100,00

Muestra de la concentracion de 30x10* a los 7 dias -replica 1:

Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic n Name: [ Fun Time (min): | 5.00
Vial M amber: RAZ Infection Velume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channei: uv_vis_1
Calibre tion Level: Wavelength: 210
Instru sent Method: Tolueno metodo Bandwidth: 1
Froce: sing Method: tolueno Dhilution Factor: 1000000
Injectic n DaterTime: 19/Nowi18 1812 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
7g.0_ IE M_iokieno #2 2 UV WIS 1 WYLIZT0 nm
aa.0]
50.0] |
A
1 Iy |I
| 2 - Toluano - 1,520
| \
4 I |
\ I
W |
- 1
Wl [
R -1 ERFET
osll ‘ e - _
\
|
[
~1igod : ; ; T T ; T T ;
0.00 050 .00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 .00 4.5 5.0
e [omin]
Integration Results
Moo Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amourn
miir mAL"min mAL k) %
1 1.422 0011 0300 1.14 127 na.
2 Tolueno 1.520 0.089 35.500 08.86 o873 2802712
Total: 0.360 25.800 100.00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 7 dias -replica 2

Chromatogram and Results
[Injection Oetuty
Wyocin n Narw L3 R Time (mny. 500
Vad N wrdnn LS g wdums Vidhsneer )
Wyosin 0 Type Uikivowin Chawwied ;IVJV“_‘
COlDA tuws | et Wavelength 1
Iwdens wod Moltuni Fotimsis ivwolondo Maas oty 1
YOS @i rrwy Metwwt wiueno Owuton Facy 100.0000
Injecticn DateTime: 19/Novi10 10:10 Zemple Welght 41,0000
[ I
NN leumos 83 M3 UV_VIK_ | WVL 210 ivn
mo
004
004
? o ’q
g 0o .
. \ e i
N\
ALY |
| v.14m
L T "
00 | e AV - — ——
U
ln'n|4-~vth|l--l-|t-|~i.~t LU e J L )
nbo 0 ho 160 1ho 2ho 2 ho 1o 1 ho 4 bo aho nbo
Ty frovm]
o U \ s
S [ Peak Name Rewoson Time A ielght Neatve Aen Relatve | leight | Amount
min AL mIn mAL ..} .}
' 1412 0.000 0.102 1.18 1.09 na.
v Tolveno 1920 0.720 10.000 or.07 .80 2377
2 L840 p.007 pird pon 290 ne
[ 0 X 70 10 100 00 100 00
. . 4 , .
Muestra de la concentracion de 30x10~ a los 7 dias -replica 3
Chromatogram and Results
Injection Details
injectic m Name: M4 Run Time (min):  5.00
Vial N amber: RA4 Infection Volume: 5.00
Injectic m Type: Unknown Channei: UV_VIS_1
Galibre fion Level Waavelength: 210
Instru 2end Mefhod! Tolueno metodo Bandwidfh: 1
Proce: sing Method: tolueno Dilution Factor: 100.0000
Injectic m Data/Time. 19/Novi 8 18:25 Sample Weight: __1.0000
Chromatogram
100.0— > M_folueng #4 - W VIS 1 WWYLIZT0 nme
a7 564
75.0
| 525
g 50.0 |
§ a7 5 |
25.0] I
4253 |||1 - Teluano - 1.520
|
|
0.0 VI ““‘—*'—k:-[- - .
~1pod
.50’ .50’ 1.50 150 2 bor 2 Eor abo 3 5o 4 ho 450 5.4
Time [min]
Integration Results
Ho.  |Peak Mame | Retention Time | Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL"min mAL % k]
1 Tolueno I 1.520 | 0.515 I 12878 | 100.00 I 100.00 [T1as8312
Total: 0.515 12.878 100.00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 7 dias -replica 1

