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RESUMEN

En Colombia, los cultivos de arroz son una importante fuente de ingresos,sin
embargo, son causantes de la acumulacion de residuos agroindustriales que al no
ser tratados resultan en un serio problema ambiental. Dichos residuos son ricos en
lignocelulosa y son de dificil degradacion debido a la presencia de lignina en su
composicion. En este trabajo se estudio la capacidad ligninolitica de aislamientos
fungicos provenientes de cultivos de arroz.Pleurotus ostreatus MF 1-83 fue
seleccionado por presentar la mayor actividad cualitativa de ligninasas.
Posteriormente se evaluo el efecto de la adicion de sulfato de cobre 7,5mM al
medio salvado de trigo sobre la produccion de enzimas lacasa (Lac) y manganeso
peroxidasa (MnP). Se encontré que la mayor produccion de lacasa corresponde a
10.913,9 U/L en el dia 15 y de manganeso peroxidasa782,4 U/L en el dia 8, en
ausencia de sulfato de cobre, por las técnicas de oxidacion de [acido 2,2 azino-
bis-(3  etilbenzatiazoline  sulfato) y oxidacion del 2,6-dimetoxifenol
respectivamente.La enzima lacasa fue estable durante 24 horas a pH 5
manteniendo el 61,7% de la actividad enzimatica y la manganeso peroxidasa a pH
6 mantuvo 64,4%de su actividad por 24 horas. La mayor termoestabilidad para
lacasas se dio a 25°C con 61,7% de actividad por una hora y para manganeso
peroxidasa a 30 °C por una hora manteniendo el 60,7% de su actividad. Se logré
obtener un extracto enzimatico con lacasa y manganeso peroxidasa provenientes
del cultivo en fermentacion liquida de Pleurotus ostreatus MF 1-83 que sera parte

de un extracto lignocelulolitico para la degradacién de residuos agroindustriales.
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INTRODUCCION

Los cultivos agricolas, entre ellos los cultivos inundados de arroz, generan
grandes cantidades de residuos agroindustriales como la cascarilla y el tamo. Un
pequefo porcentaje de estos residuos es aprovechado como alimentacién animal
o utilizados en el campo, sin embargo, la mayor parte se descarta sinningun

tratamiento, causando dafos en el medio ambiente (Melo 2011).

Los residuos agroindustriales estdn compuestos mayoritariamente por
lignocelulosa; a menudo son retirados del suelo y desechados sin tener en cuenta
que no se degradan facilmente; a raiz de esto se ha dado origen a un serio
problema ambiental relacionado con los métodos que usan los agricultores para
deshacerse de los desechos, como por ejemplo: la quema a cielo abierto, que
genera la emisiéon de gases efecto invernadero como el metano (CH,) y el didxido
de carbono (COy); la aplicacion directa sobre los suelos causando erosiony la
acumulacion ya que su descomposicion natural es un proceso muy lento(Eriksson
y Bermek2009) .

Por esta razén se estudia la degradacion y reutilizacion de residuos
agroindustriales  desarrollando métodosfisicos, quimicos y en especial
biolégicospara evitar el dafio ambiental que generan y aprovechar su potencial
para diferentes aplicaciones (Kumaret al., 2009). Como una alternativa surge la bio
digestion con microrganismos, encontrandose una amplia variedad de estos
capaces de degradar los polisacaridos de los tejidos vegetales , sin embargo un
grupo reducido de microrganismos, los hongos de podredumbre blanca, tienen la
capacidad metabdlica de producir enzimas denominadas ligninoliticas que actuan
sobre la lignina; un polimero irregular e insoluble, componente de la lignocelulosa
que se presenta como la primera barrera para la degradacién y se interpone a la

utilizacion de la celulosa y hemicelulosa ricas en azucares ( Feng et al., 2012).

Las enzimas lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasade los hongos de

podredumbre blanca se han usado ampliamente en el campo biotecnoldgico,
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porque tienen la capacidad de degradar sustancias recalcitrantes con estructuras
aromaticas similares a las de la lignina(Sanchez 2009), por ejemplo se reporta que
han sido usadas para la descontaminacion de aguas residuales de la industria
textii contaminadas con colorantes sintéticos(Asgheret al.,, 2009), para la
degradacién de residuos de productos farmacéuticos como el ibuprofeno (Marco et
al., 2009), pesticidas organoclorados (Xiaoet al.,, 2011), aceites de

palma(Rahmanet al., 2011) , entre muchas otras aplicaciones.

Basados en este panorama, el presente proyecto plantea un estudio descriptivo de
la actividad y estabilidad de enzimas ligninoliticas de P. ostreatus, aisladode
cultivos de arroz de Colombia, con el fin de generar informacion fundamental para
lograr la obtencién de un extracto de estas enzimas para ser usadas como una
alternativa a gran escala de tratamiento de residuos agroindustriales siendo una
herramienta esencial para la resolucién del problema antes expuesto. Todo esto
enmarcado dentro de un proyecto general que tiene como objetivo final la
obtencion de un extracto enzimatico lignocelulolitico para la degradacion de
residuos agroindustriales. Por lo anterior, en este trabajo se propuso como
objetivo evaluar la actividad enzimatica de ligninasas obtenidas a partir

aislamientos fungicos de cultivos de arroz.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las industrias agricolas en Colombia representan una de las mayores fuerzas
econdmicas debido a la fertilidad de los suelos y el clima que favorece una gran
variedad de productos, en consecuencia cultivoscomo el arroz generan
anualmente alrededor de 5.989.573 toneladas (t) de residuos agroindustriales de

los cuales solo una minima cantidad son reutilizados (Orduzet al., 2012).

La lignocelulosa es el componen mas abundante de los residuos vegetales y
consta de tres tipos de polimeros: celulosa (CsH1005),, hemicelulosa (CsHsO4), ¥
lignina [CgH10O3(OCHs3)0.9-17]n que se encuentran fuertemente unidos por enlaces
covalentes y no covalentes (Pérez et al, 2002), la proporcion de cada uno varia de
una especie vegetal a otra y se encuentra organizada como una estructura fibrosa

que lo hace altamente resistente a la degradacion (Kumaret al., 2009).

