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RESUMEN

Se evalué la induccidn de las enzimas ligninoliticas Lignino Peroxidasa (LiP), Lacasa
y Manganeso Peroxidasa (MnP) de Pleurotus ostreatus inmovilizado en fique por
adiciéon de sulfato de cobre (CuSQ,) y sulfato de manganeso (MnSQO,) y de un co

sustrato buscando obtener una mayor remocién del Negro Reactivo 5 a 150 ppm.

En primera instancia, se estandarizo un protocolo de inmovilizacién en fique
utilizando biomasa pelletizada logrando excelente colonizacién del hongo al cabo de
8 dias. Este bioportador se empleo en un factorial 2° utilizando diferentes
concentraciones de inductores metalicos, estableciendo que al adicionar 150 puM/L
de CuSO, y 360 uM/L de MnSO, se obtenia una decoloracion significativa
(P<0.0001) (97%) con respecto a los demas tratamientos, ademas que la Unica
enzima presentaba correlacion positiva (P=0.002) en la decoloracién con 23U/L fue
Lacasa, mientras que la expresién de MnP y LiP mostro valores bajos de 0.92U/L y
2.8U/L respectivamente, ratificando que LiP no se indujo con la adicién de inductores

metalicos.

Luego los inductores metalicos escogidos se combinaron con una concentracion
maxima y minima (2.0g/L 0.2g/L) de los diferentes co sustratos celulosa, quinua y
almidon; este ultimo a razon de 0.2g/L favorecio la decoloracion en un 96% luego de
4 dias de tratamiento con una actividad lacasa de 15.08 U/L y 15 Unidades
amiloliticas; demostrado una interaccibn entre enzimas ligninoliticas y
glicosilhidrolasas en la remocién del color. Posteriormente, se llevo a cabo la curva
de remocioén en erlenmeyers durante 8 dias bajo los parametros optimizados, en
condiciones no estériles y a pH de 6,7; estableciéndose como tiempo de retencién en

reactor 24 horas con una decoloracién de 97%.

Finalmente, se hizo un barrido UV-VIS el cual ratific6 la molécula del NR5 fue
degradada por accidon enzimatica, concluyéndose que con los parametros

optimizados se logro la biotransformacion del colorante.
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1.INTRODUCCION

El proceso de elaboracién de productos textiles consiste en el desarrollo de varias
actividades operacionales secuenciales, en donde cada una utiliza diversas materias
primas, como algodon, lana, fibras sintéticas, o0 mezclas de ellas, ademas de colorantes
y aditivos (Neill et al., 1999).

El volumen de agua empleada en los procesos textiles varia en forma considerable,
dependiendo del proceso a realizar y de la maquinaria utilizada por la planta. Por
ejemplo, en el tefido con colorantes dispersos, se utilizan entre 100 y 150 litros de agua
por kilogramo de producto. En la tincion con colorantes reactivos, las cifras varian entre

125y 170 litros por kilogramo de producto (Classweb, 2008 <on line>).

En general, las corrientes de agua residual provienen principalmente del desengomado
(15 %), descrude y mercerizado (20 %) y del blanqueo, tefiido y lavado (65 %). EI mayor
aporte de la carga orgéanica proviene de la etapa del desengomado que aporta alrededor
de 50 % del total del la DBOs (Neill et al., 1999).

El impacto ambiental de estos efluentes liquidos es muy variado, debido a la diversidad
de materias primas, reactivos y de métodos de produccion. En los efluentes se pueden
encontrar sales, almiddn, peréxidos, EDTA, tensoactivos, enzimas, metales y colorantes
(Classweb, 2008 <on line>) como el negro reactivo 5 (Tetrasodio — 4 — amino — 5 —
hidroxi — 3, 6 (bis (4 - (2 - (Sulfonatooxi ) Etilsulfonil)fenil)Azo)-Naftaleno-2,7-disulfonato)
que con frecuencia se encuentra en efluentes textileros. Se caracteriza por ser un di-azo
sulfénico que posee dos grupos —N=N- responsables de proporcionar color; siendo esta
una molécula compleja de degradar por la presencia de dos nitrdgenos unidos a un anillo

aromatico (Manzano et al., 2004).

Los colorantes tienen gran persistencia en el ambiente, y los métodos de eliminacién
clasicos no son Utiles debido a que oxidaciones o reducciones parciales pueden generar
productos secundarios altamente toxicos. Una gran proporcion de los colorantes no son
directamente tOxicos para los organismos vivos; sin embargo, la fuerte coloraciéon que
imparten a los medios de descarga puede llegar a suprimir los procesos fotosintéticos en
los cursos de agua, a largo plazo pueden agotar el oxigeno disuelto en la misma, por lo

que su presencia debe ser controlada (Sankar et al., 1999).
Estos problemas han generado gran preocupacion pues son muchas las actividades del

hombre que producen desecho, que lentamente han ido alterando el equilibrio ecolégico

y agotando los recursos naturales, la preocupacion aumenta al saber que los colorantes
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de tipo azo son el grupo mas extenso de todos los colorantes organicos disponibles en el
mercado (Neill et al., 1999).

Actualmente para disminuir 6 controlar los efectos adversos sobre el medio ambiente se
esta haciendo uso de herramientas biotecnoldgicas entre las cuales se encuentran los
hongos Basidiomicetos que ofrecen resultados econdmicos y muy prometedores al
sustituir algunos procesos tradicionales. Estos hongos se caracterizan por poseer un
sistema enzimatico ligninolitico no especifico, compuesto por Manganeso Peroxidasa,
Lignino Peroxidasa y Lacasa, enzimas capaces de degradar compuestos aromaticos
contaminantes con diferentes estructuras, como plaguicidas, hidrocarburos policiclicos

aromaticos (PHA), dioxinas, compuestos clorados y colorantes (Manzano et al., 2004).

Las investigaciones en la remocion de colorantes azo se han enfocado no solo en
remover el color, sino también en disminuir la toxicidad de los colorantes azo y los
productos intermediarios que se producen durante su degradacion. (Manzano et al.,
2004).

Teniendo en cuenta las anteriores razones en este estudio se evalué la capacidad de
remocion del colorante negro reactivo 5 por parte de Pleurotus ostreatus inmovilizado en
un soporte no inerte conocido como fique. Se consideré utilizar una técnica de
inmovilizacién debido a que se puede obtener una mayor remocion del colorante porque
se presenta un mejor contacto entre el hongo y el agua residual y la recuperacion del
material vivo es mas facil, asimismo aumenta la estabilidad frente a cambios en
temperatura, pH y reactivos. Ademas utilizar figue como soporte hace que se aumente
las condiciones ligninoliticas ayudando a la activacion de las enzimas implicadas en la

decoloracion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de inductores metalicos y co sustratos
sobre la capacidad de remocién del negro reactivo 5 empleando a Pleurotus ostreatus

inmovilizado en fique.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Colorantes

Los colorantes son sustancias organicas fluorescentes o de color intenso que imparten
color a una sustancia incolora, o bien, a un sustrato por medio de una absorcién

selectiva de luz (Moeller and Garzon, 2003).

El color depende de los grupos croméforos, que son la parte visible de la molécula
coloreada, responsable de la absorcidn de luz en un determinado rango de longitud de
onda, la afinidad por las fibras es dada por el grupo auxocrémico, conformado por un
grupo de atomos ligados al cromdéforo que modifica la habilidad de este para absorber la
luz (Biology-online, 2008<on line>), y por ultimo la solubilidad en agua o solventes esta
dada por iones -SOz-Na'; -NH;" CI'; -SO, -NH,"; -O-Na" (Classweb, 2008 <on line>).

Los colorantes sintéticos son extensamente usados en industrias textileras, papeleras,
farmacéuticas, alimentarias, cosméticas, entre otras. Aproximadamente 10.000
diferentes colorantes y pigmentos son utilizados industrialmente y cerca de 0.7 millones
de toneladas son producidas anualmente, de las cuales un 70% corresponde a
colorantes de tipo azo (Padmavathy et al., 2003). Estas sustancias son muy persistentes
en aguas residuales papeleras, textileras y cosméticas, principalmente porque son muy
solubles en agua y por la resistencia a la degradacion, la cual estd determinada por la
complejidad en la estructura del mismo (Quezada et al., 1999; Van der Zee et al., 1999;
Bishop, 1996).

Representando esto un problema muy grave de contaminacion, ya que aun después de
un tratamiento convencional (quimico o fisico) estos algunas veces no disminuyen y
pueden sufrir diferentes reacciones como alteraciones en la estructura quimica que
genera nuevos componentes xenobidticos que pueden ser mas 0 menos toxicos que el

componente principal (Moeller and Garzoén, 2003).

2.1.2. Clasificacion de los colorantes sintéticos

En el mercado se encuentran aproximadamente 80000 colorantes que difieren en su
composicion, propiedades quimicas y fisicas. Su clasificacion se basa en la estructura o
composicién quimica del colorante, esta clasificacion agrupa a los compuestos segun la
naturaleza del croméforo de la molécula. Ademas, existe otra clasificacion que toma en
cuenta el uso y los materiales a los que estan destinados. Este criterio se aplica para lo

que se conoce como clasificacion tintérea (Christie, 2001).
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Segun la constitucién quimica del cromoforo, se pueden dividir en tres grandes grupos;

Azoicos, Antraquinonicos y derivados del Trifenilmetano, también existen otros de tipo

azinico y xanténico, poco importantes en numero (Puente et al., 1981).

Los colorantes antraquindnicos son tinturas mordientes, con diferentes compuestos que

producen colores diferentes. Los colorantes trifenilmetanicos no son resistentes a la luz

ni al lavado, excepto si se aplican sobre fibras acrilicas, son colorantes que tienen como

mordiente el acido tanico (Christie, 2001).

Segun su disolucién en soluciones acuosas pueden clasificarse en acidos (anionicos),

basicos (catidnicos) y colorantes dispersos que no son iénicos (Sathiya et al., 2006).

En la Tabla 1 se observan los principales tipos de colorantes segun su aplicacion y

algunas de sus caracteristicas mas importantes.

Tabla 1. Clases de colorantes de acuerdo a su aplicacion.

TEJIDOS SOBRE

CLASE CARACTERISTICAS LOS QUE PUEDEN
SER APLICADOS
L Compuestos solubles en agua. En su mayoria contienen grupos acido
Acidos o . Lanay seda
sulfénico  (-SOszH) o carboxilo (-COOH)
Bési Compuestos solubles en agua que forman especies catidénicas que| Acrilicos, nylony
asicos
contienen grupos aminos (-NHz) poliéster
Compuestos solubles en agua. Se aplican en presencia de electrolitos
) adicionales (cloruro sédico o sulfato sédico). Se une a la tela por ) ]
Directos . . Algodon y lino
interacciones tales como fuerzas de Van Der Waals y puentes de
hidrogeno
Compuestos no idnicos insolubles en agua. Para tefiir se aplican .
) ) ) i ) . Nylon , poliéster y
Dispersos | finamente dispersos en agua sobre fibras hidrofébicas en las que i
acrilicos
gquedan atrapados.
Reaccionan en presencia de electrolitos, con la fibra firmando enlaces )
) ) Algodén, nylon y
Reactivos | covalentes. Poseen en su estructura grupos derivados de la |
ana
triclorotriazina
Colorantes | Compuesto que en su forma oxidada son insolubles en agua y que al i
. ) ] ) » Algodon, lana
de Tina ser reducidos dan origen a una especie soluble que es usada para tefir
Compuestos que forman complejos con metales. La tela es tratada con
Mordientes | una solucién basica de metales que se precipitan sobre la tela como un Lanay seda

hidroxido metélico

Fuente. (Fundacion Polar, 2008 <on line>)
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2.2. Colorantes tipo Azo

Los azocolorantes son los colorantes sintéticos mas utlizados en el mercado
aproximadamente 50% y se forman a partir de la anilina. La férmula general de los azos
presenta el grupo N=N en medio de los anillos aromaticos Ar- N=N —Ar. El doble enlace
es la parte de la molécula del colorante que imparte el color al producto, este grupo
funcional se denomina grupo croméforo y puede estar presente una o varias veces

dentro de la estructura molecular del compuesto (Moeller and Garzén, 2003).

Los colorantes de tipo azo son particularmente dificiles de degradar para su tratamiento
se han utilizado varias metodologias tales como adsorcion, neutralizacién, coagulacion,
degradacion quimica, degradacion fotocatalitica, ozonacion, filtracion por membranas e
intercambio iGnico. A pesar de que estos procesos fisicos y quimicos producen efluentes
de buena calidad, en la mayoria de las ocasiones generan un alto costo mientras que el

tratamiento biolégico resulta mas economico (Zille et al., 2005).

De la gran gama de colorantes azo sintéticos, se distinguen cuatro familias: los mono-
azoicos, con un grupo azo; los di-azoicos, con dos grupos azo; los tri-azoicos, con tres
grupos azo y los poli-azoicos, con cuatro o mas grupos azo (Figura 1). Asimismo, segin
su estructura molecular y propiedades especificas pueden ser colorantes azo acidos,
béasicos, dispersos, directos y reactivos (Christie, 2001). La aplicacién de este tipo de
colorantes es muy variada y depende del proceso de tefiido o estampado, pero en la

mayoria de los casos se requiere aplicar calor (Moeller and Garzén, 2003).