| Chromatogram and Results
[ = rr— 5] Fun Tims [ralml:  3.DD
ot A arvabiner RAS Mrgwastinn Windumes &0
dryeciicn Tipec Unikniowen Charmsl e _Wis_1
Craebrs o Lassd Woneaaomiplie Fal]
dnzitu went Adedrod- Tolusnss matodo Barowadiiy. 1
Pramni zing Moo Turumrm Dtz P e G
lrywctic n Dt Thma: REE T T B T Sampls Walghe 1 D000
o usnio &5 =] W WIS WS T
B
Bl e
&0 i
=]
i
T o |
3 FrERT |."|I
!
Wwo I\'\
3 Tehassi 1830
| — 1§ Bl
o ————y, | _'“fi"r - -—
LY
~Aan
Ll 1) Lo T L] 20w = B A0n 350 &0 & = LA
The Jroi]
sty ot iy
L] Faak e Retedan Tims Ares 1w ghr Arem [
e U el k] k]
1 1430 n.oE2 oA o Ly e s
= Tushoresy 10 03157 -] B30 0 geg |
Tl o 3RET B Toad AW el A0 S
M de | ion de 30x10° a los 7 di lica 2
uestra de la concentracion de 30x a 10S 1as -replica
Chromatogram and Results
By Ty (3Tl 2 .
Syt m Parrg iz Run Time (mn): 5000
Vial N enbar mAac injection Volvms: 300
dryactic n Typs: Lirik recvm fe RS u_ s 4
Eladat iory Lavwal: VWbt ]
Frzfrur st Mfadfoo: Tolusns metodo Dt 1
Procs: ming Tl i Calutices Facros R DOV il
Segenita wn UL ates Toenwe Vel TR TR AT Sy Waphd 1 (HHMD
Chros Tl
% Oem I M baliiedir 80 Rulitd Ly WIS 1 WAL 2 10 mm
A O
5
g:n.l i
R ona
i 00—
.04 3 . Tinlvawene . WAT
-y =
ool — =
obo D4 o 140 2ho LT abo 3 ko = ho 2 ko =.bo)
This [ere]
Integretion Resulis
- Faak MHames Rawsrmon Tims Aren Hsagiht Rlative Arsan R A gt ATTeSNT
e Pl i [ L L)
1 1440 D.od8 DA a.7a .22 n.a
2 LB T 1EAT [1Ra . A4 7 73] TR Bk B0
Wankal T LLd] VMR B VOHD_ G
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 7 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name:
Vial N smber:
Injectic n Type:
Calibrz tion Level:
Instru renf Mefhod!
Proce: sing Method:
Injectic n Date/Time:

M7
RAT
Unknowrn

Tolueno metodo
tolueno
19/Nowi 18 18:44

Run Time {min):
injection Volume:
Channel:
Wavelength:
Sample Weight:

5.00
5.00
uv_VIS_1
210

100.0000
1.0000

|Chromatogram

2 M _ioluenc #7

[

LW WIS 1T WWLIEZ 10 nime

B0.0-
S0+ |
0.0 |
s |
£ an.o-
£ |
]
% z0.0 |
< |
I|
10,04
\ |2 - Teluans - 1.513
210
—_— 10
ool g — N
I'ul
=100
oo 050 150 150 2ho F1T) 300 ELT) +ho 250 5.4
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mams Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min muALI"min AL %% %%
1 1.410 0.oi8 0.507 .70 1120 n.a.
2 Tolueno 1.512 0.124 4.018 91.30 88.80 533751
Total: 0202 4522 100.00 100.00
-7 8 s .
Muestra de la concentracion de 30x10" a los 7 dias -replica 1
Chromatogram and Results
Injection Details
Irpecix n Adaires me Hun Tame (rren). 500
Viad N ambier- RAR infeciion Volumes: 5040
Injectic n Tyee: Unknown Sl Uy _¥is 1
s faray | eseed Waveisngh. o
hanfru s Afedho' Tl L e ek Fmncaddnt 1
Proces: gy AR todusno Dilution Mector: 1000000
Iyt r Date Time: 1S Mow 18 18:53 Sarmple Weegit: 10000
IO AT Ol i
— LT ] UV Vs T WAL 370 nm
AL s ‘
A0 i |
A i
3 |
2 oo |
z |
ﬁ 200 |
l
(.
0 b
|
A Ir)a y Thmenez - 1 820
- ———— ", r _— - S — S
(¥ T
-tan — - - o — = - - - - - — - - - = - -
ndn 0. fie 1.00 i 5 2.l 1.7 . ik F17) - ha FLT) i oy
Thrss [mim]
[1 raton Results
L Faak Mams Huterdon lms R Tl Haght Halatrvw Area il ey Hanght Aymount
v e i il e )
1 1410 0.0z el = 181 1870 na
= lolugog 1030 (R =20 - X-Fir'd == 201 =100 1] o UG
Vbl DA A P T EHP. K 10000
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Muestra de la concentracion de 30x102 a los 7 dias -replica 2

Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic p Mame: M3 Run Time (m¥n):  5.00
Vial N amber: RAS Injection Voilume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channei: Uv_VIS_1
Calibrz tion Level: Wawvelength: 210
Instru 1enf Method: Tolueno metodo Bandwidih: 1
Froce: sing Meffod: tolueno Diitution Facfor: 1000000
Injectic n DateTime: 12'Now/ 18 19:00 Sample Weigiht: 1.0000
Chromatogram
B o RG]
Ao = M_toluens 20 El LUWV_WIS_1 WWL:Z10 nm
VO
"
I
B0 [}
II \
0.0 | I|
z | |
£ a0.0] |
s I
£ aoo |
=
2000 |
|
10.04 I|I
'\\_\ ,J‘ Z - Toluano - 1.527
0.0 - [ L — —_—
|\j|'
1o
000 050 1.00 1.50 2.00 260 3.00 3.560 4.00 4.600 5.00
Time [mis]
Integration Results
Mo. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armount
min mAL"min AL ] .
1 Toluenao 1.527 0141 3.000 100 00 100.00 40 8264
Total: 0141 3000 100.00 100,00