La acumulacién de residuos lignocelulésicos es un problema ambiental que ha ido
creciendo y que ademas contribuye a la contaminacién de los suelos, aguas y a la
produccidn de gases efecto invernadero producto de la quema a cielo abierto
(Pérezet al., 2002)(Mohamedet al., 2010). En consecuencia se desaprovecha el
gran potencial de estos residuos para diferentes usos como por ejemplo en el
control de la erosién, la devoluciéon de nutrientes al suelo, como sustrato de
biocombustibles, alimento de animales, entre otros; pero para poder ser
reutilizados es necesario someterlos a un pre tratamiento adecuado (Huanget al.,
2010)(Ortiz y Uribe., 2010).

Los procesos fisicos y quimicos empleados como pre tratamiento para degradar
los residuos vegetales, en algunos casos implican procedimientos de alto costo
energetico o el uso de altas concentraciones de productos quimicos, como por
ejemplo los procesos de hidrdlisis acida que necesitan temperaturas y presiones
muy altas o altas concentraciones de acidos y largos tiempos de retencion, lo que

implica elevados costos de procedimiento ademas de llevar a la formacion de
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sustancias toxicas que pueden interferir en posteriores fermentaciones. Otros pre
tratamientos como la trituracion mecanica conllevan un gasto intensivo de energia,
la ozonolisis que se dice que no es econdmicamente rentable o la explosidon con
CO;, sontratamientos frente a los cuales la hidrdlisis enzimatica podria traer ciertas
ventajas, ya que utiliza condiciones de temperaturas y pH mas suaves que en los
tratamientos quimicos, permitiendo la eficaz ruptura de los polimeros con un bajo
consumo de energia sin la formacion de subproductos toxicos (Kumaret al., 2009)
(Pandeyet al., 2011).

Como primera limitante en la aplicacion de tratamientos a los residuos
lignoceluldsicos, se encuentra la estructura heterogénea, estable e hidrofoba de la
lignina, este polimero afade fuerza, estructura y proteccién a los tejidos vegetales
por lo cual es altamente resistente a la degradacion quimica y bioldgica (Huanget
al., 2010)( Castillo et al.2005)( Lopez et al., 2006).

Como alternativa se encuentra la degradacién bioldgica de la lignina, para lo cual
los denominados hongos de podredumbre blanca presentan complejos
enzimaticos (manganeso peroxidasa, lignino peroxidasa y lacasa) que catalizan la
degradacién del polimero y otros compuestos aromaticos por procesos de
oxidacion, obteniendo como productos compuestos humicos, CO, y agua (Huang
et al., 2010)( Cabaleiro et al., 2002). Los consecuentes intermediarios de la
degradacion pueden ser componentes facilmente asimilables en los metabolismos
de organismos presentes en los suelos; y conjuntamente la degradacion de la
lignina permite que otros organismos tengan acceso facilmente a la celulosa y
hemicelulosa como fuente de carbohidratos asimilables ( Mohamed et al., 2010)(
Cabaleiro et al., 2002).

Esta investigacion hace parte del proyecto “Obtencion de un extracto
enzimético lignocelulolitico para la degradacion de residuos
agroindustriales” financiado por la Vicerrectoria Académica de la Pontificia

Universidad Javeriana. El objetivo general del proyecto es la produccion de

16



enzimas celuloliticas y ligninoliticas, las que se usaran para degradar residuos de
cultivo de arroz. Por tal razdén en este trabajo se pretende obtener los extractos
enzimaticos con mayor actividad ligninolitica a partir de aislamientos fungicos del
arroz y caracterizar su estabilidad frente a pH y temperatura; que finalmente en
conjunto con extractos celuloliticos hara parte de un producto que sea efectivo

para la degradacion de residuos agroindustriales.
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MARCO TEORICO REFERENTES CONCEPTUALES

Actividad agricolay cultivos de arroz en Colombia

En Colombia pese a que algunos planteamientos afirman que las condiciones
agroecoldgicas para la produccion de arroz no son las mas 6ptimas, por tener la
ventaja de ser un pais tropical sin estaciones, se reporta que el cultivo presenta
indicadores de mejoramiento competitivo con rendimientos por hectarea por
encima del promedio mundial y, en el caso del arroz tecnificado en el Tolima que
es la region con mayores volumenes de produccion se asemejan a los promedios
de los Estados Unidos, el pais con mayores rendimientos en el mundo (Martinez
et al., 2005).

Para el 2010, el arroz en Colombia se cultivdo en 420.721 hectareas del territorio
nacional; que rindieron 2.099.195 toneladas (t) de arroz (Fedearroz 2012)
y generando en promedio anual 5.989.573 t de residuos lignocelulosicos(
Orduz et al., 2008), es decir que por cada tonelada de arroz producida
se generan cerca de 3 t de residuos.Segun Agrocadenas Colombia, el arroz
es el tercer producto agricola en extension, después del café y el maiz.
Representa el 13% del area cosechada en Colombia y el 30% de los cultivos
transitorios. Su produccion representa el 6% del valor de la produccion
agropecuaria y el 10% de la actividad agricola Colombiana. El valor generado por
este producto es equivalente al 58% del valor constituido por el cultivo del
café(Martinez et al., 2005).

La Cadena productiva de este cereal es un importante generador de empleo por lo
tanto es uno de los cultivos mas representativos para la economia colombiana y
uno de los mayores responsables de la generacién de residuos agroindustriales
(Castro 2004).Estos residuos agroindustriales tienen gran potencial de
reutilizacion, los productos que se obtienen a partir de estas fuentes reciclables
ayudan a reducir el impacto ambiental generado, disminuir los costos de
tratamiento y muchas veces se aprovechan en las mismas industrias de las que se

derivan (Rodriguez y Hanssen 2007).
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Residuos de la agroindustriay su composicion

Los residuos agroindustriales estan compuestos principalmente por lignocelulosa a
su ves compuesta en mayor proporcion por celulosa, hemicelulosa y lignina
(Pérezet al., 2002).

La celulosa es un polimero no ramificado formado por moléculas de D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos -1,4(Sanchez 2009). Esta localizada en la pared
celular vegetal en donde se encuentra como cadenas largas unidas por enlaces de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals por lo que se encuentra en forma de
microfibrillas mientras la hemicelulosa y lignina recubren las microfibrillas (Kumaret
al., 2009).

La hemicelulosa es un polisacarido muy heterogéneo que constituye el segundo
componente por orden de abundancia en la pared celular vegetal, presenta una
cadena principal relativamente larga con ramificaciones cortas que contienen
habitualmente:  xilanos, mananos, glucomananos, galactoglucomananos,

xiloglucanos y calosa (Pérez et al.2002)(Sanchez 2009).