OH HO}
( 7y Ry
VY RN - </ % 4 \\ﬁ
¥ N=N— Y — 50y 055 j N=N -OH
\,/\h TN/ _ \_/
i AN
U A :
H. f BN
T , \- N=N \ /4(_> N=N "\/\
\\_/L o \-/A o
s0; ¢ sy
/DH
= Y B r
& n=n - nHcocH, woss 4 Sonen—d Non
‘,‘L \ p— p—
HaC D E
N4y OH OH  NH
‘ Y4 .
e _N*N—{ imN—N P )_\\ 50y
b = I J/
= /\J CHO OCH; S
50y F 50y

Figura 1. Estructura quimica de colorantes tipo azo (A) Naranja acido 7, (B) Naranja
acido 6, (C) Rojo Congo, (D) Amarillo disperso 3, (E) Amarillo &cido 6 (F) Azul directo 1

Fuente. (Stolz., 2001).
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Estos colorantes son deficientes en el contenido de carbono por ello la decoloracién solo
es posible bajo condiciones de cometabolismo (Quiroz, 2002). Son generalmente
persistentes en aerobiosis mientras que en anaerobiosis, este tipo de colorantes sufren
una reduccién produciendo aminas aromaticas, las cuales son recalcitrantes y requieren
condiciones aerobicas para su degradacion y una posible mineralizacién (Moeller and
Garzon, 2003).

2.2.1. Negro Reactivo 5

El colorante Negro reactivo 5 (NR5) (Tetrasodio — 4 — amino — 5 — hidroxi — 3, 6 (Bis (4 -
(2 - (Sulfonatooxi) Etilsulfonil) Fenil) Azo)-Naftaleno-2,7-disulfonato) es un di-azo
sulfonico compuesto por un complejo auxocromo-cromoforo, constituido por el grupo azo
y anillos aromaticos unidos a este, esta interaccion es la que determina la cantidad de
luz absorbida y la intensidad del color (Figura 2). Por otro lado, el colorante presenta en
su estructura un grupo sulfato de sodio (+NaSO,), el cual determina la solubilidad del
compuesto (Castillo and Ortega, 2007). Los parametros caracteristicos del colorante se

encuentran en la Tabla 2.

o oo oS

Figura 2. Estructura del Negro Reactivo 5.

Fuente. (Lorenzo et al., 2005).

Tabla 2. Caracteristicas del Negro Reactivo 5.

Nombre Genérico Reactivo Negro 5
Porcentaje de Pureza 66,00
Apoyo Vinyl sulfonico
Grupo Cromoforo Azo
A max 598nm
Peso Molecular 991.8 g/mol

Fuente. (Castillo and Ortega, 2007)
2.2.1.1. Toxicologia del Negro Reactivo 5

En estudios realizados se ha demostrado que la Dosis letal 50 (LD50) excede 14.000
mg/Kg de peso del cuerpo, ademas el colorante es irritante al contacto con la piel pero
no con los ojos. Tiene un bajo potencial téxico en organismos acuaticos (peces LD50
100 — 500 mg/L; bacteria LD50 > 2.000 mg/L), al igual que con el colorante hidrolizado
(Peces LC50 > 500 mg/L; Daphnia magna LC50 (48h) > 128mg/L) (Hunger and Jung,
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1991). La unién azo es la porcion mas inestable de una molécula del colorante azo y
puede romperse facilmente en organismos mamiferos por actividad enzimatica,
incluyendo el hombre. La unién azo puede ser reducida y dividida, resultando en la
generacion de dos partes de la molécula. Después de la division de la unién azo, las
aminas aromaticas son absorbidas en el intestino y excretados en la orina (Brown y
DeVito, 1993).

2.3. Efluentes textileros

Las aguas residuales que se producen en la industria textil de fibras naturales se
caracterizan generalmente por una gran variabilidad de caudal, composicién, carga
contaminante y color (Tabla 3). Este ultimo fue el primer contaminante en ser reconocido
en el agua, afectando el valor estético de ésta, asi como también la transparencia, la
disolucién del oxigeno y otros gases en lagos, rios y otros cuerpos hidricos.
Generalmente es mas importante la remocion de color que de sustancias organicas
incoloras. No obstante, se ha demostrado en recientes estudios que varios colorantes
reactivos no son degradados en procesos de tratamiento aerobico convencional (Banat
et al., 1996).

La respuesta de los colorantes frente a los tratamientos de depuracién biolégicos no es
uniforme, son insolubles en agua, sulfurosos, azoicos, etc., se eliminan primero en una
etapa de decantacién y los mas solubles pasan al tratamiento biolégico. El problema de
su eliminacion se acentla también por su baja fijacion en la fibra (del orden del 70%,
mientras que las restantes clases de colorantes alcanzan mas del 90%). Para la
reduccién del color después de un tratamiento biolégico, se requiere la aplicacion
posterior de algun tratamiento terciario, que generalmente tiene un costo elevado (Zanon
et al., 2005).

Tabla 3. Composicién de efluentes textileros.

PARAMETROS VALOR
pH 11,13
SST, mg/L 240
ST, mg/L 3950
SDT, mg/L 3710
*DQO s, mg/L 1267
*DQO 1, mg/L 1341
DBO 5, mg/L 450
Sulfatos, mg/L 72,44
Nitrégeno amoniacal
mg/L 2,24
Nitrégeno total , mg/L | 50,12
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Grasas y aceites,
mg/L

0,1922

Fuente. (Bishop et al., 1996).

*DQOs: DQO de salida.
*DQO «: DQO por tonelada de SST.

2.4. Legislacion ambiental

El uso del agua y los residuos liquidos asi como las normas para su vertimiento en
cuerpos acuaticos y los rangos permitidos de pH, temperatura, material flotante, grasas y

aceites, sélidos suspendidos y limites aceptados de metales se encuentran en el decreto

1594 de 1984.

En la Tabla 4 se encuentran los parametros que debe cumplir todo vertimiento a un
cuerpo de agua (con o sin presencia de biota) segin lo expuesto en el articulo 72 del
presente decreto, excepto las unidades de color (articulo 38) las cuales son un requisito
al momento de destinar el agua para el consumo humano y doméstico (fabricacion o
procesamiento de alimentos en general, preparacion de alimentos para consumo

inmediato, fabricacibn de medicamentos, higiene personal, limpieza de elementos,

materiales o utensilios).

Tabla 4. Parametros vertimientos a un cuerpo de agua

Referencia Valor
pH 5-9
Temper atura <40°C
Acidos, bases o soluciones que
o Ausente
pueden causar explosion

Solidos sedimentables 10ml/L

Sustancias solubles en hexano 100mg/L

Sdlidos suspendidos para
desecho domésticos e

industriales

Remocién >80%

Demanda Bioquimica de Oxigeno

Remocién >80%

promedio horario

*Unidades de color

75

Fuente. (Decreto 1594, 1984)

*Criterio de calidad admisible para la destinacion del recurso humano y doméstico e indica que

para su potabilizacién se requiere solamente tratamiento convencional.
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Otra legislacién que se enfoca en la industria textil es la propuesta por la EPA (U.S.
Environmental Protection Agency) en el acta (Resource Conservation and Recovery Act)
24, esta formula los cuidados a nivel ambiental que deben tener las actividades
comerciales e industriales, se muestra cual es el ciclo de vida de los residuos, para que
el sector industrial conozca cuales son los residuos que esta produciendo, en que
cantidades los produce mensualmente, y cual seria la linea adecuada de manejo. De
esta manera se garantiza que se cumpla de forma eficaz y clara los requisitos a nivel

ambiental que determina el gobierno (EPA, 2007<on line>).

La Unién Europea es bastante rigurosa en la utilizaciéon de colorantes azo debido a su
efecto cancerigeno en el ser humano; por esto en la directiva 2002/61/EC del
Parlamento Europeo del 19 de julio del 2002 se da una lista de 43 aminas y compuestos
aromaticos producidos a partir de la degradacién de azo colorante, prohibiéndose Ila
comercializacién y el uso de dichos colorantes que por su degradacion produzcan alguna
de estas aminas o compuestos aromatico: bifenil-4-ilamina-4-aminobifenil xenilamina,
bencidina,  4-cloro-o-toluidina, 2-  naftilamina, = o0-aminoazotolueno, 4-amino
2',3dimetilazobenceno, 4-o-tolilazoo-toluidina, 5-nitro-o-toluidina, 4-cloroanilina, entre

otros (Fernandez and Henao, 2007).

2.5. Tratamiento de Efluentes textileros
2.5.1. Tratamiento de colorantes tipo azo

Para la remocion de los colorantes en los efluentes de agua se han planteado diversas
técnicas las cuales abarcan desde tratamientos fisicoquimicos como son: Filtracién con
membrana, coagulacion, floculacion, precipitacion, flotacion, absorcién, intercambio
idnico, extraccién por par i6nico, mineralizacion ultrasonica, electrélisis, oxidacion
fotocatalitica y reduccién quimica hasta técnicas bioldgicas que incluyen la biosorcion,
biodegradacién bacteriana y fungica en tratamientos aerobios y anaerobios, donde la
materia organica es degradada a didxido de carbono, agua o hidracidos, 6xido o sales
minerales de otros elementos existentes, que se da por la accién de los microorganismos

degradadores de los ecosistemas (Gutiérrez, 2007).

A pesar de que los procesos fisicos y quimicos producen efluentes de buena calidad, en
la mayoria de las ocasiones generan un alto costo mientras que el tratamiento biolégico
resulta mas econdémico, debido a que se requiere materia prima menos costosa y se
trabaja con recursos que en muchos casos resultan ser residuos de otras actividades
(Moeller and Garzon, 2003).
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2.5.1.1. Tratamiento biolégico con Hongos de Podred  umbre Blanca (HPB)

Los microorganismos mas empleados en la biorremediacion de efluentes contaminados
son los hongos de la podredumbre blanca inmovilizados en materiales no inertes
(Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y Phanerochaete chrysosporium) ya que ellos
tienen la habilidad para degradar fibra. Segun investigaciones dentro de las enzimas
caracterizadas de los HPB se encuentran las de tipo oxidasas (lacasas y MnP); estas
enzimas han sido utilizadas principalmente en el tratamiento de aguas residuales o
productos recalcitrantes. La accion de estos hongos sobre los colorantes se basa en la
no especificidad del sistema enzimatico para despolimerizar y mineralizar la lignina
(Moeller and Garzon, 2003).

Se ha encontrado que Pleurotus ostreatus utiliza la enzima Mn-peroxidasa (MnP), y otros
hongos utilizan la lacasa y una aril-alcohol oxidasa productora de peréxido de hidrégeno
(Guillen et al, 1998; Ha et al, 2001; Moeller and Garzén, 2003).

2.5.1.1.1 Hongos de la podredumbre blanca (HPB)

Son un grupo de microorganismos bastante heterogéneo, que tienen en comun la
capacidad de degradar la lignina y otros componentes de los arboles como la celulosa.
Producen enzimas extracelulares que oxidan compuestos fendlicos incluyendo todos
aquellos relacionados con lignina. La cantidad relativa de lignina y polisacéaridos
degradados y utilizados por estos hongos a través de sus enzimas varia al igual que el

orden de ataque de ellas.

Normalmente los HPB atacan simultaneamente celulosa y lignina convirtiendo esta
Gltima hasta un 70 % en CO, y H,O (Manzano et al., 2004). Existen evidencias de que la
energia requerida para la degradacion de lignina es obtenida de fuentes accesibles como

polisacaridos y azlcares de bajo peso molecular (Pinzén, 2004).

Dentro del sistema enzimético extracelular se encuentran las lacasas, manganeso
peroxidasa, lignina peroxidasa y enzimas productoras de peroxido, metabolitos de bajo
peso molecular y sistemas reductores, capaces de degradar compuestos tan complejos
como la lignina. En la mayoria de los hongos se ha visto que la lignindlisis se produce
durante el metabolismo secundario, es decir durante la limitacion de nutrientes, lo que
permite que el hongo solo sintetice y secrete agentes ligninoliticos que comiencen a

fragmentar el polimero (Sathiya et al., 2006).
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Los HPB pueden actuar de manera individual aunque también pueden actuar
sinérgicamente con hongos de la pudricién café u otros hongos en la degradacion de
lignina (Pinzén, 2004).

De todos estos hongos, solo un pequefo porcentaje ha sido estudiado y entre ellos se
encuentran: Bjerkandera adusta, Lenzites betulina, Coriolus hirsutus, Lentinula edodes,
Merullinus  tremellosus, Coryolopsis polyzona, Phanerochaete chrysosporium,
Chrysosporium pridnosum, Phlebia radiata, Dicromitus sacualens, Pleurotus ostreatus,
Flavolus arcularius, Poria subacida, Flanonulina velutipes, Poliporus abientinus, Fomes
lignosus, Pycnoporus cinnabarinus, Ganoderma valesiacum, Pycnhoporus coccineus,
Grifola frondosa, Stereum hirsutum, Himenochaete tabacina, Trametes cingulata,
Hirschioporus abientinus, Trametes gibosa, Irpex lacteus y Trametes versicolor (Pinzén,
2004).

2.5.1.1.1.1. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es un hongo que pertenece a la clase Basidiomycete, orden Poriales
y familia Lentinaceae (Instituto Nacional de Biodiversidad, 2008 <on line>). Su hombre
deriva de su forma “de ostra”, llamado también vulgarmente “Pleuroto en forma de

concha”, “seta de chopo”, “seta de ostra”, “orellana” o “pleuroto ostreado” (Zanén et al.,
2005).