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 7 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injecti n Name: M0 Run Time (min): 500
Vial N smber: RA1D Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: _VIs_1
Galibre tion Lewel: Wavelengih: 210
Instru 2end Mefhod: Tolueno metodo EBandwidth: 1
Froce: zing Medhod: tolueno Diilution Factor: 1000000
Injectic n Date/Time: 19iNowi18 15:06 Sample Weight. 10000
|Chromatogram
1100 M _foluanc #10 0 LV WIS 1 WYL Z10 nm
1000
B7 5]
V5.0
= 625 |r|l.
£ 1 | 1
g so 04 | II
N .
£ 9751 U |
25,04 ||
12,53 |
] A F zdgleeno - 1527
3 ety AT 2E
ool— i ma - — -
~10.0 , r T T T T T T T T T 1
000 050 1.00 1.50 200 260 200 350 .00 4500 500
Time [min]
Integration Results
Mo. Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Rielative Haight Amount
min AL nin AL k) )
2 Tolueno 1.527 0.1332 2836 100.00 100.00 35,0638
Total: D A33F 2480 100 B0 10000
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Determinacién de Peso -Muestras a los 14 dias

Replica Peso de Peso de

[ ] de P.aeuriginosa capacho(inicial) capacho(final) | Peso Neto
Matraz 1 10”8 0.130100 0.135100 0.005000
Matraz 2 10”8 0.129200 0.134300 0.005100
Matraz 3 10”8 0.133100 0.137500 0.004400
Matraz 1 10"6 0.144600 0.147200 0.002600
Matraz 2 10"6 0.125500 0.128300 0.002800
Matraz 3 10"6 0.129800 0.132200 0.002400
Matraz 1 10N 0.131400 0.132300 0.000900
Matraz 2 10N 0.130100 0.131100 0.001000
Matraz 3 10" 0.127800 0.128100 0.000300
Control Blanco 0.129000 0.129200 0.000200

Tabla 7.- Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas

en la

segunda columna muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la

tercera columna indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra

el peso del capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas

aeruginosa, en la ultima columna se observa el peso neto de P. aeruginosa presente en

cada concentracion respecto a la réplica.

‘ 10"8 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.005000 [0.005100 |0.004400
0.002600 | 0.002800 |0.002400
‘ 10M Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0.000900 [0.001000 |0.000300
’ Control Matraz 1
0.00000

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 14 dias.
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Muestra control (BLANCO) a los 14 dias

Chromatogram and Results
Injection Datail
Inpecix n Name M Hun hme jmn); 200
Veal N ymbar. HE1 Iryecton Volums:  5.00
Injectc n Tiyps: Unikenizwm Channai- W W5 1
it tion Lavel Waipgrgth n
fnatri el Mefad: Tolisehia mitods Bandhwidh 1
Frece: ging Mehod {olsno Dinkatror: Factov: 00000
Injazic m Dinfe/Tima: Mol 1620 Sampls Wagh:  1.0000
[Chromatoram
0 ™ il i 1 U WIS 1WALZ210nm
LULE
B0 1=
i 2.0 |
? no | i
5 | I: Taikais - 1 570
2004 | |
|
\ |
00
\L I
0o Y - J'-'»'-lf,_ I ; -
i
W
<00
o0 0.5 V.03 150 200 R3] L 150 A0 40 &0
i |
Integration Results
Mo Pk M Psiritiait Toriva [T Faight Fdatva Arwi | Foulabrvs Hiagll | Amwounl
min mALFmin maLl b ] k]
1 1427 i) ik 15 o.rr i na
Z (Tolwnn 1477 1120 28 000 AR 23 ATE AT4 ADAa
Tadal: 112 28,2670 100.00 100.08

Muestra de la concentracion de 30x10* a los 14 dias replica 1

Chromatogram and Results
[ Datmilln
e rv Ao Mz Fun Teme {minl: .00
Wil I v HBEZ rppoiuey Vim0
Irjacic n Toe: Unienowry E uv_wis_1
Sl fuary Lyl Waslengnh o
Inztru wni Medhod, Tolusnc metodo Dangwiath 1
Froce: mrey Attt Tzl Dilistion Factor A00. 0000
Tt 7 Dt Toivies PR TR TR RR Rarigabe Weaphs R
Chrometogram ]
s 1o T 100D W = WV_WiE_1 WYL 216 ive
TE ‘
LER S ||
‘E‘: 500
; |
37 8 V‘I
{
ana] i
|
| 5 1 B
2] |\ I‘ s Talusna - 1 B33
i i
| g
1.3 —l'\_)l o - —-
=100 — — — ——
ol o b b0 1.5 b zho 2l ako b0 < %o & b
Thure: [
Iritegration Hesuite
L Mask MHams Faandan Time ArEN I gt TalaToe Ared Malnsve | wght Armaunt
L Al sl W b
1 [Tobumno: 1.123 0.440 11.000 100.00 100.00 1273433
Toisl: D440 11,000 A00.00 4000
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 14 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