La lignina es un polimero amorfo, no soluble en agua, formado por unidades
fenilpropanoides, derivados de los alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico,
unidos entre si por enlaces aril-éter (C-O-C) o carbono-carbono. Debido al
caracter hidrofébico que posee, desplaza el agua de las paredes celulares
secundarias, aumentando la resistencia quimica y la rigidez de la pared (Mohamed
et al., 2010) se une a la celulosa y a la hemicelulosa haciendo de la pared celular
de las plantas, una barrera fisica muy estable, dando soporte estructural,
impermeabilidad y resistencia contra el ataque microbiano y el estrés oxidativo
(Sanchez 2009). La lignina impide la transformacion de hemicelulosa y celulosa
por lo tanto retarda los procesos de degradacion de los residuos ligninocelulosicos

convirtiéndose en un paso limitante del proceso (Lopez et al., 2006).
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Microrganismos con actividad ligninolitica

Muchos microrganismos son capaces de degradar la celulosa y la hemicelulosa
para emplearlos como fuentes de carbono y energia. Sin embargo, un grupo
mucho mas pequefio de los hongos filamentosos ha evolucionado con la habilidad
de descomponer la lignina, el componente mas recalcitrante de las paredes
celulares de las plantas. Estos son conocidos como los “hongos de podredumbre
blanca”, y juegan un papel importante en el ciclo biogeoquimico del carbono,
ademas son capaces de degradar una variedad de contaminantes ambientales,
tales como compuestos aromaticos clorados, hidrocarburos aromaticos
heterociclicos, colorantes y diversos polimeros sintéticos de alto peso molecular
(Sanchez 2009).

Los hongos basidiomicetos de podredumbre blanca secretan una o mas de tres
enzimas extracelulares que son esenciales para la degradacion de la lignina:
lignino peroxidasa (CE 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (CE 1.11.1.13), y lacasa
(EC 1.10.3.2).La aplicaciéon potencial de las enzimas ligninoliticas en la
biotecnologia ha estimulado la investigacién de la fermentacion de hongos de
podredumbre blanca con el fin de seleccionar los productores de enzimas

prometedoras (Songulashvili et al., 2007).

Para la fermentacion y crecimiento industrial de estos basidiomicetes se
requierenvarias condiciones de crecimiento apropiado (como el pH, la
temperatura, la humedad, la concentracion de fuentes de nitrégeno, la aireacion,
entre otras), asi como la aclimatacion de la biomasa a las condiciones del reactor
y procesos de incubacion; por esta razon para disminuir el tiempo de adaptacion,
una buena alternativa es utilizar microrganismos nativos de lugares ricos en el
material a degradar ya que estan bien adaptados a este medio(Yuet al., 2006)
(Reddyet al., 2003).

Pleurotus sp., comprenden el grupo de los hongos comestibles, con importantes
propiedades medicinales y aplicaciones biotecnologicasy ambientales. Estos

organismos son altamente adaptable para crecery fructificaren una amplia
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variedad de residuos lignoceluldésicos agro-industriales, son productores de
celulasas, xilanasa, lacasay manganeso peroxidasas. Por lo cual estos
microrganismos son tomados como modelos de la accion ligninolitica sobre
residuos vegetales (Elisashviliet al. 2006) sin dejar de lado hongos como
Phanerochaetechrysosporium, Stropharia coronilla, y Trametesversicolorque

también presentan una buena actividad ligninolitica (Swamy y Ramsay1999).

Degradacion bioldgica de residuos ligninoliticos

La degradaciéon de lignina es un proceso de oxidacion complejo, indirecto y al
azar. Los hongos producen sustancias oxidantes que rompen los enlaces entre las
diferentes subunidades y causan la despolimerizacion gradual de la molécula
dando como resultado sustancias fendlicas, acidos aromaticos y alcoholes
aromaticos. Finalmente algunos residuos pueden terminar mineralizandose a CO;

y agua y otros forman compuestos humicos (Castillo 2005).

Los hongos de podredumbre blanca se caracterizan por su capacidad de
producir enzimas oxidantes extracelulares(Vecchioet al., 2012). Los complejos de
enzimas ligninoliticas de estos hongos difieren significativamente en su
composicion ya que secretan una o mas de tres enzimas extracelulares que son

esenciales para la degradacién de la lignina (Songulashviliet al., 2007).

Los sistemas enzimaticos ligninoliticos trabajan con enzimas extracelulares sobre
la heterogeneidad de la lignina. Este polimero no tiene enlaces hidrolizables sino
que las enzimas implicadas en la degradacién son oxidativas y los ataques
degradadores no son especificos ya que es una molécula irregular (Pérez et al.,
2002).

Las enzimas implicadas son la lignina peroxidasa (EC 1.11.1.14), una
glicoproteina que oxida el anillo aromatico del alcohol veratrilico y algunas
estructuras no fendlicas eliminando un electrén y generando radicales catidnicos;

esta enzima necesita H,O, como oxidante (cofactor).La magneso peroxidasa (EC
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1.11.1.13) (glicoproteina) , oxida de Mn*? a Mn*® que a su vez oxida compuestos
fendlicos a radicales fenoxi , también es dependiente de H,O, como oxidante
(cofactor) y de Mn para depolimerizar la lignina de alto peso molecular y la
clorolignina.Conjuntamente las lacasas oxidasa (EC 1.10.3.2) contiene cobre en
su centro catalitico que oxida fenoles con oxigeno molecular como aceptor de
electrones hasta radicales fenoxi y otras reacciones con compuestos no fendlicos
dependientes de mediadores(Diaz et al., 2011) (Castillo 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la actividad enzimatica de ligninasas obtenidas a partir aislamientos

fungicos de cultivos de arroz

Objetivos Especificos:

e Seleccionar mediante pruebas cualitativas los aislamientos fungicos con

capacidad ligninoliticas.

e Evaluar la actividad manganeso peroxidasa y lacasa de los extractos

obtenidos a partir del aislamiento seleccionado.

e Evaluar la estabilidad frente a pH y temperatura de los extractos

enzimaticos ligninoliticos obtenidos en fermentacién sumergida.
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METODOLOGIA

Microrganismos.