Este microorganismo es un hongo saprdéfito y algunas veces parasito que crece
principalmente sobre sustratos lignocelulésicos vivos 0 muertos, pobres en nutrientes y
con bajos niveles de minerales y vitaminas. Se distribuye principalmente en zonas
templadas y se le encuentra creciendo sobre arboles de los géneros Aesculus,
Betula, Fagus, Juglans, Populus, Salix, etc. Este hongo fructifica durante el otofio e
invierno a temperaturas de 15C, aunque existen ce pas comerciales que son menos
afectadas por las temperaturas bajas y altas (Cisterna, 2003). Presenta las siguientes

partes cuando fructifica:

e Sombrero: Carnoso, grande 8-15 cm, convexo al principio. Normalmente de color
gris azulado a pizarra, virando a pardusco al marchitarse (Figura 3)

» Léminas: Decurrentes blancas o marfil.

e Pie: Normalmente lateral, corto o ausente, aterciopelado y de color blanco.

« Esporas: Cilindricas (Milla, 2007).
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Figura 3. Cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus
(Cisterna, 2003).

Es una seta comestible muy apreciada y facil de cultivar, ya que puede crecer en gran
variedad de sustratos tales como: Trigo, arroz, avena, salvado, cebada, rastrojos de
maiz, arvejas y tomate. Pulpas de manzana, peras y remolacha. Virutas, aserrines,

papeles, cartones y pafales desechables (Cisterna, 2003).

En los ultimos afios se ha empleado ampliamente en biorremediacién debido a que el
sistema ligninolitico de este hongo estd compuesto por enzimas oxidativas no
especificas capaces de metabolizar y mineralizar hidrocarburos policiclicos aromaticos y
colorantes artificiales causantes de contaminacion ambiental en industrias textiles entre
otros. Esta actividad parece estar relacionada a la produccion de enzimas como
manganeso peroxidasa [EC 1.11.1.7], lignino peroxidasa (E.C. 1.11.1.14) y lacasa [EC
1.10.3.2], que es una polifenol oxidasa capaz de oxidar polifenoles, fenoles sustituidos y

diaminas (Gayosso et al., 2004).

Macroscopicamente Pleurotus ostreatus presenta crecimiento micelial blanco
algodonoso con abundante micelio aéreo y con formacién de anillos desde el centro de

la caja hacia su periferia (Fernandez and Henao, 2007) (Figura 4).

Figura 4. Macroscépica Pleurotus ostreatus.
Fuente . (Autores, 2008).
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Microscépicamente este hongo presenta hifas hialinas septadas delgadas con formacién
de esporas de pequefio tamafio (Figura 5).

Figura 5. Microscopia Pleurotus ostreatus.

Fuente. (Fernandez and Henao, 2007).
2.5.2. Mecanismos implicados en la degradacion de ¢ olorantes tipo azo
2.5.2.1. Enzimas involucradas en la degradacion de  azo-colorantes

2.5.2.1.1. Lacasas

Las lacasas son enzimas que hacen parte del sistema enzimético ligninolitico producido
por los hongos de podredumbre blanca. Es una fenol oxidasa con cobre que oxida anillos
de lignina en ausencia de LiP. Estas enzimas extracelulares poseen un grupo N-
glicosilato que presenta en su estructura dos monosacaridos: Manosa y N-
acetilglucosamina; contiene ademas cadenas glicosidicas unidas a oxigeno y nitrégeno,

cuya masa molecular aproximadamente se encuentra entre 60-390 kDa (Call, 1997).

Esta enzima requiere de peréxido de hidrogeno que oxida al ion hierro para aumentar el
estado de oxidaciéon en el cual la enzima es capaz de despolimerizar lignina y sus
derivados para llevar a cabo su ciclo catalitico (Figura 6); ademas reduce el oxigeno a
agua y simultdneamente realiza la oxidacién de un electron y muchos sustratos
aromaticos. Al mismo tiempo cataliza la remocion de un atomo de hidrogeno por un
grupo hidroxilo de metoxi sustituyendo orto y para difenoles. La lacasa es también capaz
de oxidar otros sustratos como aminas aromaticas, coloca aldehidos y compuestos no

fendlicos con radicales libres (Zille et al., 2003).

Estructuralmente en el sitio activo la enzima posee cuatro atomos de cobre (como Cu®*
en el resto de la enzima) los cuales estan distribuidos en tres sitios diferentes de su
estructura (McGuirl and Dooley, 1999). El sitio cobre tipo 1 es el responsable del color
azul intenso de la enzima con un méaximo de absorbancia a 605 nm. El sitio cobre tipo 2
no exhibe sefiales de absorbancia en el visible, y en el sitio cobre tipo 3, se incorporan
dos atomos de cobre en el centro activo, y es el responsable de la pequefia banda que

se observa a 330 nm.
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Por lo anteriormente planteado es que la enzima requiere cobre y oxigeno para oxidar
fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no fendlicos, lo que
permite que se lleve a cabo la polimerizacion, dipolimerizacion, metilacién y/o

dimetilacién de compuestos fendlicos (Claus, 2003).

Con respecto al pH el éptimo de estas enzimas puede variar de 3 a 7 con un intermedio
de 4.5 donde es completamente estable a una temperatura de 37<C por un minimo de 5
dias (Gayosso et al., 2004). Se ha reportado que son enzimas capaces de oxidar
principalmente sustancias recalcitrantes, como clorofenoles (Fahr et al., 1999), e
hidrocarburos aromaticos polciclicos (Bourbonnais et al.,, 1996), compuestos
organofosoforados (Amitai et al., 1998), fenoles, y colorantes aromaticos (Abadulla et al.,
2000).

Ademas, la produccion de lacasa puede ser fuertemente inducida por la adicién de
elementos como cobre, manganeso, magnesio (Palmieri et al., 2000) y mediadores
como el ABTS (2,2'-azino-bis[3-etilbenztiazolina-6-acidosulfonico]),  L-DOPA,
siringaldazina, y 2, 6 DMP e intermediarios de la degradacion de la lignina entre los que
se encuentra el alcohol veratrilico (Gémez et al., 2005), en contraste se inactiva en

presencia de zinc, calcio, hierro y tirosina (Zille et al., 2003).

Diferentes estudios llevados a cabo por Nyanhongo et al., 2002 y Guillén et al., 1998 han
demostrado que la mayor actividad de lacasas y el nivel maximo de producciéon no es
constante, este oscila entre 5 y 24 dias de fermentacion. Esto sugiere que existen varios
factores que pueden afectar la actividad de las lacasas, como el tipo de cepa, el sustrato
y el tiempo de fermentacion. La actividad de lacasas en varias especies de Trametes se
relaciona con las condiciones de cultivo, y se destaca la fuente de carbonos, el pH del
caldo de fermentacion, la presencia de inductores y de materiales lignoceluldsicos,
crecimiento de la biomasa fungica y tiempo de fermentacion.

Las lacasas han tomado gran importancia a nivel industrial por tener diversas
aplicaciones como delignificacion de materiales lignoceluldsicos, biorremediacién de

aguas papeleras y textiles (Mayer and Staples, 2002).
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Oxidacion

Reduccion

Figura 6. Mecanismo de accion de la lacasa
Fuente. (Autores, 2008).

2.5.2.1.2. Manganeso peroxidasas

La enzima manganeso peroxidasa MnP es una hemo proteina que cataliza la oxidacion
de Mn*? a Mn*® dependiente de peroxido (H,O,) (Figura 7), presenta un potencial de
oxidacion suficiente solamente para absorber electrones de estructuras fendlicas. El
Mn** es guelado por diferentes acidos organicos como glicolato, y puede oxidar una
amplia variedad de compuestos fendlicos. La enzima es oxidada por H,O, para generar
un intermediario deficiente de un par de electrones, conocido como componente |. Dicho
componente puede ser oxidado ya sea por Mn*? o por sustratos fenélicos, generando el
componente Il. El ciclo es completado cuando el componente Il gana un electrén,

produciendo que la enzima detenga su actividad (Gayosso et al., 2004).

En altas concentraciones de manganeso se genera una inhibicion de la enzima, debido
a que se generan grandes cantidades de perdxido de hidrogeno que rompen el ciclo
catalitico de la enzima y afecta la cantidad de biomasa fungica y el crecimiento micelial
del hongo (Gémez et al., 2005).

La actividad de la MnP es estimulada por la accion de lignina peroxidasas, presencia de
CuS0, y por sustratos como el lactato, el cual ayuda a la oxidacién de Mn** a Mn*?,
igualmente el pH es un factor indispensable debido a que la enzima es inestable a pHs
mayores a 7.5, en los cuales la determinacién de la actividad es nula (Gémez et al.,
2005).
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Figura 7. Ciclo catalitico de la Manganeso peroxidasa
Fuente. (Autores, 2008).

2.5.2.1.3. Lignina peroxidasas

Fue la primera enzima en descubrirse y se asemeja a otras peroxidasas en que contiene
el grupo hemo férrico y funciona siguiendo la via catalitica tipica en que LiP es oxidada
por H,O, generando un intermediario deficiente de electrones, el cual regresa a su
estado natural de reposo inicial por medio de oxidaciones posteriores (Gomez et al.,
2005).

Es una glicoproteina monomérica que contiene 11% de carbohidratos, con pH optimo
entre 2.5 y 3, que cataliza la oxidacion de la lignina y de otros compuestos que
contengan estructuras homologas a esta, la lignina peroxidasa por sintesis endégena de
peréxido oxida compuestos aromaticos no fendlicos y cliva las cadenas laterales de aril

propano y enlaces éter, abriendo el anillo aromatico e hidroxilandolo (Cullen, 1997).

El ciclo catalitico de la LiP (Figura 8) comienza con la oxidacion de la enzima a expensas
del peroxido de hidrégeno originando la transformacién de su centro activo en un
compuesto intermediario (complejo I, o complejo radical +4). Este compuesto actia como
generador catiénico de radicales libres de Fe. Asi, en presencia de un compuesto
aromatico (fendlico o no) donador de electrones, el compuesto |, es reducido a
compuesto Il (mediante ganancia de un electrén), a la vez que se genera un radical
aromatico. Tras una segunda reduccion del compuesto Il con un sustrato aromético se

regenera la enzima nativa, cerrandose asi el ciclo. No obstante si existe un exceso de
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peroxido de hidrégeno en el medio, la LiP puede sufrir una inactivacion irreversible, al

transformase su centro activo en el compuesto Il (Ferndndez and Henao, 2007).

En términos generales, las enzimas o complejo ligninolitico pueden ser ordenadas segun

sus potenciales de oxidacion asi: LiP > MnP > Lacasas. LiP presenta un potencial de

2004).

oxidacién suficientemente elevado para absorber electrones de estructuras aromaticas
no fendlicas, dando origen a radicales catiénicos, los cuales sufren luego varias

reacciones no enzimaticas incluyendo el rompimiento de uniones C-C y C-O (Pinzdn,

Todas las anteriores enzimas son expresadas por hongos de la podredumbre blanca

tensiones de oxigeno (Gomez et al., 2005).

como un proceso idiofasico (Tabla 5), el cual esta ligado a la limitacion de carbono y/o
nitrégeno o sulfato en el medio y su sintesis es particularmente activa con altas

Complejol Fe
W=0[

Compuestolll
. Felll=0,

Figura 8. Ciclo catalitico de Lignino Peroxidasa

Fuente. (Autores, 2008).

Tabla 5. Actividad enzimatica de los hongos de podredumbre blanca
ENZIMA

CO FACTOR
Lignina peroxidasa (LiP)

REACCIONES
H202

Manganeso peroxidasa (MnP)

Oxidacion de ndcleos aromaticos no fendlicos

hasta radicales catiénicos
H,0,, Mn+2

Lacasas (Lac)

Oxidacion de Mn*? a Mn* el cual oxida fenoles

a radicales feno6xilos
0y, Cu*?

Reduce Cu*? a Cu™, Reduce O, a H,0-.

Oxidacion de fenoles a radicales fenoxilo
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) Varios
Enzimas Productoras de
) ) sustratos
peroxido, Glucosa oxidasa, o
) ) organicos
Metanol oxidasa (intracelular) Reduccion de Oz a H20,
) ] ] ( metanol,
Glioxal oxidasa, aril alcohol
. alcohol,
oxidasa (extracelular)
glucosa)

Fuente. (Pinzén, 2004)

2.6. Remocién bioldgica del negro reactivo 5 con ho ngos de la podredumbre

blanca

En el caso del colorante NR5, los puntos de un posible ataque en la estructura son los
marcados en la Figura 9. Se sabe que la lignina peroxidasa es capaz de sustraer uno de
los electrones de la nube del anillo aromatico en las unidades no fendlicas del colorante,
generando radicales catiénicos aromaticos, la lacasa y la MnP también tendrian
adicionalmente el potencial de oxidar los anillos aromaticos no fendlicos de los
compuestos, asi mismo la lacasa mediaria la extraccién de hidrégenos de los grupos
hidroxi y amino (NH,) marcados en la estructura del NR5, desestabilizando la
conformacioén del compuesto. Estas enzimas podrian actuar por separado, o en conjunto
para llevar a cabo los procesos oxidativos. A su vez la intervencion directa o indirecta de
otras enzimas como glioxal oxidasas, mediaria la produccion de peréxido, vital para el
funcionamiento de las peroxidasas. Y las tirosinasas que aunque con un poder de
oxidacién mas reducido que las lacasas podrian intervenir en cierto tipo de degradacion
(Fernandez and Henao, 2007).

o
NsO,SOCH,CH,—§—( -N N\ SONa
o = 14
H-—-O-I-I X
Y .
He= /
I sy
HJ —
0 ' |
| 7N SO,Na
NaO,SOCH,CH, —§ —(' \!
[

Figura 9. Posibles puntos de corte del Negro reactivo 5

Fuente. (Autores, 2008).
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2.7. Inductores de la actividad enzimatica de losh  ongos de la podredumbre blanca

Se ha hecho indispensable el estudio de las necesidades nutricionales de los hongos
Basidiomycetes debido a que las enzimas ligninoliticas al ser generadas en un proceso
idiofasico son estimuladas por la limitacién de nutrientes como carbono, nitrégeno o
sulfato (Martinez A et al., 2005), ademas se ha estudiado la induccion de la actividad
enzimatica para una mejor degradacién y remocion de colorantes y compuestos de
estructuras complejas homologas a la lignina (Gayosso et al , 2004), dentro de los
inductores metdlicos que se estudiaron en este proyecto esta el sulfato de cobre y el

sulfato de manganeso.