Injecti n Name: M3 Ruwn Time (min):  5.00
Vial N smber: RB13 Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknowmn Channei: m_wvis_1
Galibrs tion Level- Wavelength: 210
Instru et Mefhod: Tolueno metodo Bandwidif: 1
Proce: sing Method: tolueno Dilution Fachor: 1000000
Injectx n DateyTime: 26/Novi18 16:42 Sample Weight: 1.0000
[Chromatogram
60,0 £ M_tolueng #3 3 LW _WIS_1 WWVLIZI0 nm
50.0
=20 .04 ‘
g_ 30.0
]
£ |/
20.0-] il
2 4
II
| |2 - Tolugno - 1.523
100 |
\ Irl
1
Ly asa
oo S ‘ \‘i—ll"n__n__ _ o
W,
=10.0- T T T T T T T T
000 (LR 1.00 1.60 2 00 260 300 350 < 00 450 5
Time [min]
Integration Results
Mo Feak Mams Retention Time Ares Haight Relative Area Relative Haight Ammount
mim AL "min mAL ) )
1 1.433 D008 D163 140 1.64 na
2 Tolueno 1.523 0.3838 8.600 8851 8838 113.5826
Total - 03936 8763 100.00 10000
. 2 4 . .
Muestra de la concentracion de 30x10" a los 14 dias -replica 3
Chramatogram and Results
Irgection Detosdls
Arpwecte o Admme Hur Torwe {rrwvy) b0
Viai N mmbar: Arywction Volurms: 5.00
gt op Typm: [= e U wAR_ 1
Gl fuwry Lavw Wnaisngrh Hiy
rw oFuf et wehrmien Rarmiwar ittt i
Procs: gy Ao Dilusian Factor 400 0000
Arpwcts m Diate Tirme. ZeMow 18 1648 Sarmpis Yepie 1.0000
T _T B0 s T a LI W :_WW 0 e ]
w0 1]
s 13- !
|
E FLy
2 ] 1
" so0 |
5 ] .
For I
] 1
0.0 1 i3 - Tl - 1832
"‘i\.\_ i ri_ﬂ'in
p L |
. | + — S - —
2.0 ) +
AN e = = = < = - — = = = - = = - =
n.bo nko 180 1.5 2 hor 2-ho aho ako .o 4 by #.ho
T hiry Jrevien]
L o Resailes
Peak FMHams Rasaermicn Tims Areas Haighs Ralates drea Palazhve Helghe Armaiant
rran LI rmin LI ] ]
1 1430 oLos 0TS 738 0.74 na
2 Ty 5o o ] e yim G S0
Tl i Ean 7 BRb 10 B30 i 1)
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Muestra de la concentracion de 30x10°a los 14 dias -replica 1

Chromatogram and Results

I in Dretails
Injectic e, BHE Fun Times (min): 500
Wil W vl RBi6 drgeitngry Viakerrae, G080
Byt i Ty L1 ST EE ST uv_vis_1
Caldw? hon Leavel: Wity Ho
Tzt werd AMdeiroa) Tolusrio mastodo Earrchwacid. 1
Froce: simg Al Il uarns Llwlyafwyry e AL LREE L]
Bryimrfie i Chatas Trrrms, 2RiHe B 18 63 Sarrpdu Womil 1000
30 BA_ i 85 [ WIS _ 1 WYL 10 nm
I
Hila |
% w ‘
B
§ B E |
1
] i
W | \
o 17 Tl . 1 837
- — 1 A
¥ Joond .
L
oo 050 V.00 .50 00 2.5 200 250 4. 00 4 80 500
T i [rmim]
Brﬂh Rasults
Bl Maak MHarms Mstanton Tims Arss Haight Malsivs Lres Malztive | isight Armount
min mAL"min ALl k. ] ]
1 [T 1837 038 4 B0 Az 32 [ R T BR 7R3
Totsl: 02 & AR il k] D DR
-7 6 , .
Muestra de la concentracion de 30x10° a los 14 dias -replica 2
Chromatogram and Results
[l Lrrtanls
Inyecix n Adwres MIE Moy Tame (rman);  S.000
iad N ormbar mEE drpwcbon Vokeme:  5.00
dngears v Ty Lok e fa B R iR ViR
Gl Py § fd Wavaisngi. 210
Inzru Wt Adedrod Tolusno metods Darzarcs 1
Priwi zing Afedhod: Taslime-rinn vl Fomilee Vi) CHEHE
Injwctic r Date Time: FeMcw 18 1700 Sampis Weighe:  1.0000
Chromatorram
o [T M tulues o & LIV WIE T WL W
S D
EA ]
Ji_ 400 l
2 200 |
g 20 0] |l
{
0 L
b | \L\\ ERL-T R R )
'
|- L R L M- - -
=N =—— C ——e—e—e———————
ot oho 1.ho 140 zho FLT aho ako . fin abo & oy
T = I!IIII
integration Mesufts
Mo | Faab Moo Huiwrshon | ane Atnran Hanghl Higlativg Arwa Hugl plrvns Hang el Dgvmpt
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 14 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name: MAT Ruwn Time (min).  5.00