Se evaluaron 20 microrganismos aislados de cultivos de arroz en estudios
anteriores (Reyes y Aguirre 2009) que presentaron actividad ligninolitica o
celulolitica o ambasmediante métodos cualitativos. Estos se encuentran
conservados a 4°C en el banco de cepas del Laboratorio de Biotecnologia

Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana.

Objetivo 1. Seleccion mediante pruebas cualitativas los aislamientos fungicos con

capacidad ligninolitica.

Reactivaciéon de los aislamientos.

Se reactivaron los aislamientosdel banco en agar salvado de trigo en g/L: glucosa,
10; peptona, 5; extracto de levadura, 2; MnSOy, 0,075; KH2PO4, 1; MgS0O4.7H20,
0,5; salvado de trigo, 175; agar, 15 y se incubaron durante 8 dias a 28°C (Pedroza
et al.2007).

Evaluacién cualitativa de actividad ligninolitica.

La evaluacion cualitativa de la actividad enzimatica de las aislamientos
recuperadas se hizo en agar lignina (En g/L: KoHPO4 0,5; MgSO,4. 7H20, 0,2;
NH4NO3, 0,1; KCI, 0,1; FeSO4. 7H,0, 0,02; Ca (NOs),. 4H,0, 0,05; extracto de

malta, 2; agar, 15; cloranfenicol, 0,06; penicilina G, 0,03; lignina alcalina, 1; KOH,
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0,2; guayacol, 0,4ml/L; dioxano 104ml/L) y se incubd durante 8 dias a 28°C. La
actividad ligninolitica positiva se observo por una coloracion rojiza del medio por la

oxidacion del guayacol (Greg et al.1996).

Objetivo 2. Evaluacién de la actividad manganeso peroxidasa y lacasa de los

extractos obtenidos a partir del aislamiento seleccionado.

Fermentacion liquida.

El hongo seleccionado se inoculdé en un matraz de 100mL, con 20 mL de caldo
salvado de trigo (Pedroza et al.2007) suplementado con tween 80, 0,5ml/Ly
sulfato de manganeso 0,34 g/L. Para el inéculo se tomaron 4 discos de agar
(diametro: 8mm) con micelio crecido del agar salvado y se inocularon por 20 dias
a 28°C y 150 rpm. Se evaluaron los dias 0, 2, 4, 6, 8 ,12, 15, 18 y 20. Se
realizaron fermentaciones por triplicado para cada tiempo evaluado. Se separé la
biomasa centrifugando dos veces a 2500 g x 15 min y se filtr6 a través de una
membrana de 0,45 um para la posterior medicién de actividad enzimatica (Reyes y
Aguirre 2009).

Evaluacién de la influencia del sulfato de cobre sobre la expresion
enzimatica

Teniendo en cuenta que se ha reportado que el cobre es un inductor de la lacasa
(Baldrian y Gabriel 2002) se realizaron experimentos en presencia y en ausencia
de sulfato de cobre 7,5mM (Quevedo et al., 2012) al caldo salvado de trigo con el
fin de comparar su influencia sobre la actividad enzimatica. Los ensayos se
realizaron por triplicado y se evaluaron los siguientes tiempos: 2, 4, 6, 8, 12, 15, 18
y 20 dias.
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Evaluacién de la actividad proteolitica.

La estabilidad se puede ver afectada por la presencia de enzimas proteoliticas en
la fermentacion, por esta razén se evalué la actividad proteolitica en agar leche de
los extractos obtenidos en cada dia de fermentacion. Para lo anterior se inocularon
5 uL de cada extracto en el centro de la caja, se dejaron en incubacion a 30°C por
24 horas (Pedroza et al.2007).

Actividad de lacasa.

Se midié monitoreando el cambio en la absorbancia a 436 nm (£436 = 29300 L/ mo!’
cm) debido a la oxidacion de ABTS [acido 2,2’ azino-bis-(3 etilbenzatiazoline
sulfato)] en buffer acetato de sodio 60 mM (pH 4,5). El ensayo se realizd
mezclando 100 uL de buffer, 100 yL de ABTS y 800 uL de muestra a 20°C. La
formacion de un radical verde se siguid espectrofotométricamente durante 3
minutos. Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que

permite la oxidacion de 1 ymol de ABTS por minuto (Tinoco et al., 2001).

Actividad Manganeso peroxidasa (MnP)

Se monitored por la oxidacion de 2,6-dimetoxifenol (DMP) a 468 nm (& 46s=49600

L mol" cm™). La mezcla consta de 450 pL de extracto enzimatico, 500 uL de DMP
10 mM en solucion tampdn de acetato de sodio 100 mM, pH 5, 50 uL de sulfato de
manganeso 0,4 mM y 30 pyL de perdéxido de hidrégeno 22 mM. La oxidacion se
siguié espectrofotométricamente durante 3 minutos. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima que permite la oxidacion de 1 ymol de 2,6-
dimetoxifenol por minuto (Santoyo et al., 2008). Debido a que la lacasa y la
manganeso peroxidasa pueden oxidar el DMP, la actividad lacasa se midio y se
sustrajo, realizando la misma mezcla pero en ausencia de peréxido de hidrégeno y

de manganeso (Técnica modificada por Quevedo, 2011).

e En todas las mediciones de actividad enzimatica se evalud la muestra sin

sustrato (remplazando por solucion tampoén) tomandolo como blanco en la
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medicion espectrofotométrica para verificar interferencias provenientes de

la muestra.

Objetivo 3. Evaluar la estabilidad frente a pH y temperatura de los extractos

enzimaticos ligninoliticos obtenidos en fermentacion sumergida.

Evaluacién de la estabilidad frente al pH.

La estabilidad frente al pHse determind manteniendo el extracto enzimatico en
diferentes soluciones tampoén en un intervalo de pH 3-11 durante 24 horas a 25°C.
Después de este periodo, todas las muestras se llevaron al pH correspondiente a
la medicion de reaccion de cada enzima con NaOH 0,5 N o con HCI 0,5 N
(Quevedo 1999). Las soluciones usadas fueron tampodn citrato 100 mM para el
rango de pH 3-6, solucion tampdn fosfato 100 mM el de pH 7-8 y solucion fosfato
NaOH para el de pH 9-11.Posteriormente se evalud la actividad residual utilizando

las técnicas descritas anteriormente.

Evaluacion de la estabilidad térmica de las enzimas.