2.7.1. Sulfato de Cobre

El cobre es micronutriente esencial de enzimas y proteinas, esta envuelto en el
transporte de electrones, en la oxido reduccion y en otras reacciones quimicas. El cobre
que requieren los microorganismos se adiciona en bajas concentraciones (1-10 pM),
pues es toxico al alterar el sitio activo de las enzimas y oxidar los componentes de la
membrana; por ello este elemento se adiciona en su forma organica como sulfato de

cobre evitando su toxicidad.

El cobre presentado como CuSO, es un inductor de la actividad enzimatica de lacasas
ya que en altas concentraciones incrementa la superdxido dismutasa que es la enzima
encargada de la produccién del peréxido de hidrogeno aumentando la actividad de las
enzimas dependientes de perdxido y de esta forma la decoloraciéon (Cervantes and
Gutiérrez, 1993). Este compuesto se puede unir a la pared celular especificamente a la
quitina y el quitosano y puede actuar como inductor de la enzima lacasa que posee en
su nucleo cuatro atomos de cobre que estimulan la oxidacion de cada uno de los
sustratos y la obtencién de dos moléculas de agua. Esta inducciéon se da por una
regulacion a nivel transcripcional ya que los niveles de mRNA aumentan en presencia de
cobre (Pedroza, 2007).

A nivel de la estructura quimica de la lacasa el metal esta presente en los centros de
cobre (T1, T2, T3) los sitios T2 y T3 forman un cluster trinuclear de cobre en el cual el
oxigeno es reducido a agua. El centro T1 es el responsable de union del sustrato
fendlico y no fendlico para que se lleve a cabo la sustraccion de un electrén y por
consiguiente reduccién de Cu*® a Cu™; internamente se lleva a cabo la transferencia de
electrones del sitio T1 a T2 y T3 donde finalmente los 4 atomos de oxigeno actian como

aceptor final de electrones. (Tinoco et al., 2001).
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El efecto negativo del Cu esta asociado a la interaccion con acidos nucléicos, alteracion
de los sitios activos de ciertas enzimas y la oxidacién de componentes de membrana
(Pedroza, 2007).

2.7.2. Sulfato de Manganeso

La accion del MnSO, como inductor de la actividad MnP no es muy clara se reporta que
bajo condiciones ligninoliticas la adicion de MnSO, en concentraciones de 0.2 mM
favorece la expresion de MnP. El manganeso se necesita para que se complete el ciclo
catalitico de la enzima ya que el Mn** se oxida a Mn** y el Mn** asociado con &cidos
organicos (acido malico y acido oxalico) actia como un agente primario en la lignindlisis
y puede llevar la oxidacién de compuestos aromaticos clorados por oxidacién via dos

electrones (Pedroza, 2007).

La transcripcion de MnP es codificada por lo genes mnps en los HPB, en donde la
adicion de Mn*? activa la expresion de los genes y por ende la cuantificacion extracelular
de la enzima, por lo que se ha propuesto que este ion puede actuar como un metal
putativo que enciende elementos de respuesta a la presencia de metales (MRE) los
cuales se ubican en la regién upstream de los genes mnps, Sin embargo, altas
concentraciones de Mn** no implica altas expresiones de MnP. Los MRE solo habian
sido identificados en plantas y animales como respuesta a la toxicidad ocasionada por

altas concentraciones de cadmio, cobre y zinc (Manubens et al., 2007).

Teniendo en cuenta que este metal induce la actividad de MnP, Brown et al., 1991
utilizaron sulfato de manganeso a una concentracién de 180 pM esperando que Mn** se
oxidara a Mn*® de esta forma generando la oxidacién de los sustratos organicos, el
aumento de MnP se dio a los 3 dias con una baja concentracion de nitrogeno, al
incrementar la concentracion inicial de sulfato de manganeso no se observé mayor
produccidn enzimatica, indicando que la enzima es saturable. La concentracion del ion
Mn afecta la transcripcion de genes de MnP, tal vez a través de una via que incluye la
absorcién de Mn y la activacion de una o mas proteinas intracelulares, ademas la
ausencia de Mn no da lugar a la transcripcion del gen, la rapidez de respuesta del Mn
sugiere que la enzima puede ser directamente activada por la transcripcion de los genes

en lugar de influir en el estado metabdlico de la célula.

El mecanismo de asimilacién de este metal por parte del hongo puede estar asociado a
la unién de este a la pared celular especialmente a la quitina y quitosano (Castillo and
Ortega, 2007).
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2.8. Efecto de la adicién de co- sustratos

Los microorganismos son incapaces de metabolizar un sustrato como Unica fuente de
carbono y energia, pero pueden transformarlo si se les aporta un sustrato de crecimiento
alternativo, al cual se le conoce como co sustrato. A este fendmeno se le llama
cometabolismo y se realiza cuando un microorganismo transforma a un compuesto, pero

sin que éste sea su fuente principal de carbono y energia.

En diferentes trabajos se ha evaluado la capacidad de degradacion aerébica de
colorantes azo utilizando HPB y diferentes fuentes de carbono como glucosa, almidén,

lactosa y Tween 80 (Padmavathy et al., 2003).

El trabajo realizado por Wang et al., 2002 demuestra que la presencia de una fuente de
carbono sencilla como glucosa favorece la decoloracion de residuales papeleros en los
hongos de podredumbre blanca debido a la induccién que genera frente a enzimas de
tipo oxidasas y lacasa. Por otra parte, Yang et al., 2005 emplearon a Debaryomyces
polimorphus, una levadura, evaluando co sustratos como maltosa, sacarosa y almidon
encontrando que el almidén es el Unico polimero que no pudo ser empleado por este
microorganismo, También Hou et al., 2004 estudiaron el comportamiento de co sutratos
como glucosa, almidén, celobiosa, celulosa y glicerol en Pleurotus ostreatus
determinando que la celobiosa es la que genera mayor actividad lacasa (120ULac/L)
seguida de la celulosa, glicerol y glucosa mientras que el almidén presentdé la menor
actividad.

Entre los co sustratos estudiados se encuentran:
2.8.1. Almidén

Es un carbohidrato que en las plantas cumple la funcién de ser una reserva natural.
Existen dos formas de este polimero de glucosa y son la amilosa, que es el almidén no
ramificados y consiste en una serie de residuos de glucosa unidos por enlace a-1,4 y la
amilopectina, la forma ramificada, la cual esta unida por un enlace a-1,6 (Moreno and
Nocove, 2001) (Figura 10).
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H oMl v-1,6-Glycosidic bond
oH H A7

Figura 10. Molécula de almidén
Fuente. (Waigh, 1997)

La degradacién del almidén se lleva a cabo por medio de cuatro tipos de enzimas, endo-
amilasas, exo-amilasas, desramificantes y transferasas (Tabla 6). Las endo y exo-
amilasas tienen la capacidad de hidrolizar enlaces glicosidicos al-4 en la parte interna y
externa de las cadenas de amilosa y amilopectina; las enzimas desramificantes
hidrolizan los enlaces glicosilicos al1-6 y las transferasas hidrolizan enlaces glicosilicos
al-4 (Van der Maarel et al, 2002) (Figura 11).

&I

®O o is+als =
o hydrolysis istamylase’

amylopullulanase

e, I-6 fvdrolvsis
e Veraty.

B " glucan branching
T o, I~ transferase enzyme
glucoamylase/ -4 hydrolysis Y
o-glucosidase _.
QW aul-4 transferase
cyclodextrin
gt plycosyltransferase
framylase! ooo oD o EDeEm0
maltogenic amylase m amylomaltase
o-amylase

Figura 11. Degradacion del almidon
Fuente. (Van der Maarel et al, 2002)
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2.8.2. Celulosa

Estructuralmente es un carbohidrato compuesto de unidades de glucosa unidas en una
larga cadena lineal por enlaces [B-1,4 de la molécula de azucar (Tabla 6). Una
caracteristica importante de la celulosa es su estructura cristalina, sin embargo, las fibras
individuales no son totalmente cristalinas, produciéndose asi estructuras amorfas donde
las fibras tienen torceduras y espacios entre sus microfibrillas lo cual permite la
formacion de microporos y capilares lo que facilita el ingreso de moléculas como

enzimas Celuloliticas (Moreno and Nocove, 2001).

2.8.3. Quinua

Es un grano rico en proteinas, estd constituida por aminoacidos como: leucina,
isoleucina, metionina, fenilamina, treonina, triptofano y valina lo que dificulta su
degradacion (Tabla 6). La concentracion de lisina en la proteina de la quinua es casi el
doble en relacion a otros cereales y gramineas. Ademas posee vitaminas como complejo
B, vitamina C, E, tiamina, rivoflavina, minerales tales como fésforo, potasio, magnesio y

calcio entre otros (Moreno and Nocove, 2001).

Tabla 6. Mecanismo enzimatico de degradacion

Polimero Enzima Modo de accién

1,4a-D glucan glucanohidrolasa | Hidroliza enlaces glucosidicos al azar al interior
de la molécula.

1,4a-D glucan maltohidrolasa Hidroliza enlace al,4 cada dos unidades de

Almidon glucosa.
y Quinua
1,4a-D glucan glucohidrolasa Hidroliza enlace al,4 en el extremo de la
molécula.
Pululano 6 glucanohidrolasa Hidroliza el enlace a 1,6 en la amilopectina.

B -1,4 glucanasa ( -1,4 glucano | Hidroliza aleatoriamente los enlaces B -1,4
glucanohidrolasa) glucosidicos intermoleculares.

Cliva los extremos no reductores de la molécula

Celulosa de celulosa

Completa el proceso convirtiendo los fragmentos

Exo B -1,4 celobiohidrolasa de celobiosa a glucosa o removiendo glucosa

desde los extremos no reductores de pequefios

 -1,4 glucosidasa o celobiasa celoligosacaridos.

Fuente. (Autores, 2008).
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2.9. Inmovilizacién de hongos de la podredumbre bla  nca para tratamiento de aguas

contaminadas con colorantes

Constituye una alternativa comin la utilizacion de microorganismos soportados en
sélidos para llevar a cabo la eliminacion de componentes indeseables del agua,
aprovechando la actividad metabdlica de los mismos sobre esos componentes trayendo
consigo muchas ventajas (Tabla 7). La aplicacion tradicional consiste en la eliminacion
de materia organica biodegradable, tanto soluble como coloidal, asi como la eliminacién
de compuestos que contienen elementos nutrientes (N y P). Es uno de los tratamientos
mas habituales, no solo en el caso de aguas residuales urbanas, sino también
industriales, entre las que estan papelera, textilera y curtiembres entre otras,
encontrando buenos resultados en cuanto a la remocion de color, fenoles y compuestos
clorinados y adquiriendo como ventaja de su utilizacion la facil separacion del

bioportador en el agua tratada (Herrera and Rosas, 2003).

En la mayor parte de los casos, la materia organica constituye la fuente de energia y de
carbono que necesitan los microorganismos para su crecimiento. Ademas, también es
necesaria la presencia de nutrientes, que contengan los elementos esenciales para el
crecimiento, especialmente los compuestos que contengan N y P (Herrera and Rosas,
2003).

En el caso de microorganismos filamentosos, la inmovilizacion se puede dar de dos
maneras, primero por la produccion de polisacaridos que actlan como sustancias
adherentes que ayudan a la unién celular con el soporte (Fernandez and Henao, 2007).
La segunda es la adsorcion a soportes con porosidad alta, lo cual permite que los
filamentos penetren y colonicen el soporte quedandose alli retenidos. Esta unién puede
llevarse a cabo por medio de interacciones de tipo fisico, hidrofdbicas, Van der Walls,
puentes de hidrégeno, intercambio de ligando, intercambio de iones y quimioadsorcién.
Este método implica la existencia de una interaccién fisica con frecuencia reversible
(Herrera and Rosas, 2003).

Tabla 7. Ventajas de las células inmovilizadas

Ventajas

« Mayor actividad metabdlica por parte de las células inmovilizadas.

e Facil recuperacion de las células con la mezcla de reaccion.

«  Mayor superficie de contacto.

*  Se puede trabajar con mayor cantidad de biomasa en un reactor.

« Disponibilidad homogénea de nutrientes y oxigeno para las células.
«  Mayor persistencia dentro del sistema.

e Mayor resistencia a la toxicidad y cambios ambientales.