Vial N amber: REAT Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: n_Wis_1
Calibre tion Lewvel- Wavelsngth: 210
Instru et Method: Tolueno metodo Barndwidh: 1

Proce: sing Method: tolueno Dilution Facfor: 100.0000
Injectic n Dafe/Time: 26/Mow18 1706 Sample Weight:  1.0000

[Chromatogram

[EM_loluenc #7

WOWIS 1T WWLIZT
B0 7 Y] E L:Z10 nm
7000
0.0
0.0
= ]
E= ]
£ 0.0
& ]
2 ]
g an IJ-:
= ]
20
] |
10,0
] | e h:_ram,ano- 1.520
[0 0 | E— — — —_— .
] v
-1 D D : r T T T T T T T T T 1
000 050 .00 1.650 2.0k 260 3.00 3.50 400 4 600 .00
Time [min]
Integration Results
Mo FPeak Mames Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armount
min mAL"min AL ) o)
1 1.420 0.032 0.aa85 1723 2025 n.a
2 Tolueno 1.520 0.175 3.885 B277 TS 50,7789
Total: 0207 4870 100.00 100.00

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 14 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Wil A v

Injection Details

drgerie iy N

Irymoie rm Typss

b e
Iresfru wend Adeiieod.
Proc#s perny Aartbusei
Eute Taiwwe

ME Haars Porrme (rewva). BODHR
RAIA gty Wesharve i)
Llnkrararrs - uv_was_1
Waseng 240
Tolwno metodo Eharechua oy, 1
ralusna Eiludicr Factor A 0. D000
FhMow iR 1712 Sy Wemte 1 G000

|Chr W

ALt P Wi A ] LW _Wis_1 WL 290 nm

TR

B0 ey

Bk AF
e
=
4
]
2
E 10 0] |

a0 o

o

L) if 5 Tplumno - 4. 54T
no e S S
L
TRRRN = = 5 = T = = T T — = = = T T — = = = T
obo o b 180 1k 2 hie 0 X ako L) b & b
T [iman]
NTEEEarnn Beilre
M Fwak Mams Fyisnton Tims Srga Hyight Mslative Lras Hglatres Haght Armourt
min AL miln AL . .}

1 1.407 0.010 0zT1 T2 w4 na
- Todusrs 1=97 D128 2000 pZ80 FO.po Jamqm |
Wulsl LRC ] LAl VEHD A4 ]
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Muestra de la concentracion de 30x108 a los 14 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name: M13 Ruwn Time (min):  5.00
Vial N amber: RB19 injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channed: uv_wvIS_1
Calibrz tion Lewel- Wavelengih: 210
Instru 2ent Medhod: Tolueno metodo Bandwidih: 1
Froce: ging Method: tolueno Diitution Facfor: 1000000
Injectic n DateTime: 26/Now18 17-18 Sample Weight- 10000
|Chromatogram
50.0- [z M_toluenc #9 El LUV WIS 1 WWL: 210 nme
1
|
0.0 |-
30.0 | | |
= |
= |
E. | | |
% 200 W
€ I
B
-
Ed |
0.0+ II
2 - Toluano - 1.523
M,
ooff—m "Lﬁl-"-;'______ ~ — — S
Vo
\v
=100 T T T T T T T T T
000 050 1,00 1.500 .00 2500 300 350 -4.00 4.50 =
Time [min]
Integration Results
Mo. FPeak Mames Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
mim AL min AL ¥ )
1 Tolueno 1623 0029 2177 100.00 100.00 20 5848
Total: 0.09% 2477 100.00 100.00

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 14 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name: M20 Run Time (min):  5.00

Vial N smber: RB20O Infection Vaolume: 5.00
injectic n Type: Unknowm Channel: n_viIs_1
Calibrz tion Lewvel: Wavelength: 0

Instru ent Mefhod: Tolueno metodo Bandwidfh: 1

Proce: sing Method: tolueno Diilution Facfor: 1000000
Injectic n Dafe'Time: 26/Mowi18 1T:26 Sample Weight: 1.0000

|Chromatogram
=

B M _toluens W10

8
<

LWV WIS 1 WL 210 nm

B7 .6

Absorbance [mAl)

=
m
o

a
=]

=100

11, ¥ aFgluenc - 1 527

oo

2 60
Time [min]

Integration Results

Mo. Peak Mame

Retention Time
min

Height

mAL"min mAL

Relative Area

Relative Height
%

Amount

1 Tolusno

1.527

0.0e9 2153

8475

80.31

ZB.5481

Total:

0116 2.681

100.00

100.00
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Determinacién de Peso -Muestras a los 21 dias

Replica |[]deP. Peso de Peso de

aeuriginosa | capacho(inicial) |capacho(final) |Peso Neto
Matraz 1 | 10”8 0.135000 0.142400| 0.007400
Matraz 2 | 10"8 0.129000 0.136500| 0.007500
Matraz 3 | 10”8 0.138100 0.145100| 0.007000
Matraz1 | 1076 0.132000 0.135300| 0.003300
Matraz 2 | 10"6 0.130000 0.133600| 0.003600
Matraz 3 | 1076 0.127900 0.130900| 0.003000
Matraz1 | 10"4 0.130800 0.133600| 0.002800
Matraz 2 | 10" 0.134900 0.138500| 0.003600
Matraz 3 | 10" 0.121700 0.124300| 0.002600
Control Blanco 0.122000 0.122100| 0.000100

Se puede observar en la primera columna el nimero de réplicas en la segunda columna

muestra las concentraciones de Pseudomonas aeurigninosa, en la tercera columna

indica el peso del capacho inicial en (gr) en la cuarta columna muestra el peso del

capacho final en (gr) luego de a ver agregado las muestras de Pseudomonas

aeurigninosa, en la dltima columna se observa el peso neto de P. aeruginosa presente

en cada concentracion respecto a la réplica,

10"8

Matraz 1

Matraz 2

Matraz 3

0.007400

0.007500

0.007000
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0.003300| 0.003600| 0.003000
1074 Matraz 1 |Matraz2 | Matraz 3

0.002800| 0.003600| 0.002600
Control Matraz 1

0.000000

Resumen del Peso Seco de las muestras a los 21 dias.




Muestra control (BLANCO) a los 21 dias

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic n Name: 21 Ruwn Time {min):  5.00

Vial N smber: RC21 Injection Volume: 5.00
injectic n Type: Unknown Chamnei: m_wis_1
Calibre tion Lewvel: Wavelength: 210

Instru enf Medhod!: Tolueno metodo Bandwidih: 1

FProce: sing Mefhod: tolueno Diitution Facfor: 1000000
Injectic n Date/Time: I0INoVME 18:50 Sampile Weight:  1.0000

| Chromatogram
= 3 T
0.0 = M_loluenc #1 1 VWIS 1 wWhL:210 nm
To
6.0
0.0
£ 400
-3
£
§ a0.0+ 2 - Toluano - 1.520
b4
Ed
20.0] ||
0.0 h | |
| S wf
pof—— S - - -
|_)'
-10.0-] T T T 7 T T T
000 050 1,650 2.00 260 300 3.50 = 00 4.50 .00
Time [min]
Integration Results
MNo. Feak Mams Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armoumnt
mim mALI"min mAL %%
1 Tolueno 1.520 1.084 Z7.110 100.000 100.00 313.6720
Total: 1.084 27110 100.00 100,00
-7 4 , -
Muestra de la concentracion de 30x10" a los 21 dias -replica 1
Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic n Name: M22 Run Time (min):  5.00
Vial N smber: RCZ2 injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: Y _WiIs_1
Calibre fion Level: Wavelength: 210
Instru send Method: Tolueno metodo Bandwidfh: 1
Froce: sing Mefhod: tolueno Diilution Factor 1000000
Injectic n DafeyTime: F0/NowME 18:36 Sample Weight: 1.0000
Chromatogram
= ——— o TGS
B0 0 = M_tolueno #2 = UWV_VIS_1 WL 270 nime
T
60,00
0.0
=
£ 200]
B
£
§ a0
&
< |
20,0 1
I',
0.0 | )1 - Teluane - 1 523
S J I'k_
oo S I — e —— — —
~10.0 ]
0.00° '0.5o 1. 5or 150 2 bo 2 5o 3.bo’ 350 2.bo 250 5.00]
Time [min]
Integration Results
Mo, Feak Mams Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALI"min mAL
1 Tolueno 1.523 D.287 FO17 100.00 100.00 82 9260
Total: 0202 7.017 100.00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10* a los 21 dias -replica 2