El efecto de la estabilidad térmica de las enzimas se establecié incubando los
extractos a pH 5 a diferentes temperaturas (7, 15, 25, 30, 40, 50°C) por 60
minutos. Luego del periodo de incubacién se pasaron a un bafo de hielo por 5
minutos (Quevedo 1999). Posteriormente se evalud la actividad residual utilizando

las técnicas descritas anteriormente.
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RESULTADOS/ DISCUSION

Seleccion del aislamiento con mejor actividad ligninolitica en agar lignina

De los 20 aislamientos evaluados provenientes de cultivos de arroz, 5 presentaron
actividad ligninolitica evidenciada por la aparicion del halo de oxidacién del
guayacol en el agar lignina correspondiente a los cédigos MF 1-83, MF 3-90, MF3-
86, MF 8-80 y MF 3-88 (Figura 1). Mediante la respectiva medicion de los halos,
se selecciond el morfotipo MF 1-83 con un promedio de halos de 57,2mm
identificado como un Pleurotus ostreatus (Figura 2), la identificacion se hizo en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, por

secuenciacion de la region ITS del gen 18s (Resultados sin publicar).
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Figura 1. Halos de oxidacion en mm de guayacol en agar lignina de los hongos

correspondientes a los cédigos MF 1-83, MF 3-90, MF3-86, MF 8-80 y MF 3-88.
(Ver ANEXO 1).
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Figura 2. Fotografia del hongo seleccionado MF 1-83 identificado como Pleurotus
ostreatus. A la izquierda su crecimiento en agar salvado de trigo. A la derecha el
halo de oxidacion del guayacol.

El género Pleurotus hace parte de los basidiomicetes pertenecientes a los hongos
de podredumbre blanca capaces de degradar compuestos vegetales ricos en
lignina por un sistema enzimatico del cual se reporta la produccién de las enzimas
manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac), en cuanto a la lignino peroxidasa
(LiP) se ha encontrado que la secrecién de esta enzima es muy baja para este
género ya que si es producida se da en cantidades de dificil deteccion (Hong et
al., 2012) (Santoyo F et al., 2008). Por esta razon solo fueron cuantificadas las

enzimas Lac y MnP a los extractos obtenidos de la fermentacion liquida.

Fermentacion liquida y evaluacion del efecto de la adicién de sulfato de
cobre.

La influencia de la adicion de sulfato de cobre 7,5mM en el caldo de cultivo sobre
la produccion de enzimas ligninoliticas se muestra en la Figura 3. Solo se evalu6
la adicién de esta concentracion de sulfato de cobre, debido a que en la
investigacion de Quevedo 2011 se estableci6 como valor 6ptimo para la
producciéon de lacasa a partir de P.ostreatus. En la cuantificacion de lacasa (EC

1.10.3.2 ) y manganseo peroxidasa (EC 1.11.1.13) se observé de acuerdo al
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analisis por ANOVA que los factores tiempo y concentracién de sulfato de cobre
tienen una influencia significativa sobre la respuesta de actividad enzimatica con
un p< 0,05 (ver ANEXO 2).

Efecto del sulfato de cobre sobre la produccion de lacasa

14000

—(O— 0 mM CuS04
—/\~ 7,5 mM CuSO4

- 12000
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-1 6000
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- 4000

- 2000

Tiempo (dias)
Figura 3. Efecto de la adicion de sulfato de cobre 7,5 mMsobre la actividad
enzimatica lacasa de Pleurotus ostreatusMF 1-83 a través del tiempo.

El efecto sobre la actividad enzimatica de lacasa causado por la adicion de CuSOy4
7,5 mMse puede observar en la Figura 3, donde se evidencia que la mayor
actividad cuantificada correspondié a 10.913,9 U/Len el dia 15 de fermentacion sin
sulfato de cobre (Tabla 1). Eldia15 coincidié con el éptimo reportado por Hong Y et
al., 2012 para la obtencibn de lacasa de un aislamiento de Pleurotus
ostreatuscuantificada por oxidacion delABTS, sin embargo la productividad
obtenida en el presente trabajo es aproximadamente 160 veces mayor
(723,53U/L/dia) que la obtenida en dicho reporte (4,46U/L/dia).El cultivo de

basidiomicetes para la produccion de lacasa generalmente se lleva a cabo en
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tiempos prolongados (Téllez-Téllez et al., 2008) lo que lleva a obtener bajas
productividades por ejemplo de 0,576 U/L/dia ‘Valaskova yBaldrian 2006),0 2,88
U/L/dia(Shahet al., 2006) por la técnica de ABTS contrario a lo logrado con
Pleurotus ostreatus MF 1-83 donde la productividad fue evidentemente superior.
Sin embargo mediante la optimizacion de medios naturales se ha logrado alcanzar
producciones de hasta 4.694,4 U/L/dia (Quevedo 2011).

En la presencia de sulfato de cobre 7,5mM la maxima actividad lacasa se presenté
en el dia 20 con 7.012,5 U/L (Tabla 1). La adicion de cobre al medio no significo el
aumento de la actividad lacasa en comparacion con el medio basal, contrario a lo
que se esperaba, puesto que se ha reportado que la adicion de cobre en
fermentacion liquida resulta en una mejora sustancial de hasta 50 veces en la
produccidén de lacasa (Shraddhaet al., 2011) teniendo en cuenta que su centro
activo consta de 4 atomos de cobre para llevar a cabo la oxidacién de compuestos
aromaticos (Palmieriet al.,2000). Ademas se ha determinado que la accién
inductora del Cu*? se da por la regulacion de la sintesis de las diferentes
isoenzimaslacasas a nivel traduccional o post traduccional (Tinoco et al., 2011)
(Fonseca et al., 2010).

Tabla 1. Actividad enzimatica del extracto obtenido en la fermentacion liquida de
Pleurotus ostreatus.