Fuente. (Herrera and Rosas, 2003).
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2.9.1. Tipos de soportes

Los materiales utilizados para inmovilizar células pueden ser de dos tipos: Inorganicos y
organicos; dentro de los primeros se destacan la celulosa, estropajo, viruta, salvado de
trigo, cascarilla de cebada, fique, y dentro de los inorganicos la porcelana porosa, fibra
de vidrio poroso, espuma poliuretano, alginato, nylon y soportes de silica (Fernandez and
Henao, 2007).

Adicionalmente se deben tener en cuenta criterios importantes para la eleccion del
soporte de inmovilizaciéon, como la disponibilidad, el bajo costo, y la alta eficiencia de

retencion de biomasa (Castillo and Ortega, 2007).
2.9.1.1. Fique

La cabuya (Figura 12) es la fibra natural colombiana por excelencia, proveniente de las
hojas del fique, tiene su origen en la América Tropical, en la region Andina de Colombia y
Venezuela. En Colombia, se cultiva el fique y extrae la cabuya desde tiempos
inmemoriales, para la fabricacion de hamacas, redes, cuerdas, alpargatas, jiqueras,

costales y enjalmas (Ministerio Ambiente, 2006).

Figura 12. Planta Agavaceae
Fuente. (Kulak, 2008<on line>)

2.9.1.2. Caracterizacion de la planta de fique

El Fique (Furcraea spp.), es una planta grande, de tallo erguido, su altura varia entre 2 y
7 m, esta densamente poblada de hojas de color verde, en forma radial, largas (1 a 3 m),
angostas (10 y 20 cm), carnosas, puntiagudas, acanaladas, y dentado espinosas, en
algunas variedades, presentando lineas o estrias tenues de unos 3 mm de largo. Su flor
es de color blanco verdoso, llamada magiiey o escapo, soélo florece una vez en su ciclo
de vida y luego le sobreviene la muerte. Las semillas germinan en la misma planta y sus
propagulos (bulbillos) caen ya formados al suelo por lo que se considera al figue una

planta vivipara (Ministerio Ambiente, 2006).
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2.9.1.3. Clasificacion taxonémica

Reino: Vegetal

Phylum: Spermatophyta
Clase: Angiospermae
Subclase: Monocotyledonea
Orden: Liliflorae

Familia: Agavaceae
Género: Furcraea
Nombre Comun: Fique, cabuya, penca, fique perulero, maguey, cabui, cabuya blanca,

chuchao, cocuiza. (Ministerio Ambiente, 2006).

2.9.1.4. Composicion del fique

Sus constituyentes fisicos, quimicos y mineralégicos (Tabla 8 a 10) se conocen en forma
cuantitativa, siendo agua, celulosa, materia organica y minerales, con los siguientes
valores porcentuales:

* 85% humedad.

* 6% celulosa (D-glucosa).

« 8% parte organica y amorfa (Con sacarosa, proteinas, nitrégeno, fdsforo, calcio,
potasio, saponinas y sapogeninas).

* 1% Minerales (Ministerio Ambiente, 2006).

Tabla 8. Estructura fisica de la hoja de fique

Porcentaje en Porcentaje
Componente la hoja atil Usos
Fibra 5 4 En la industria textil, empaques.
Jugo 70 40 Extraccion de esteroides
Estopa 8 3 Pulpa de papel
Bagazo 17 10 Material de construcciéon, abonos

Fuente. (Arroyave and Velasquez, 2001).
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Tabla 9. Composicién quimica de la hoja de fique

Fibra Jugo Bagazo
Cenizas 0,70% Clorofila Cenizas 0,122
Celulosa 73,80% Carotenoides E.E. 0,0364
) ) Proteinas
Resinas, ceras y Saponinas 9,84%
1,90% . Elementos
grasas AzUucares ) 71,29%
Nitrogenados
Lignina 11,30% Resinas Calcio 0,2165
Flavonoides
. Fosforo 0,09%
Pentosanos 10,50% Acidos ]
. Magnesio 0,2%
organicos
Alquitranes Fésforo 1,81%
Agua Sodio 0,04%
Lignina Cobre 14ppm
TOTAL 98,20% ) )
Calcio Hierro 647ppm
Lipoides Manganeso 33ppm
Fosforo Zinc 17ppm
Fuente. (Arroyave and Velasquez, 2001).
Tabla 10. Composicién mineroldgica del fique
Elementos Cenizas (%) Hoja Fibra
Nitrogeno 6,84 1,32% 0,22%
Fosforo 0,58 0,49% 0,04%
Potasio 0,61 7,56% 0,26%
Calcio 1,51 3,58% 0,96%
Magnesio 0,11 0,72% 0,1%
Sodio 0,42 0,4% 0,55%
Hierro 0,98 52,20 ppm 31,6 ppm
Cobre 0,03 8,10 ppm 1,4 ppm
Manganeso 0,06 45,60 ppm 9,4 ppm
Zinc 0,06 35 ppm 16,9 ppm
Boro Trazas 14,5 ppm 1,8 ppm
Cobalto Trazas Trazas Trazas
Cloro 0,16 Trazas Trazas

Fuente. (Ministerio Ambiente, 2006).
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3. PROBLEMA Y JUSTIFICACION
3.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

En la industria textilera se producen gran cantidad de contaminantes los cuales generan
un problema medio ambiental a corto y largo plazo; en este proyecto nos centraremos en
el desarrollo de una alternativa viable que sea capaz de mitigar la contaminacion
causada por la presencia de colorantes azoicos, especificamente Negro Reactivo 5 en

los cuerpos de aguas textileros.

Diferentes autores reportan que estos compuestos son dificiles de degradar debido a sus
complejas estructuras compuestas de anillos aromaticos y enlaces de dificil ruptura; una
ventaja que presentan los Hongos de Podredumbre Blanca es que cuentan con un
sistema enzimatico potencial inespecifico que puede actuar en presencia de colorantes

reactivos generando una remocion rapida y econémica.

El problema que se planted en este proyecto fue buscar por medio de un disefio factorial
22 la combinacion ideal de inductores metalicos (CuSO, y MnSO,), ademas por medio de
una comparacion de medias entre tratamientos seleccionar entre almidén, quinua,
celulosa y glucosa, el mejor co sustrato para promover la produccidén enzimética y
finalmente lograr optimizar la actividad enzimatica del hongo Pleurotus ostreatus
inmovilizado en fique con una mejor degradacion del colorante y por ende una mayor
decoloracion.
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3.2. JUSTIFICACION

En los dltimos afos se ha incrementado la preocupacién por la preservacion del medio
ambiente, ya que las actividades desarrolladas por el hombre con el fin de satisfacer las
necesidades de una sociedad consumista, generan productos de desecho que lo
modifican de manera importante. Tal es el caso de Colombia en donde la contaminacién
ambiental ha tomado matices significativos y niveles preocupantes, en respuesta a esto
se han generado diferentes alternativas encaminadas a disminuir el problema de la
contaminacion del agua, aire, suelo, etc, originado por fuentes fijas, una de las industrias
que genera gran cantidad de contaminantes es la textil, ubicandose en el sexto lugar de
importancia a nivel mundial en cuanto a descarga de aguas residuales con
contaminantes tales como, colorantes, detergentes, solventes, fibras (Fritjers et al.,
2006).

Los efluentes producidos por estas industrias durante la fabricacién de telas, se han
caracterizado por poseer altos niveles de DQOs, sélidos suspendidos, presencia de
metales pesados y color. La mayoria de los colorantes sintéticos utilizados son
azocolorantes y antroquinonas, muchos de estos son toxicos o incluso cancerigenos con

el transcurso de los afos.

Por esto se han buscado diferentes tratamientos que reduzcan los efectos adversos que
causa la contaminacién entre ellos estan los sistemas convencionales para el tratamiento
de efluentes textileros (filtracion por membrana, adsorcién, neutralizacién, coagulacion,
degradacion quimica, degradacion fotocatalitica, ozonacién) que son bastante eficientes
en la remocién de DQOs y DBOs, sin embargo la decoloraciéon no es muy buena vy los
costos de estos tratamientos son bastante altos, es asi como en este proyecto se
trabajara con procesos biotecnolégicos obteniendo produccién mas limpia y eficiente que
disminuya la contaminacién con el objetivo de bajar costos y obtener una gestién
sostenible mediante el empleo de Pleurotus ostreatus, un hongo de la podredumbre
blanca que posee una maquinaria enzimatica inespecifica que degrada compuestos
estructuralmente parecidos a la lignina. Este microorganismo es una buena solucién
porque no generan intermediarios téxicos en la decoloracion de efluentes con presencia
de colorantes tipo azo en un proceso aerobio como los que generan las bacterias en
proceso anaerobio, ademdas disminuye el color presente en el agua y posiblemente

conllevando a reducir la toxicidad que el colorante genera en la salud humana y animal.

Este proyecto también gana importancia al trabajar con un soporte que no se ha
empleado hasta ahora en la remocion de negro reactivo 5, el fique, una planta que se
cultiva en gran parte de Latinoamérica entre los que se encuentra Colombia las ventajas

de emplear este soporte es su facil disponibilidad econémica y la presencia de
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hemicelulosa, celulosa y lignina degradables por Pleurotus ostreatus al ser un soporte
no inerte. Ademas la utilizacién de este microorganismo inmovilizado le da otra ventaja al
tener mayor superficie de contacto con el residuo a tratar realizando el proceso con
mayor cantidad de células por ende aumentando la actividad metabdlica y la

decoloracion.

Para finalizar lo que se buscé con este proyecto fue disminuir el problema que se genera
en la industria textil al arrojar los residuos generados sin tratamiento a los efluentes
creando efectos adversos en la biodiversidad acuética y en los seres humanos. Ademas
beneficiar a los empresarios e nivel juridico y econémico al cumplir con la legislacion y

bajar los costos del tratamiento.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de inductores metalicos y co sustratos sobre la capacidad de remocién

del negro reactivo 5 empleando a Pleurotus ostreatus inmovilizado en fique.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar un bioportador no inerte con elevada capacidad adsortiva y area

superficial para la remocion del NR5S.

» Valorar el efecto de inductores metéalicos a base de cobre y manganeso sobre la
capacidad de decoloracion del NR5 y su correlacion con la actividad enziméatica de

P. ostreatus inmovilizado.

» Evaluar diferentes fuentes de carbono como co sustratos para la remocion de

negro reactivo 5 y actividad enziméatica del tipo glicosilhidrolasas.

» Realizar curvas de remocién a escala de erlenmeyer bajo las condiciones de

induccion y co sustrato previamente seleccionadas.
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5. HIPOTESIS

Pleurotus ostreatus inmovilizado sobre fique removera el colorante NR5 en respuesta a

la induccién enziméatica con metales y adicidn de co sustratos de facil asimilacién.
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6.1 Microorganismos

Para este estudio, se utilizo la cepa Pleurotus ostreatus proveniente del cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Pontificia Universidad Javeriana (Bogota,
Colombia). Esta cepa fue reactivada en agar extracto de salvado (Anexo 1) a 30° C
durante 8 dias y conservada a 4° C en tubos eppendorf con 1 mL de agar salvado de
trigo estéril inoculando un disco de agar colonizado del hongo, segin la técnica descrita

por Pedroza et al., 2003.

6.2 Desarrollo del protocolo de inmovilizaciéon

Como soporte no inerte se utilizé fibra de fique tejida sin aditivos ni tinturas. Las
dimensiones con las que se trabajé fueron hilos de 5 cm de largo con un diametro
promedio de 0,5 cm. La esterilizacién previa del soporte se realizd6 por medio de calor
seco durante 3 horas a 212° C en bolsas de papel aluminio y kraft con aproximadamente
40 hilos.

Para comprobar la esterilidad del soporte se tomaron hilos de fique al azar de cada bolsa
y se sembraron en caldo nutritivo por 24 horas a 37° C. Ademas se colocaron otros hilos
en agar nutritivo por 24 h a 37° C (Anexo 2). Finalizado este tiempo se ley6 la prueba

como ausencia o presencia de flora acompafiante (Autores, 2008).

6.3 Seleccién del protocolo de inmovilizacion

Se implementaron dos protocolos de inmovilizacion uno basado en la utilizacion de
pellets obtenidos de la propagacion en liquido (CCP) y otra utilizando discos de agar con
hongo crecido (CCD). Los parametros que definieron el mejor protocolo fueron la

cantidad de biomasa inmovilizada y el tiempo de obtencion.

6.3.1 Inmovilizacién utilizando discos de agar con hongo crecido

A partir de las cajas cultivadas y con cepa reactivada de Pleurotus ostreatus se tomaron
15 discos de agar colonizado que fueron colocados sobre cada uno de los 15 hilos de
figue de 5 cm estéril (previamente pesados). Luego se incubaron a 30°C durante 8 dias
realizando observaciones diarias hasta obtener una colonizacion completa del soporte
(Autores, 2008).

6.3.2 Inmovilizacidén utilizando biomasa pelletizada

Se realizo la propagacion en liquido empleando erlenmeyers de 100 mL con una
relacién 1/2 de caldo salvado de trigo (Anexo 1) y 10 discos de agar crecido del hongo.

Luego se llevaron a incubar a 30° C durante 8 dias a 150 rpm (Pedroza et al., 2003).
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Se realizaron determinaciones de pureza por medio de la coloracion de Gram y azul de

Lactofenol.