Chromatogram and Results
Injection Details
Injecti n Name: M23 Run Time (myn);  5.00
Wial N amber: RC23 Infection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channel: uv_\VIS_1
Calibrz fion Lewvel:- Waveilength: 210
Instru send Mefhod!: Tolueno metodo Barndwiatih: 1
Proce: sing Meffiod: tolueno Diilution Factor: 1000000
Infectic n Date/Time: I0/Now 8 18:42 Sampie Weight:  1.0000
|Chromatogram
1000 T M_toluenc #5 E] LV WIS 1 WYL 210 nm
87.5]
TE.04
62.5.]
=
= s0.0]
B
=
£ 575] |
&
4 |
25.0:] I".
\
12,5 \
| \_ 41 - Telueno - 1.523
i
| e
oojb——- | —_— —
v T
-~
0.ho 0.5o 1.0 1.50 2 ho' 2 ko 3.ho 3o 2 ho «.Fo s.bo
Timne fmin]
Integration Results
Mo. Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relatiwe Height Armount
mim AL min AL ¥ ¥
1 [Tolueno [ 1.523 [ 0.268 6.388 [ 100.00 | 100.00 | 77.6576
Total: 0268 6.398 100.00 100.00
HP’4 4 , .
Muestra de la concentracion de 30x10™ a los 21 dias -replica 3
Chromatogram and Results
Injection Details
Injecti m Name: M24 Run Time (miin):  5.00
Vial N smber: RC24 Injection Volume: 5.00
injectic m Type: Umnknowm Channei: mn_wis_1
Calibre tion Leved: Wavelength: 210
Instru send Method: Tolueno metodo Bandwidlih: 1
Proce: sing Method: tolueno Dilution Facfor:  100.0000
injecti m DateyTime: 18/Mowi18 18:48 Sample Mieight: 1.0000
|Chromatogram
250 M _tolueng #d Es LW WIS 1 WWVLZA0 nme
200 -
150+
=
=3
£ 1004
=
1
Ed
S0~ |
i
\
| 1 AF agpieanc - 1.510
o b ﬁ\-_-u#_\_'i _ _ _
.50 0.50 1000 1.50 2 hoe 2 6o 300 3.5/ 4.hm 4.Fo 5.0
Timne [min]
Integration Results
MNo. Feak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
mim mALI"min mAL %% %%
1 1.407 0.030 1.063 12204 14.85 n.a.
2 Tolueno 1.510 0258 8.000 B7.06 B85.15 747168
Total: 0297 = 100,00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias -replica 1

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic m Name: M25 Run Time (mn): 500
Vial N amber: RC25 Injection Volume: 5.00
Infectic m Type: Unkmowm Channei: Uv_Vis_1
Galibrz tion Lewvel: Wavelengih: 210
Instru »end Method!: Toluemno metodo Bandwiaif: 1
Proce: sing Method: tolueno Drilution Factor: A00.0000
Infecti n DaterTime: I0MNow 18 18:54 Sample Weight  1.0000
Chromatogram
80,0, 2M_talueno &5 & UV _WIS_1 WWL.Z10 nm
750
525
50.0-]
2 97.5]
g ]
§ 25 l}: I\.
Ed ] \
12 5: |II
] . o JE s Telena 1533
] e [ T i
0.0 i T T -
Az6 ]
2001 5.0
[Lkeln] 050 1.00 1.50 2.00 260 3.00 .50 .00 4.500
Time [min]
Integration Results
Mo FPeak Name Retention Time Ares Heigit Relative Area Relative Height Amount
min mALF min mAL o W
2 Tolusno 1.533 0.152 2.034 100.00 100.00 432.9085
Total: 0152 2934 10000 10000

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic m Name: M2E Run Time (min):  5.00

Vial N smber: RC26 Injection Volume: 5.00
injectic n Type: Unknowmn Channei: uv_wiIs_1
Calibre fion Lewvel- Wavelength: 210

Instru wend Method!: Tolueno metodo Barsdwidih: 1

Proce: sing Mefhod: tolueno Dilution Facfor: 100.0000
Injecti rn Date/Time: I0/Now1 8 19200 Sample Weight: 1.0000

Chromatogram

[ M_tolueng #5

'\.r T
45,00 = LW WIS 1 WWYLIZ10D nm
40,00
300
] .
— E M
= [
= 1 \
= 20.0:] |
£ |
= {
2 g [
&
% ] |
< 0.0 \
] \
] ‘\ 42 - Toluano - 1,523
1y az0
J ‘__.».L)_\f‘._'i‘ Y N
o.odl— T T S
=100 T T T T T T T T T
oo 050 .00 1.60 2.00 260 300 3.50 4.00 450 5.00
Timne [min]
Integration Results
Mo, Feak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
mim AL min mALS ) k)
1 1420 0.027 DFr2 1538 18.88 n.a.
2 Tolueno 1.523 D151 3.285 B4.62 81.12 43.6517
Total: 0178 4090 100,00 100.00
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Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias -replica 3

Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic n Name: Mz7 Ruwn Time (min):  5.00
Vial N amber RC2ZT Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unknown Channei: uw_wis_1
Calibrz tion Lewvel: Waveiengih: 210
Instru end Mefhod: Tolueno metodo Bandwidi: 1
Proce: sing Mefhod: tolueno Drilution Facfor: 1000000
Injectic n Datey/Time: F0iNow18 19:06 Sample Weight: 1.0000
|Chromatogram
T o TR
O W _foluenc &7 7 LW WIS _ 1 WYL ZT0 nim
80.0]
50.0]
= 40 0—- |
= ]
5 ool !
g ac.0] |
- N,
Z 200 \
1 1
] \
10,0 \
] K | - Teluano - 1.523
] | \“=-*"41+"i'gi P
oo f—o N e B
<100
o.b0 0.50 1.50 1.500 2 00 250 3.00° abo <bo 250 5.0
Time [min]
Integration Results
Mo Feak Mames Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAL"min AL
1 1.420 0.027 0.7as 13.67 18.04 n.a.
Tolueno 1.523 0143 2.08D B6.02 81.86 41.3834
Total: 01457 2873 100.00 100.00