Enzima
Lacasa (U/L) Manganeso peroxidasa (U/L)
Tiempo (dias) 0 MnSQO4 7,5 MnSO, 0 MnSO,4 7,5 MnSO,
57,715 20,2+ 3,5 58+1,2 14,73+ 3,6
682,1 £ 115,02 83,9+247 15,5+1,2 14,1+ 3,04
1161,3 £ 104,8 760,3 + 135,1 18,3+6,2 11,5+2,6

3107,6 £ 4241 3762,7 £862,2  390,8 + 53,7 83,7+31,5
6115,8 +1797,03  5498,6 +1015,5 782,4+224,9 216,7 + 14,1
12 7906,7 £ 975,7 4736,4 £1478,3 202,2+74,2 164,1 + 1606
15 10913,9+£1616,32  5802,04 +69,2 355,8+1455 298,1+82,3
18 6939,7 + 488,3 27417 £ 654 611,3+139,3 671,14 + 87,21
20 1403,1 + 108,12 7012,5+1319,4 468,14 +78,5 456,8 +202,4

oo ~DNO

Unidades/L + Desviacion estandar
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La influencia negativa del sulfato de cobre 7,5mM sobre la produccion de lacasa
en el presente estudio podria deberse a la concentracién empleada, ya que en las
investigaciones en donde se presento la accion inductora por adicion de cobre en
fermentacion liquida manejan concentraciones menores como 0,5mM (Tinoco et
al., 2011), 0,15 mM (Palmieri 2003), y en otros evaluaron concentraciones en 0,5
a 5 mM obteniendo una mejor respuesta con la concentracion final de TmM y una
disminucion en la actividad en las concentraciones mayores (Baldrian y Gabriel
2002) lo cual puede indicar que es pertinente evaluar menores concentraciones de
sulfato de cobre ya que la concentracion adicionada puede ser la causante de que

no se produjera un aumento en las unidades lacasa.

Por otro lado, el salvado de trigo contiene 16ug/g de cobre en su composicion
nutricional (Vargas y Murillo 1978), por lo tanto el medio Salvado de trigo utilizado
aporta 0,044mM de cobre para la produccién de las enzimas lacasa que pudo
causar un efecto inductor sobre la produccion de lacasa en el medio no

suplementado.

Adicionalmente la diversidad de tipos de lacasas (isoenzimas) expresadas por el
geénero Pleurotus codificadas en distintos genes (Karpet al., 2012) puede ser otra
causa para la discrepancia de resultados con los estudios mencionados ya que se
ha visto que tiene caracteristicas particulares con respecto a estabilidad , pHy
temperatura optimos o afinidad por sustratos (Madhavi y Lele 2009) y pueden ser
estimuladas o restringidas por los mismos inductores, como por ejemplo el cobre
que puede aumentar la produccidon de algunos tipos de lacasas y disminuir la de

otras, ademas tener efecto sobre su estabilidad (Fonseca et al., 2010).

De acuerdo con las investigaciones de Diaz et al., 2011, quienescompararon la
actividad enzimatica de 5 aislamientos de Pleurotus ostreatus encultivo sumergido,
afirmaron que el comportamiento de cada aislamiento fue totalmente distinto en
las mismas condiciones. No todos los aislamientos respondieron de la misma

manera a la adicién de Cu™ en el medio de cultivo, ademas de notar que en
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algunos casos la presencia de cobre podia inhibir el crecimiento o ser toxica para

el organismo lo que resultoé en una baja produccion de lacasa.

Efecto del sulfato de cobre sobre la produccién de manganeso peroxidasa

La MnP fue influenciada negativamente por la adicion de sulfato de cobre 7,5mM
como se observa en la Figura 4.

El sulfato de cobre no es un inductor comun para la manganeso peroxidasa, sin
embargo, se ha encontrado que el sulfato de manganeso es un factor mas
influyente para producir una reaccion positiva en dicha produccion (Giardinaet al.,
2000) por lo cual el medio salvado de trigo en su composicién contiene adiccion de
este tipo de inductor. Una evidente diferencia entre los tratamientos se presenté
en el momento de mas alta produccién correspondiente al dia 8 con 782,4 U/L sin
la adicién de sulfato de cobre (Tabla 1) obteniendo una productividad de 97,8
U/L/dia.

1200

—O— 0 mM CuSO4
1000 A —/\~ 7,5mM CuSO4

Actividad MnP (U/L)

Tiempo (dias)

Figura 4. Efecto de la adicion de sulfato de cobre sobre la actividad enzimatica
manganeso peroxidasa de Pleurotus ostreatusMF 1-83 a través del tiempo.

33



En investigaciones de Kamitsujiet al. 2004 se midié la produccion de MnP a partir
de P. ostreatus en cultivo sumergido. Los niveles mas altos fueron observados
luego de 8 dias del cultivo en medio peptona-glucosa-extracto de levadura.
Ademas en Quevedo et al., 2012 se determiné que la aireacion fue un factor

determinante que mejoro la produccién de MnP.

Se observo un efecto de la adiccion de sulfato de cobre 7,5mM sobre el desarrollo
morfologico de los hongos en los matraces en donde en los ensayos con adicion
de sulfato de cobre la formacion de agregados miceliales llamados pellets fue
minima en comparacion con los que no tenian adicidon de sulfato de cobre donde
la formacién de pellets fue abundante. Es posible que la concentracion de sulfato
de cobre este inhibiendo o afectando el ciclo de vida del microrganismo como se
reporta en Guillén y Machuca 2008 en donde el crecimiento de Pleurotus ostreatus
en medios con concentraciones de 3, 6 y 10 mMde cobrese afecté notoriamente

y consecuentemente se obtuvieron menores actividades enzimaticas.

Segun el analisis estadistico el dia 8 permite obtener la mayor productividad de
las dos enzimas, 764,5 U/L/dia para lacasa y 97,8 U/L/dia para manganeso
peroxidasa, si se deseara elegir un solo dia para la produccién simultanea del
extracto. Sin embargo esto conllevaria a una menor actividad enzimatica para

lacasa.

Evaluacién de la estabilidad a pH y termoestabilidad de la actividad
enzimatica

Teniendo en cuenta que los extractos enzimaticos se usaran para la degradacion
de residuos agroindustriales, es importante estudiar la estabilidad de las enzimas.
Por tal razon se presentan los resultados obtenidos en dichas pruebas
representados como actividad residual medida después de cada tratamiento (ver
ANEXO 3).
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Pruebas de estabilidad para lacasa
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Figura 5. Efecto de la temperatura (A) y pH(B) sobre la estabilidad de la actividad
enzimatica de la lacasa dePleurotus ostreatusMF 1-83 representada en porcentaje
de actividad residual. Las letras minusculas representan la clasificacion
homogénea segun Scheffé (ver ANEXO 4).