La biomasa humeda obtenida en la propagacioén en liquido se filtr6 y pes6 (20g/ 50mLde
extracto), luego se inoculd en cajas de Petri con agar salvado que contenian 15 hilos de
fique estériles de 5cm. Con un rastrillo se homogeniz6 la biomasa sobre el soporte y

estas cajas de Petri se llevaron a incubacién durante 8 dias a 30° C (Autores, 2008).

6.4 Caracterizacién del colorante azo negro reactiv.___ 05 (NR5)

6.4.1 Curva de calibracion

Se elaboré una curva de calibracion tomando como rangos de concentracion valores
entre 0.5 ppm y 20 ppm. Las diferentes diluciones se leyeron en espectrofotometro a una
longitud de onda de 600nm. El procedimiento se desarrollé por triplicado y los datos
obtenidos se linealizaron para obtener la ecuacion de la linea recta, la cual se utiliz6 para
determinar la concentracién del colorante durante los diferentes ensayos que se llevaron

a cabo. El blanco utilizado fue agua destilada (Fernandez and Henao, 2007) (Anexo 3) .

6.5 Evaluacién de inductores metdalicos vy su efecto sobre la_capacidad de

decoloracion y actividad enzimatica

Se realizo por medio de un disefio factorial 2% valorando dos factores X; Sulfato de cobre
y X, Sulfato de manganeso, cada uno de ellos tuvo dos niveles codificados como (+1) de
300 pM/ L (-1) de 150 uM/L para el sulfato de cobrey (+1) de 360 uM/L (-1) de 180 uM/L
para el sulfato de manganeso. El disefio factorial género una matriz equivalente a cuatro

experimentos. La prueba se realiz6 por triplicado y los controles por duplicado.

Para cada tratamiento se utilizaron erlenmeyers de 100 mL con 50 mL de medio Radha
(Anexo 4), suplementado con el colorante negro reactivo 5 a 150 ppm (Anexo 5), la
cantidad correspondiente de los inductores metélicos (Anexo 6) ajustada a cada una de
las concentraciones indicadas en la Tabla 11 y 3 hilos de fique inmovilizado con
Pleurotus ostreatus, los cuales correspondian a una biomasa humeda de 4.8g en total,
es decir 1,6g/hilo de fique aproximadamente. Se incubaron a 30° C a 150rpm durante 4

dias.
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Tabla 11.Parametros y niveles evaluados en el disefio factorial

FACTOR X1 FACTOR X3
TRATAMIENTO
SULFATO DE COBRE SULFATO DE MANGANESO
1 -1 -1
(150 uM/L) (180puMIL)
) +1 -1
(300 uM/L) (180 uM/L)
3 -1 +1
(150 uM/L) (360 uM/L)
+1 +1
4
(300 uMIL) (360 uM/L)
Control Medio Radha suplementado con NR5
Absoluto 150ppm
Control de Medio Radha suplementado con NR5
Adsorcion 150ppm y tres hilos de fique sin colonizar
Medio Radha suplementado con NR5 150
Control Positivo ppm sin adicion de metales y 3 hilos
colonizados con P. ostreatus.
Medio Radha suplementado con NR5
Control ) o )
) 150ppm sin adicién de metales ni glucosa
Negativo ) )
y 3 hilos colonizados con P. ostreatus.

Las variables de respuesta dependientes de este montaje fueron el porcentaje de
decoloracién, la concentracién en ppm de negro reactivo 5 y la cuantificacién de enzimas
LiP, MnP y Lacasa; ademas se hallaron las variables de respuesta complementaria entre
las que estuvieron la determinacion de azlcares reductores (DNS), peso seco y pH

realizandose al inicio y al final del disefio factorial.

El andlisis de datos se realizo usando los programas SAS 9.0 y Desing Expert 6.0 y los
resultados fueron tratados con un modelo empirico el cual relacion6 las respuestas
cuantificadas con los factores evaluados y sus respectivos niveles. Para un disefio de

dos factores el modelo de primer orden fue:
y=b, +byXx  +b,X, +bpx %, @

Donde vy, corresponde a la variable dependiente; b, es el intercepto, b;, b,, son los
coeficientes lineales y X; X, son los factores 6 variables independientes (Mongomery,
2000).
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6.6 Seleccién del mejor co sustrato para la activid ad _enzimatica de Pleurotus

ostreatus en la decoloracién de negro reactivo 5

Se usaron tres co sustratos almidén, quinua y celulosa, como control se emple6 glucosa.

La prueba se realizé por triplicado. Para cada ensayo se emplearon erlenmeyers de 100
mL con 50 mL de caldo Radha suplementado con Negro Reactivo 5 a 150 ppm, una
combinacion de inductores correspondiente a 150um/L de CuSO,4 y 360 um/L de MnSO,
(-1,+1), las diferentes concentraciones de co sustratos de la Tabla 12 y tres hilos de fique
colonizado con Pleurotus ostreatus, los cuales representaban 4.8g de biomasa humeda.

Los ensayos se incubaron 30° C por 4 dias a 150 rpm.

Tabla 12. Concentraciones empleadas de co sustratos.

Concentraciones
Co sustrato

estudiadas
Almidén
Quinua Concentracién méax. 2g/L
Celulosa Concentracion Min. 0.2g/L

Glucosa (Control)

Las variables de respuesta dependientes de este estudio fueron el porcentaje de
decoloracion, la actividad enzimatica de LiP, MnP y lacasa, la concentracion de negro
reactivo 5 (ppm) y la cuantificacion de celulasas y amilasas. El analisis de los resultados
se realizo por medio de una comparacién de medias y correlacion de variables

empleando el programa SAS 9.0 para Windows.

6.7 Curvas de remocion de colorante negro reactivo 5 co n las concentraciones de

inductores metalicos y co sustratos 6ptimas.

Las curvas de remocién se llevaron a cabo en erlenmeyers de 100 mL con relacion Y2
que contenian 3 hilos inmovilizados correspondientes a 4.8.g (peso humedo) de
Pleurotus ostreatus. Estas estaban constituidas por medio Radha con colorante NR5 a

150 ppm vy las condiciones seleccionada en las dos primeras etapas de este estudio.

La cinética se evalué por un periodo de ocho dias a 30°C y 150 rpm, realizando
muestreos en los tiempos: Oh, 6h, 12h, 18h, 24h y después cada 24h, determinando para
cada tiempo los paradmetros mencionados en el numeral 6.9. Los montajes se realizaron
por triplicado para Pleurotus ostreatus. Al finalizar las curvas de remocion se realizé el

andlisis estadistico de los datos por medio de una comparacion de medias entre
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tratamientos, comparacion de medias entre tiempos y andlisis de correlacion entre

variables con el Programa SAS version 9.0.

6.8 Métodos preparativos

Se realizaron determinaciones de peso seco y humedo de la propagacion en liquido, de
la inmovilizacion utilizando biomasa pelletizada y de la biomasa resultante después de
cada uno de los ensayos realizados (inductores metalicos, fuente de carbono y curvas de

remocion).

6.8.1 Determinaciéon de peso himedo

6.8.1.1 Biomasa libre

La biomasa pelletizada que se produjo en 50 mL de caldo salvado con 10 discos de P.
ostreatus luego de 8 dias de incubacion se filtr6, esta biomasa retenida en el papel fue

pesada y expresada como biomasa hiumeda teniendo en cuenta la ecuacién (2) y (3).

W humedo =W papel con Bx — W pepel filtro )

L 5]
&
i
=i
=
=]
L]
=
1
in
5]
=

6.8.1.2 Biomasa inmovilizada

Se pesaron los hilos de fique sin colonizar y sin un previo tratamiento en horno de 80°C,
a continuacién se realiz6 el procedimiento de inmovilizacién utilizando biomasa
pelletizada y nuevamente se pesaron lo hilos de fique pero esta vez inmovilizados (sin un

previo tratamiento de secado), para aplicar la ecuacion (4) y (5).

LR ] kS - ] R N T 2 N Y o
W humedo = W X Bx inmowtlizada micial - W hilosde figue “4)

o

6.8.1.3 Biomasa resultante de los ensayos realizado s

Se pesaron los tres hilos correspondientes a cada uno de los ensayos y/o tratamiento y
se realizé una diferencia entre la biomasa himeda obtenida después de realizar el
ensayo y la biomasa inmovilizada para cada uno de ellos, para aplicar la siguiente

ecuacion (6) y (5).

W humedo Final = WX Bx tnmowilizada Final — W T Bx inmowill
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6.8.2 Determinacion de Peso seco

6.8.2.1 Biomasa libre

Se determinara el peso del contenido micelial de Pleurotus ostreatus retenido por el
papel filtro anteriormente pesado. Este papel mas la biomasa se llevé a un horno de
80°C hasta llegar a peso constante (Guillén et al., 1998). Una vez se consiguidé peso

constante se empleo la ecuacion (7) y (8).

— R | - LT TIPSR B X 7
Seco = W papel con Bx seca — W papel filtro seco )

®)

6.8.2.2 Biomasa_inmovilizada

Se tomaron 45 hilos sin colonizar, se marcaron para identificarlos perfectamente y se
llevaron a un horno a 80°C hasta peso constante, luego se pusieron 15 hilos en cada una
de las cajas de Petri y se realizo la inmovilizacién como se planteé en el numeral 6.3.2.
Después se tomaron los 45 hilos inmovilizados con P. ostreatus se pesaron vy
sometieron a un proceso de secado a 80°C hasta obtener peso constante para cada uno

de los hilos, se saco un promedio de ellos y finalmente se aplico la ecuacion (9) y (10).

e 9

(10)

6.8.2.3 Biomasa _inmovilizada resultante de cada en ___sayo

Se tomaron cada uno de los hilos correspondientes al ensayo respectivo se pesaron y
luego fueron llevados a un horno a 80°C hasta obtener un peso constante para cada uno.

Posteriormente se aplicé la siguiente ecuacion (11) y (10).
WE&eco Final = W humedo Bx inmovilizada Final — W seco Bx

Iricial (11)

Con el objetivo de garantizar que la biomasa usada en cada uno de los tratamientos del
disefio experimental fuera igual se realiz6 una estandarizacién de la misma, mediante la

relacién del peso himedo con el peso seco.

6.9 Técnicas analiticas empleadas durante el estudi o

Se tomo extracto filtrado, se llevo a tubos falcén de 15 mL y se realiz6é una centrifugacion
a 6000 rpm por 20 minutos con el fin de eliminar todos los sedimentos que pudieran

generar interferencia al momento de cuantificar los siguientes parametros:
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6.9.1 Cuantificacion de Glucosa

Se tomo 0.25 mL de sobrenadante y se mezclé con 0.25 mL de &cido 3,5 Dinitrosalicilico
(DNS), a continuacién los tubos con la anterior mezcla se sometieron a ebullicién por
cinco minutos, luego la reaccion se freno colocandolos en hielo durante 5 minutos, por
ultimo se adiciono 2,5 mL de agua destilada. Se ley6é absorbancia de las muestras a 540
nm empleando el espectro Genesys teniendo como blanco agua destilada. Este
procedimiento se realizo por triplicado. El consumo de glucosa se determino por medio
de la técnica de oxidoreduccion del acido 3,5 Dinitrosalicilico (Miller, 1959). Para la curva
de calibracién se utilizo una solucién de glucosa alimentaria en concentraciones

ascendentes de 0.5 -2 g L-1 (Anexo 7).

6.9.2 Cuantificacién de la actividad Lacasa

La enzima lacasa se determindé por la oxidacion del ABTS (2,2-azino-bis[3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfdnico]), utilizando un volumen de reaccién de 1 mL, se tomé
800 uL del extracto enzimatico en tubos de ensayo y se adiciono a cada tubo 100 uL de
(ABTS) 0.5 mM y 100 uL de buffer acetato de sodio 100 mM pH 4.5 ( Gomez et al.,
2005). Se utilizo como blanco 900 uL de la muestra a analizar y 100 uL de buffer acetato
de sodio (Gayosso et al., 2004). Finalmente, se ley6 la absorcion a 436 nm con un

-1 -1
tiempo de reaccion de 3 minutos (5436 29,300 1 mol cm ). Una unidad de lacasa se

defini6 como una micromol de ABTS oxidado por minuto (12) (Tinoco et al., 2001)
(Anexo 8).

-+ 1000000 = — (12)

6.9.3 Cuantificacion de la actividad Manganeso pero __ xidasa

La enzima MnP se determind por el método de la oxidacion de rojo de fenol con un
volumen de reaccion de 1 mL. Adicionando 700 pyL de muestra, 50 uL de rojo de fenol
0.1%, 50 uL de lactato de sodio 25 mM, 50 yL MnSO,4 100 uM, 50 uL de albdamina de
huevo 0.1%, 50 uL H,O, 100 uM y 50 yL de Succinato de sodio 20mM pH 4.5 (8610 4,460

mol'l.cm'l) (Gbémez et al., 2005). Luego las muestras se llevaron a incubacién durante 10

minutos a 25T pasado el tiempo se agrego 40 pL de hidréxido de sodio 2N (Anexo 8) .