Muestra de la concentracion de 30x108 a los 21 dias -replica 1

Chromatogram and Results
Injection Details
Injectic n Name: M28 Run Time (min): 500
Vial N smber: RCZ8 Injection Volume: 5.00
Injectic n Type: Unkmnowmn Channel: UW_vIs_1
Galibrs tion Lewved: Wavelength: Fali]
Instru 2end Mefhoad! Tolueno metodo Bandwidith: 1
Proce: sing Method: Tolueno Diifution Facfor: 4000000
Injectic n Date/Time: 30iNow/18 15:12 Sample Weight: 10000
[Chromatogram
= v TR}
SO0 L2 R_foluenc #5 & LIV WIS 4 WAWLZHA0 nm
] N
40,00 1
j 1 | |
1 |
0.0 “,I |
— j v
z |
= 4
£ 2004 |
£ |
b4 4
= 1 |
10,04 !
4 |I
] N
s 1 - Teluano - 1,523
4 \"""‘---L"
0.0 ' — e s —
] il
W
b L
EL IR
o.bo 0.5 150 1.50 FI F1) ado 3.50- aho 2 5 5.00]
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mams Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min AL in AL ) k)
1 Tolueno 1.523 0.096 2.000 100.00 100.00 Z7.8384
Total: D.096 2.000 100,00 100,00

131



Muestra de la concentracion de 30x108 a los 21 dias -replica 2

Chromatogram and Results

Injection Details

Injectic m Name: Mzs Run Time (min):  S5.00
Vial W imber: RCZ3 Infection Volume: 5.00
Infectic n Type: Unkniown Channel: m_wIs_1
Galibrz tion Level: Wavelength: 210
Instru enf Meffhod: Tolueno metodo Bandwiath: 1
Proce: sing Metfiod: tolueno Dilution Factfor: 1000000
Injectic n Date/Time: I0'Mowi1g 15:18 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
80 0 ZM_toliens #5 = LV WIS_ 1 WiWL:Z10 nime
To0o
G0+
600
=
=
£ 20,0
3
=
g 30,04 | n
3 {1
20.0] v [
|
10.04 i
\ Z - Toluano - 1.527
o 1,14 417
0.0 ' | — LT e
\/
=100 T T T T T T T T T
oo 050 1.00 1.50 2.00 2.60 200 a.50 .00 4,50 &
Tirme [min]
Integration Results
Mo Peak Mams Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armount
min AL "mnin mAL %%
1 1.417 D.006 o170 6.83 888 n.a.
2 Tolueno 1.527 0.0831 1.802 B83.07 21,14 26.8067
Total: 0.0931 2072 100.00 100.00

Muestra de la concentracion de 30x10° a los 21 dias -replica 3

Chromatogram and Results

Injection Details

Infectic n Mame: M20 Run Time (min): | 5.00

Vial N amber: RC20 Injection Volume: 5.00
Infectic n Type: Unknown Channei: uv_VIS_1
Calibrz tion Lewvel- Wavelength: 210
Instru enf Mefhod: Tolueno metodo Bandwidih: 1

Proce: sing Method: tolueno Diilution Facfor: 1000000
Injectic n DateTime: IV MNowi18 19:26 Sampde Weight:  1.0000

[Chromatogram

M i o L2
0.0 4 [F M _tolueno #1100 10 LV WIS 1 WWLIZ10 nm
0.0
0.0 |
= |
E 30.0 |
3
H [
20,0 L
= \
|
|
0.0+ \
\
. 1, A% apleenc - 1.527
0.0 | i oo S .
I'.J'
=100 - T T T T T T T T T
oo ns 1.0 1.60 2.00 260 3.00 350 4.00 4500 5.0m
Time [min]
Integration Results
Mo Feak Mame Retention Time Area Height Relative Area Reelative Height Amount
min mALmin ALl k) %
1 1.417 D.000 0263 10.88 13.73 n.a
2 Tolueno 1.527 0.0=0 1.712 58.32 8827 23.1054
Total: 0.089 1.975 100,00 100.00
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declaradas en el presente trabajo.

> Este trabajo de investigacion no ha sido presentado con anterioridad ni completa
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» Comprendo que el trabajo de investigacion seré publico y por lo tanto sujeto a
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antiplagio, ésta tendra que ser aplicado antes que el informe final sea publicado en el
Repositorio Institucional Digital UNS.
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