La enzima lacasa fue estable a pH 5 manteniendo el 61,7% de Ila
actividadenzimatica después de 24 horas con respecto al control; mientras que a
pH 3 se redujo la actividad hasta 0,2% durante el mismo tiempo.De acuerdo al test
de Scheffé en los valores de pH entre 6 y 11 no existen diferencias estadisticas de

la perdida de actividad de hasta un 75% durante 24 horas.

Se observo que la enzima es muy sensible a pHacidos inferiores a 4 con un
comportamiento similar al reportado en Liuet al., 2009 para la lacasa purificada
producida por Pleurotus ostreatus que en los pH 1y 2 solo conservé el 10 % de
su actividad por 1 hora.Por otro lado se han descrito enzimas que presentan
mayor estabilidad en rangos de pHalcalinos como la dos isoenzimas lacasa de
Pleurotus eryngiique mantuvieron del 60 al 70% de su actividad después de 24
horas en pH de 8 a 12 (Muioz et al., 1996).

En la Figura 5, se puede observar que el 62% de actividad de lacasa se mantuvé a
25 °C durante 1 hora, mientras que 40 °C fue la temperatura que mas afecto la
estabilidad con una perdida del 64,3% de actividad. Aunque se ha reportado la

produccién de lacasa de P.ostreatus que mantiene su actividad inalterada a 40°C
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por mas de 4 horas (Shraddhaet al., 2011) también se describe que lacasas de
Pleurotus eryngii fueronmas estable a25°Cpor 24 horas, con la reduccion del 50%
de su actividad a 55°C durante 1 hora.La misma enzima reportada porLiuet al.,
2009 durante 1 hora a 30 y 40 °C mantuvo entre 90 y 100% de su actividad
residual y se redujo rapidamente a menos de el 10 % en temperaturas mayores a
60°C.

Es evidente que no hay un consenso en la bibliografia sobre los pH y las
temperaturas a las cuales las lacasas sean mas estables, ya que a pesar de
provenir de microrganismos del mismo género presentan comportamientos
totalmente distintos y particulares en cada estudio. Es muy probable que esta
variedad de comportamientos se deba a que muchos microrganismos productores
de lacasas secretan isoformasdistintas de la misma enzima y se ha encontrado
que provienen del mismo o diferente gen que las codifica. EI numero de
isoenzimas depende del microrganismo y se diferencian marcadamente por su
estabilidad, condiciones 6ptimas de reaccion y afinidad por diferentes sustratos.
Es decir que una misma fermentacion pueden encontrarse varios tipos de

isoenzimas producidas por el mismo hongo (Sarkaret al.,1997).

Pruebas de estabilidad para manganeso peroxidasa
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Figura 6. Efecto de la temperatura (A) y pH(B) sobre la estabilidad de la actividad
enzimatica de manganeso peroxidasa de Pleurotus ostreatus representada en
porcentaje de actividad residual. Las letras minusculas representan la clasificacion
homogénea segun Scheffé (ver ANEXO 4).
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La enzima MnP fue estable a pH 6 manteniendo el 64,3% de la actividad
enzimatica después de 24 horas con respecto al control sin embargo segun el test
de Scheffe no existe diferencias entre la estabilidad de la enzima desde pH 5
hasta 11 mientras que a pH 3 y 4 se redujo la actividad disminuyendo hasta un

0,17% con respecto al control durante el mismo tiempo.

La mayor termoestabilidad para MnP se dio a 30°C por 1 hora con 60,7% de
actividad residual sin presentar diferencias con 15, 25, 40°C, comportamiento que
se observa en la Figura 6. La temperatura que mas afecté la estabilidad fue 50°C

durante 1 hora con una pérdida del 86 % de la actividad.

Al igual que los estudios sobre lacasa, entre los estudios de caracterizaciéon de la
enzima MnP se encuentran enzimas producidas por hongos de podredumbre
blanca comoPhanerochaetechrysosporium la cual presenté su maxima estabilidad
en un rango de pH entre 4 y 6 a 25°c por una hora y su termoestabilidad no se vio
afectada a 40°C por hora (Urek y Kasikara 2004 ; en contraste unaMnP de un
hongo de podredumbre blanca llamado Schizophyllumsp. fue completamente
estable en un rango de pH entre 4 y 7 por 1 hora pero fuera de este rango su
estabilidad se veia gravemente afectada y frente a temperaturas su mayor
estabilidad se dio a 35°C pero lograron determinar que a 4°C la enzima fue estable
por mas de 1 mes (Chenget al.,2007) lo cual es importante para determinar si la

refrigeracion es un buen método de almacenamiento.

Reportes indican que la MnP es mas suceptible a la denaturacién por temperatura
que otras enzimas ligninoliticas (Sutherland y Aust 1996) y al igual que la lacasa
para Pleurotus ostreatus se han reportado hasta tres diferentes isoenzimas de

MnP(Beckeret al., 1993), lo que también explicaria los distintos comportamientos.
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Evaluacién de la presencia de proteasas

Durante la producciéon de enzimas ligninoliticas con diferentes fines se ha
reportado la pérdida de actividad por la simultdnea produccién de proteasas
durante la fermentacion (Cabaleiro DR et al., 2002), por lo cual los extractos
obtenidos en cada hora de muestreo fueron sembrados en agar leche por
triplicados para evaluar la posible presencia de las proteasas. Sin embargo, no se
evidencié ningun tipo de actividad proteolitica mediante halo de hidrdlisis para
ninguna de las horas de fermentacion.

Se ha visto que la produccion de proteasas se ve estimulada por la baja
disponibilidad de oxigeno, por fuentes limitadas de carbono y ademas varia
dependiendo del sustrato y el microrganismo (Bai Y. et al., 2008). Para Pleurotus
ostreatus se ha descrito que la produccidon de proteasas no es significativa sobre
sustratos como paja de arroz ( Cisneros, F et al.,, 1996) en esta ocasién con
salvado de trigo la accion cualitativa de proteasas no se evidencié por lo tanto se

descart6 la adicion de algun tipo de inhibidor de proteasas al extracto.
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CONCLUSIONES

La obtencion de enzimas ligninoliticas manganeso peroxidasa y lacasa fue
efectiva mediante la fermentacion liquida del aislamiento de Pleurotus ostreatus
MF 1-83 proveniente de cultivos de arroz. La enzima lacasa arrojo,
productividades mayores con respecto a las reportadas en otros estudios para

hongos del mismo género en medios sintéticos.