Por dltimo, las muestras fueron leidas en el espectrofotometro a una longitud de onda de
610nm, utilizando como blanco todos los anteriores reactivos excepto el peroxido de
hidrogeno que se remplazé por 50 yL de muestra. Una unidad de MnP se definié como

una umol de rojo de fenol oxidado por minuto (13) (Michel et al., 1991)
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6.9.4 Cuantificacion de la actividad Lignina peroxi dasa

La presencia de la enzima lignina peroxidasa se determino por la oxidacion del alcohol
veratrilico a veratrilaldehido, agregando 40 pL de alcohol veratrilico 10mM, 200 yL de
buffer tartrato de sodio 0.25M con pH de 3.5, 50 pL de peroxido de hidrogeno 0,4 mM y
710 pyL de muestra. Para que se evidenciara la reaccion los reactivos quimicos se
colocaron en el siguiente orden: Buffer, alcohol, muestra y finalmente el H,O, antes de

iniciar lectura (Fernandez and Henao, 2007).

El blanco contenia 200 pL buffer, 760 yL de muestra y 40 uyL de alcohol veratrilico
(Anexo 8). La reaccion se ley6é en espectrofotometro de luz ultravioleta después de un
minuto de reaccion (Genesys 10/UV) a una longitud de onda de 310nm. Los célculos se

realizaron empleando un coeficiente de correlacion de €0 165 L. mmol™*.cm™. Una

unidad de LiP se defini6 como una mmol de alcohol veratrilico oxidado por minuto (14)
(Kirk and Farrel, 1997).

(14)

6.9.5 Cuantificaciéon de la actividad amilolitica

Se tom6 1 mL de almidén al 1% preparado en buffer fosfato (Anexo 9) y se mezclé con 1
mL de la muestra de la hora 0, 6, 12, 18 y luego cada 24 horas hasta el octavo dia de la
curva de remocion. Esta mezcla se llevé a incubar a 30°C durante 1h, al transcurso de
este tiempo se par6 la reaccién con hielo por 10 minutos y luego se realizo la
determinacion de azucares reductores por medio de la técnica de DNS (Pedroza et al.,
2007). Una unidad amilolitica se defini6 como la enzima capaz de oxidar un pmol de

glucosa por min por litro.

6.9.6_Unidades de Color

Las unidades de color se midieron en un espectrofotdmetro marca Genesys a una
longitud de onda de 600nm empleando como blanco agua destilada. La densidad 6ptica

se transformo a unidades de color a través de la ecuacion (15).

Bl 59
el

(15)

Donde Al es la absorbancia de 500 UC estandarizada con una solucién de platino-
cobalto (Absorbancia longitud de onda seleccionada por el espectro de absorcion=

0.132) A2 es la absorbancia del medio (Fernandez and Henao, 2007).
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Para transformar la decoloracién en porcentaje se aplico la férmula (16).

U Decoloracion = — (16)

6.9.7 Espectro de absorcidn

Este parametro se evalud durante toda la curva de remocion (6h, 12h, 18, 24h y cada
24h hasta el octavo dia), las muestras fueron diluidas 1/20 y luego se tomo 1 mL de cada
una y se deposito en una celda de cuarzo realizando con el espectrofotometro un barrido
de exploracion que evalué un rango longitud de onda de 250nm a 750nm, teniéndose de
esta forma valores para el espectro visible (400 — 800nm) y UV (200 a 400nm) (Fleming
and Williams, 1968; Fernandez and Henao, 2007).

6.9.8 Microscopia electrénica de barrido

Se tomo un hilo sin colonizar, un hilo correspondiente al tratamiento abiético y uno hilo
para Oh, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 168h y 192h de la curva de remocién colonizado
con P. ostreatus, cada una de las muestras se llevo al horno a una temperatura de 80°C
hasta que se tuvo un peso constante, luego se corto a lcm*lcm y se realizo la
metalizacion en condiciones de prevacio (<10-1 torr) con argén como gas de ataque
(plasma) sobre una placa (anodo) de oro-paladio (8:2), la pelicula se deposito sobre las
muestras (catodo) a corriente de descarga de +/- 50mA y el espesor tipico es de +/- 200
nm. Posteriormente se tomaron las imagenes a una magnitud de 100x y 1000x (Anexo
10).

6.9.9 Prueba de viabilidad cualitativa

Este parametro se evalué solo durante la curva de remocion del NR5 tomando un hilo de
figue con biomasa inmovilizada correspondiente a cada tiempo de muestreo que fue
sembrado en agar salvado de trigo e incubado por 8 dias a 30°C. Esto con el fin de
determinar la viabilidad de la biomasa después de ser sometida al tratamiento (Anexo
11).

6.9.10 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se evaluaron por medio de un andlisis de varianza (ANOVA),
en el software estadistico Design Expert 9.0 con un nivel de confianza del 95%. Las
superficies de respuesta fueron realizadas en el Software Statistic (Martinez et al., 2005)
(Anexo 12).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Reactivacion de las cepas flngicas

Al realizar la reactivacion de las cepas se observé que los dos hongos crecieron de
manera diferente, Trametes versicolor (Cepa control del estudio) formo micelio aéreo
vegetativo reducido de color blanco a los 5 dias (Figura 13A) y Pleurotus ostreatus
después de 4 dias presenté abundante micelio aéreo algodonoso de color blanco,

formacién de anillos geocéntricos y esporulacion (Figura 13B).

Las morfologias coinciden con lo reportado por Pedroza, 2007 y Fernandez and Henao,
2007, quienes trabajaron con Pleurotus ostreatus para el tratamiento de aguas

residuales papeleras y degradacion de Negro reactivo 5 respectivamente.

En cuanto a la microscopia T. versicolor (Figura 15A) y P. ostreatus (Figura 15B)
presentaron hifas hialinas delgadas septadas, encontrandose produccion de esporas

redondas de tamafio pequefio solo en P. ostreatus.

Al observar el lado opuesto de la caja de Petri de T. versicolor se encontré6 una
coloracion crema (Figura 14A), debida a la produccién de pigmentos como L-
dihidroxifenilalanina  (L-DOPA), catecol, glutaminil-3,4-dihidroxibenceno y 1,8-
didhidroxinaftaleno (Caesar et al., 1995). Estos pigmentos pueden estar asociados con la
sintesis de melanina, la cual estd directamente relacionada con la produccion de
enzimas ligninoliticas MnP y lacasa; teniéndose expresion de estas enzimas porque el
medio extracto salvado de trigo ofrece a los hongos micro y macro nutrientes como:
Tiamina, riboflavina, niacina, potasio, calcio, magnesio, sodio, fésforo, azufre y sales
(Ha et al., 2001), ideales para estimular metabolismo primario y secundario y del mismo
modo la expresion de MnP y lacasa durante estos dos metabolismos (Guillén et al.,
1998; Ramirez et al., 2003). Estableciéndose que este medio es el indicado si lo que se
busca es la expresién de enzimas ligninoliticas por parte de hongos de la podredumbre
blanca (HPB).

Adicionalmente la produccién de melanina ha sido relacionada como un mecanismo de
sobrevivencia usado para disminuir la toxicidad causada por la presencia de algunos
metales, produciéndose de esta forma un cambio fisiolégico en el micelio ya que entre
mayor sea la produccién de pigmentos este tiende a envejecer (Guillén and Machuca,
2008).
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Figura 13. Macroscopia. (A) Trametes versicolor, (B) Pleurotus ostreatus, cultivo de
8 dias, agar extracto de salvado de trigo, temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 14. En ves cajas de Petri. (A) Trametes versicolor, (B) Pleurotus ostreatus,
cultivo de 8 dias, agar extracto de salvado de trigo, temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)

A B

Figura 15. Microscopia. (A) Trametes versicolor, (B) Pleurotus ostreatus.

Fuente. (Fernandez and Henao, 2007)
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7.1.2 Seleccion del protocolo para inmovilizacion d e biomasa fangica sobre fique

Teniendo en cuenta que emplear biomasa inmovilizada para tratamientos de remocion
de color presenta ventajas frente a la utilizacion de biomasa libre como: Reduccién de
costos debido a que se permite el uso en continuo del bioportador o reutilizacion de este
en reactores discontinuos, disminucion de etapas de purificacion del producto, aumento
en la produccién (en este caso enzimas ligninoliticas), mayor superficie de contacto,
conjuntamente que P. ostreatus responde de manera positiva al proceso de
inmovilizacion utilizando soportes organicos, se decidié buscar para este estudio un
soporte que fuese econdmico, facil de manejar y sobre todo que simulara el habitat
natural del hongo con el objetivo de tener una mejor secrecién de enzimas. Es por esto
que se empleo fique (material abundante en Colombia), encontrandose que para este
soporte aun no hay evidencia bibliografica, lo que llevé a estandarizar un nuevo
protocolo y a obtener resultados que serviran como base para futuros proyectos que

involucren esta fibra como soporte a utilizar (Figura 16).

De acuerdo con lo planteado anteriormente, se encontrd6 una muy buena respuesta del
hongo en el protocolo CCP (Colonizacién con Pelletizado) debido a que con este sistema
se logré una colonizacidon uniforme de todos los hilos al cabo de 8 dias a una
temperatura constante de 30°C (Figura 17), de modo que, la biomasa pelletizada se
comporto como una subunidad propagativa independiente, teniendo cada hilo varias
microesferas sobre la superficie (Figura 18A), lograndose de este modo tener mayor
cantidad de biomasa con elevada humedad (Figura 18B), siendo esto importante ya que
para un crecimiento éptimo un hongo necesita entre 70 y 95 % de humedad (Suki and
Croan, 2002).

Teniendo en cuenta que por hilo con biomasa inmovilizada se tenia un peso promedio de
1,6g (biomasa humeda) de los cuales 0,2g correspondian al soporte sin biomasa, al
finalizar los ensayos el peso himedo de la biomasa aumentaba 5 veces (8g de biomasa

hameda/3 hilos) debido a la retencion de agua del bioportador.

De igual manera, Castillo and Ortega (2007), inmovilizaron T. versicolor utilizando como
soporte inorganico estropajo reportando un valor aproximado de 7g/cubo expresado
como biomasa humeda debido a la diferencias estructurales de los soportes siendo el

estropajo menos compacto que los hilos de fique.
Retomando lo anterior, con el protocolo CCD (colonizacion con discos) la colonizacion

fue lenta, irregular y escasa (Figura 19A), teniéndose aproximadamente 0.5 g de

biomasa humeda/hilo, sabiendo que un hilo con biomasa pesa 0.2 g lo que ocasionaba
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gue la mayoria de los hilos de fique quedaran parcialmente colonizados o sin biomasa
(Figura 19B), posiblemente porque la humedad era mucho menor a la encontrada en el
protocolo CSP, viéndose influida la capacidad de crecimiento y adhesion del hongo al

soporte (Suki and Croan, 2002).

Finalmente, se determin6 que el fiqgue favorece el crecimiento del hongo debido a que
estd compuesto de 85% humedad, 11.30% lignina, 8% de una mezcla entre sacarosa,
proteinas, nitrogeno, fosforo, calcio y potasio, 6% celulosa y 1% de minerales (Ministerio
Ambiente, 2006) por lo tanto, P. ostreatus pudo haber utilizado parcialmente los

componentes del soporte durante el tratamiento de remocion de NR5.

Figura 16. Soporte sin colonizar.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 17. Soporte colonizado por Pleurotus ostreatus, cultivo de 8 dias, agar
extracto de salvado de trigo, temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)
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Figura 18. Inmovilizacion con biomasa pelletizada (CCP). (A) Inicial B) Final,
temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 19. Inmovilizacién con discos (CCD). (A) Inicial (B) Final, temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)

7.2 Evaluaciéon de inductores metalicos y su efecto sobre la capacidad de

decoloracion y actividad enzimatica
7.2.1 Disefio factorial 2 2

De acuerdo con los resultados de la prueba ANOVA para la decoloracion se observo que
ninguno de los factores ni la interaccion entro ellos tuvo un efecto significativo sobre la
decoloracién (p>0.0001), alcanzandose un porcentaje promedio de 95% de decoloracion
para todos los tratamientos (T1, T2, T3 y T4). Sin embargo, al realizar la comparacién de
medias entre tratamientos se determind que al adicionar sulfato de cobre y sulfato de
manganeso a razén de 150 y 360 pM/L (T3) se obtuvo una decoloracion
significativamente mayor con respecto a los demas tratamientos (p<0.0001) (97%)
(Figura 20), este valor se correlaciond positivamente (p=0.002) con la actividad de la
enzima lacasa, ya que para este mismo tratamiento fue de 23 U/L (Figura 21). Con
respecto a la actividad MnP la mayor respuesta se presenté en T2 (300 uM/L CuSO, y

180 uyM/L MnSQ,) con un valor de 2.14 U/L (Figura 22), posiblemente esta enzima se
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correlaciona en menor proporcién con la decoloracién ya que para esta combinacion de
inductores fue del 96% (Anexo 12). Tal vez, esta actudé en grupos diferentes al
cromoforo como en los compuestos fendlicos y no fendlicos homdélogos a la lignina
resultantes de la degradacion del colorante. Segun Schlosser and Hofer, 1999 la enzima
lacasa y MnP cooperan en la decoloracién ya que la fenol oxidasa (lacasa) puede

producir indirectamente H,O, por oxidacion del Mn?*.

Finalmente, con la actividad LiP los valores obtenidos en todos los tratamiento fueron
muy similares y oscilaron entre 2.7-2.8 U/L, esta tendencia era esperada ya que se
considera que los metales valorados no tienen un efecto inductor sobre esta ligninasa.