La mayor concentracion de ambas enzimas se obtuvo en el medio salvado de trigo
sin el suplemento de sulfato de cobre7,5 mM, por lo tanto la adicion de cobre al
medio en la concentracién evaluda no favorecié el proceso de produccion de las

enzimas lacasa y manganeso peroxidasa.

Las enzimas lacasa y manganeso peroxidasa provenientes del cultivo de P.
ostreatusMF 1-83 pierden su actividad en pH 3 y 4. La mayor estabilidad se
obtuvo a valores de pH 5 y 6 respectivamente manteniendo aproximadamente un

60% de la actividad con respecto al control.

Las temperaturas que permitieron mantener la mayor estabilidad de la lacasa y
manganeso peroxidasa fueron 25 y 30°C respectivamente, y a temperaturas como

7°C y 50°C se presento la mayor pérdida de actividad.
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RECOMENDACIONES

En vista de que los resultados obtenidos sobre el efecto de la adicion de sulfato de
cobre al medio de cultivo, presentaron incongruencias con la bibliografia seria
importante evaluar la influencia de la concentracion de cobre adicionadapara
determinar si fue un factor que alteré la induccion por adiccidn de cobre sobre las

enzimas.

Como siguiente paso hacia el logro de los objetivos del proyecto general, se debe
evaluar la capacidad productora de lacasa y manganeso peroxidasa en
fermentacion solida y cual es su capacidad degradativa sobre sustratos solidos
ricos en lignina para determinar su aplicabilidad y comparar con la produccion en

fermentacion liquida.

Teniendo la temperatura y el pH a los cuales la actividad enzimatica se mantiene,
se deben estudiar tiempos mas prolongados debido a que seria fundamental para

los posteriores procesos de degradacion.

Se deben buscar estrategias para la mejorar la conservacion de la estabilidad de
las enzimas ademas de estudiar las condiciones de almacenamiento para lograr la

menor perdida de actividad.

Es recomendable emplear métodos para concentrar las enzimas en el extracto por
ejemplo con ultrafiltracién, ya que permitiria separar algunas enzimas de diferente
peso molecular y obtener un extracto mas puro, teniendo en cuenta que
posteriormente va a ser mezclado con el extractos celuloliticos lo cual van a diluir

las enzimas.
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ANEXOS

Anexo 1. Medicion de los halos de hidrdlisis del guayacol en agar lignina

Cadigo mm de halo de oxidacion Promedio DS Ccv
MF 1-83 55 57 60 55 59 57,2 2,28035085 3,98662736
MF 3-90 47 43 43 48 46 45,4 2,30217289 5,07086539
MF 3-86 37 38 36 38 35 36,8 1,30384048 3,54304479
MF 8-80 16 17 18 17 17 17 0,70710678 4,15945165
MF 3-88 15 13 14 15 16 14,6 1,14017543 7,80942072
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Anexo 2. Resultado del analisis ANOVA.

ANOVA for Selected Factorial Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares]

Sum of Mean F
Source Squares DF Square  Value Prob > F
Model 5.285E+008 173.109E+007 46.16 < 0.0001
significant
A3.985E+008 84.982E+007 73.97 <0.0001
B1.031E+007 11.031E+007 15.31 0.0004
AB1.196E+008 81.495E+007 22.20 < 0.0001
Pure Error2.425E+007 366.735E+005
Cor Total5.527E+008 53

The Model F-value of 46.16 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.
In this case A, B, AB are significant model terms.
Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support
hierarchy),
model reduction may improve your model.

Std. Dev. 820.68 R-Squared 0.9561

Mean 3817.23 Adj R-Squared 0.9354

C.V. 21.50 Pred R-Squared 0.9013
PRESS 5.455E+007 Adeq Precision 22.991
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Anexo3.Estabilidad enzimatica frente a pH y temperatura de lacasa y manganeso

peroxidasa

Tabla de resultados de estabilidad frente a diferentes de pH

Actividad enzimatica residual

(%)
PH Lacasa MnP
3 0,17 £ 0,05 3,66 £ 0,92
4 3,52 + 0,66 0,44 £ 0,27
5 61,70 £ 4,69 54,63 £ 8,12
6 40,86 £9,98 64,37 + 11,65
7 39,88 +6,14 48,72+ 10,67
8 39,39+2,2 41,16 £ 15,20
9 25,13 + 1,81 39,85 + 9,36
10 35,26 + 4,81 42,44 £ 12,06
11 39,45+5,5 32,63 £ 5,85

Tabla de resultados de estabilidad frente diferentes temperatura

% * Desviacion estandar

Actividad enzimatica residual

(%)

T° Lacasa MnP

7 48,7+ 0,5 18,7+ 3,4
15 445+ 1,2 43,5+ 12
25 61,7147 54,6 £ 8,1
30 495+49 60,7+2,8
40 35,723 56,7 £ 10
50 38,2+33 14,0+ 1,6

% + Desviacién estandar
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Anexo 4. Distribucién de los datos de estabilidad segun el test de Scheffé.

Test de Scheffé estabilidad frente diferentes pH

Lacasa MnPerox
Schefféa Schefféa
Subconjunto para alfa = 0.05 Subconjunto para alfa = 0.05
TT0 1 2 3 TTO N 1 2
3 3 1732 4 3 4411
4 3 3.5209 3 3 3.6627
9 3 251371 1 3 32.6335 32.6335
10 3 35.2670 9 3 39.8515
8 3 39.3939 8 3 41.1688
11 3 394517 10 3 42.4401
7 3 39.8846 3 48.7238
3 40.8658 3 54.6319
3 61.7027 3 64.3722
Sig. .999 27 1.000 Sig. .085 .093

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media
armonica = 3,000.

Se muestran las medias para los grupos en
los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media

armoénica = 3,000.

Test de Scheffé estabilidad frente diferentes temperaturas

Lacasa
Schefféa
Subconjunto para alfa = 0.05
110 N 1 2 4
40 3 | 35.7633
50 3 | 38.2990 38.2990
15 3 | 444532 | 444532 | 44.4532
7 3 48.7586 | 48.7586
30 3 49.5246
25 3 61.7027
Sig. 139 .055 .629 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

MnP

Schefféa

Subconjunto para alfa = 0.05
inle} 1 2
50 3 14.0426
7 3 18.7588
15 3 43.5572
25 3 54.6319
40 3 56.7931
30 3 60.7486
Sig. .986 238

Se muestran las medias para los grupos en
los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media
armodnica = 3,000.
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