Al analizar las graficas de este disefio experimental se puede ver que a pesar de que no
se presento interaccidn entre factores la mayor elevacion en la superficie de respuesta
se da para los niveles bajos de Cu® y altos de Mn" (Figura 20) demostrando nuevamente
que efectivamente se presentd una induccién de las dos enzimas por la presencia de los
dos metales ya que al comparar con el control la decoloracién no super6 el 94% vy las

actividades fueron de 18 U/L para lacasa y ausencia 6 no deteccion de MnP y LiP.

DESIGN-EXPERT Plot
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X = A: Sulfato de cobre
Y = B: Sulfatode Mn
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Figura 20. Respuesta de la decoloracion frente a los inductores metalicos
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DESIGN-EXPERT Plot

lacasa

X = A: Sulfato de cobre
Y = B: Sulfatode Mn

21.5067
19.86
18.2133

6.5667

1.00

1.00

B: Sulfatode Mno.50

0.50
A: Sulfato de cobre
-1.00 -1.00

Figura 21. Respuesta de la actividad lacasa frente a los inductores metalicos
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Figura 22. Respuesta de la actividad MnP frente a los inductores metalicos
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7.2.2 Actividad enzimatica Lacasa

Se ha descrito que los niveles de expresion de diferentes genes de lacasa dependen
tipicamente de las condiciones del cultivo (Mansur et al, 1998), por ejemplo el cobre ha
sido reportado como un fuerte inductor de la actividad en diferentes hongos de la
podredumbre blanca como: Phanerochaete chrysosporium (Dittmer et al., 1997),
Trametes pubescens (Galhaup and Haltrich, 2001) y P. ostreatus (Baldrian and Gabriel,
2006).

También, Nyanhongo et al., 2002 asocian la formacion de pigmentos como la melanina
con la presencia de metales como cobre y manganeso, encontrdndose que esta
aumenta en forma proporcional con la enzima lacasa principalmente; lo anterior se
ratificé en este estudio al realizar el cultivo de P. ostreatus (Figura 14B). Encontrandose
gue al suplementar el medio Radha mas colorante (150 ppm) con 150 yM/L CuSOQ, y 360
MM/L MnSO, se alcanz6 la mejor actividad enzimatica lograndose cuantificar 23U/L
(Tabla 13), igualmente la mayor remocion de color con un 97% después de 4 dias de
tratamiento biolégico. Lo que determina que la lacasa reacciono con el NR5 gracias a
una interaccién electrostatica entre las fracciones anidnicas del colorante (grupos

sulfénicos) y los aminoacidos cargados de la enzima (Dias et al., 2004).

En presencia de cobre los niveles de transcripcion de la enzima se aumentaron debido a
gue el centro activo de la enzima se compone de 4 atomos de Cu®lo que conlleva a que
se ejerza un mecanismo de induccién a nivel transcripcional, al aumentarse la cantidad
de mRNA transcrito,;Ademas a su vez segun Collins and Dobson, 1997 a que se exprese
el gen de metalotioneina responsable de ligar el cobre en forma de Cu** para luego ser
utiizados por la enzima y a que se secreten iones calcio responsables de la
estabilizacion de la lacasa resultante (Rincon, 2006; Taylor et al., 2005). La induccion
encontrada es argumentada por lo expuesto por Palmieri et al., 2000 quienes
encontraron que el cobre fue el inductor mas eficiente de la actividad lacasa en P.

ostreatus y la expresion de las isoenzimas fue regulada a nivel de transcripcién genética.

El cobre es un micro elemento esencial para al menos algunos organismos, estas
necesidades se pueden suplir con bajas concentraciones alrededor de 1-10uMJ/L, sin
embargo se reporta que altas concentraciones de cobre son extremadamente toxica para
las células microbianas, siendo esta una posible razén de que a una concentracion
mayor de 150 uM/L de CuSO, hubiera hecho descender la expresion enzimatica, debido
a una posible interaccion negativa entre el ion cobre y los acidos nucléicos, a una
alteracion el sitio activo de la enzima y la oxidacion de compuestos de membrana (Brown
et al., 1991; Swamy and Ramsay, 1999; Galhaup and Haltich 2001; Lorenzo et al., 2005).
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Lo anterior mostré que la cepa utilizada no presenté tolerancia a altas concentraciones
de Cu* Io que podria indicar que P. ostreatus no produce agentes quelantes
extracelulares o intracelulares, tales como acido organicos y sideréforos, u otros
mecanismos de defensa como formacién de pigmentos, adsorcién al micelio o gradientes
de pH (Guillén and Machuca, 2008) que controlen la accidon del cobre (evento
postraduccional), haciendo que este metal sea transportado y esté disponible de acuerdo
a sus necesidades. Segun lo reportado por Minussi et al., 2007 algunos hongos de
podredumbre blanca como T. versicolor y P. chrysosporium degradan NR5 sin presencia
alguna de sideroforos; sin embargo en el presente ensayo se encontré que si y solo si la
concentracién de Cu®* es acompafiada de 360uM de MnSO, se obtiene una expresion
enzimatica muy cercana a la encontrada en el T3, ello sugiere un efecto positivo del
MnSO, frente a la produccién de lacasa debido principalmente a que se comporta como
un micronutriente del medio lo que induce la biodegradacion de la lignina y en segunda
instancia a la capacidad de esta enzima para oxidar metales como el Mn?* (Claus, 2003;
Ramirez et al., 2003). Mientras que para el hongo de podredumbre blanca Ceriporiopsis
subvermispora se tiene evidencia de que el Mn** estimula el crecimiento del hongo, pero
no esta ligado a la cantidad de Ics mRNA transcrito, siendo este gen el que codifica la

enzima lacasa (Manubens et al., 2007).

Estudios previos han demostrado que el Fe’ también presenta una regulacién a nivel
traduccional sobre esta enzima ya que facilita la disponibilidad del mRNA para la sintesis
del gen codificador para lacasa (Rincon, 2006), determinando de esta manera que el
hierro presente en el medio Radha mas colorante en forma de FeSO,7H,0 a razon de
0,1g, posiblemente contribuy6 en la expresion de la enzima. Confirmandose que tanto el
Cu”* como el Fe* estan interrelacionados en el metabolismo celular de los hongos y
puede que la activacion transcripcional por cobre también dependa del Fe a través de

mecanismos especificos de la homedéstasis de Cu-Fe (Nakamura and Go, 2005).

Por otro lado, en el estudio realizado por Fernandez and Henao, 2007 se utilizé la
misma concentracion de colorante y el mismo medio de cultivo sin la adicion de
inductores, pero en este caso P. ostreatus produjo solo 8 U/L de lacasa y una
decoloracién del 90 % al cabo de los mismos 4 dias. De manera similar Pedroza 2007,
obtuvo una produccién de 2U/L aproximadamente en la degradacién de licor negro
(producto del agua residual de la industria papelera) por parte de P. ostreatus, aunque la
expresion se aumento al utilizar el mismo hongo en extracto salvado teniéndose 15U/L
en 9 dias; sin embargo estos valores no superaron los encontrados en el presente
ensayo lo cual demuestra que la induccién con metales es altamente efectiva para el
aumento de la expresién enzimatica de la enzima lacasa y por ende de la remocion de

color.
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En el T3 el pH inicial se encontraba en 6.97 el cual descendi6 hasta 6.14 como resultado
de la produccién de acidos debido a la asimilacion de glucosa (inicial 2.65 g/L vy final
0.15g/L). Demostrandose que esta fuente de carbono fue un sustrato de facil asimilacién
que se internaliz6 por mecanismos de transporte activo para luego ser utilizado por rutas
metabdlicas como glicolisis y ciclo de Krebs (Ramirez et al., 2003). El descenso de pH no
fue tan drastico ya que se cree que los HPB pueden usar los acidos generados durante
el metabolismo como precursores para iniciar otras vias metabdlicas, tal es el caso del
glioxilato generado durante el ciclo de Krebs el cual se puede utilizar como antecesor del
ciclo del glioxilato para conseguir la conversibn neta de acetato a succinato y
eventualmente la produccion de carbohidratos, impidiéndose de forma paralela la

acumulacion y la disminucién marcada en el pH (Guillén and Machuca, 2008).

El pH éptimo reportado para lacasa es cercano o igual a 4.5 (Lankinen, 2004), pero los
datos generados en este estudio mostraron una buena expresion a pH de 6.14 (T3) lo
que determina que esta enzima puede tener estabilidad en pH cercanos a la neutralidad
factor importante ya que el pH real de los efluentes textileros suele encontrarse en 6.3 a
7.2 aproximadamente (Moeller and Garzén, 2003); Mayer and Staples, 2002 describieron
en sus apartes que el comportamiento de lacasa es 6ptimo hasta un pH de 7, de igual
manera autores como Gayosso et al., 2004 expusieron que la actividad lacasa es mayor
cuando se encuentra en un pH de 6 en comparacién a valores de 4. Una posible razén
que justifica la estabilidad de la lacasa a pH de 6.14 es la presencia de calcio (Ca2+)
teniéndose evidencia bibliografica que este ayuda en la estabilizacion del punto
isoeléctrico (pl) de las 4 isoenzimas de la lacasa el cual oscila entre 3,45 y 6,5 en cultivo
liguido (Lobo and Pefia, 2002) protegiéndola de esta manera de una posible
denaturalizacion. El calcio en este estudio esta presente en forma de Cloruro de calcio
dihidratado (CaCl.2H,0) en el medio Radha mas colorante ademas, segun lo establecido
anteriormente la produccién de lacasa hace que se secrete iones calcio que pueden
estabilizar la enzima (Collins and Dobson, 1997) y de forma directa o indirecta

protegerla de la denaturalizacion.
7.2.3 Respuesta de la actividad MnP

La actividad de esta enzima se fundamenta en la oxidacion del Mn** a Mn®* usando H,O,
como sustrato, el Mn®* por su parte esta asociado con acidos organicos (&cido malico y
acido oxalico) y actia como agente primario en la lignindlisis llevando a la oxidacion de
compuestos aromaticos clorados por oxidacion via dos electrones (Pedroza, 2007;
Cullen, 1997). La combinacion de 300uM/L CuSO, y 180 pM/L MnSO, en esta

investigacion indujo la actividad enzimatica en T2 obteniéndose 2.14U/L, a pesar de
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mostrar la mayor actividad esta no se relacion6 con la remocion de color, ratificandose
con los resultados del andlisis de comparacion de medias entre tratamientos donde se
demostré que el T3 (150 uM/L CuSO, y 360 pM/L MnSQ,) fue el que presentd diferencia
significativa con respecto a los demas tratamientos (p>0.0009) obteniéndose 0.92U/L de
MnP (Figura 22), lo que demuestra que esta enzima tiene baja participacion en la
degradacion del NR5 contrario a lo que ocurre con la enzima lacasa. Es decir, la MnP
pudo haberse expresado debido a que el fique tiene lignina lo que hace que la enzima

oxide los fenoles constituyentes de la lignina a radicales fenoxilicos (Cullen, 1997).

Los resultados obtenidos demostraron que esta enzima requiere de la combinacioén de
los dos inductores metalicos para su expresién ratificando que el peréxido y otros
metales como el cobre, zinc, plata y cadmio inducen la acumulacién de mnp mRNA pero
no la produccién de MnP, ya que para que haya una expresion total de la enzima es
necesario que el manganeso esté presente en forma de sales en el medio esto con el fin
de disminuir la toxicidad que los iones metalicos pueden presentar frente a los hongos de
podredumbre blanca (Li et al., 1995; Manubens et al., 2007). De igual manera, se
encontré que concentraciones altas de CuSO,; y MnSO, reprimen la actividad de MnP
como se observd en el T4, debido tal vez a la generacion de grandes cantidades de
peréxido de hidrégeno lo que conlleva a que se rompa el ciclo catalitico de la enzima
(Gbémez et al., 2005) y también a que posiblemente se pudo presentar alteraciones en el
grado de ionizacion de los grupos carboxilo y amino presentes en las cadenas de los
aminodcidos lo que afecto la unién del sustrato a la enzima y el ensamblaje preciso entre
ambos o cambios en la estructura de la proteina, generandose una desnaturalizacion de
la molécula debido a una interferencia de las interacciones débiles (puentes de
hidrégeno y fuerzas de van der waals) que mantienen la estructura tridimensional
(Fernandez and Henao, 2007).

Por otra parte, el aumento de la enzima en el T2 se pudo deber a los componentes
dadores del Mn"® ya que la enzima MnP oxidé el Mn*> a Mn™ obtenido de la
concentracién de sulfato presente en este tratamiento, ademas que la concentracion de
carbono y nitrégeno son determinantes para la expresion y la concentracion de sulfatos
en el medio debido a que es un factor adicional que puede estar limitado o en exceso
(Schlosser et al., 1997).

Asi mismo, los resultados mostrados en este trabajo fueron mayores a los de Guillén et
al., 1998 quienes usaron P. ostreatus con un sustrato cometabolisable como la glucosa
(5g/L), pH inicial de 5,5 a 6,5 y una temperatura de incubacién de 29°C obteniendo
0.41U/L de Manganeso peroxidasa, posiblemente este valor fue superado por el empleo

de inductores metalicos y porque el figue es un material compuesto de lignina lo que
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conlleva a que la enzima ataque las estructuras fendlicas de la lignina extrayendo un
hidrégeno de los radicales fenoxi originandose radicales como vainillina, alcohol

vainillinico, acido protocateico y grupos metoxi (Hofrichter, 2002).

Del mismo modo, Fernandez and Henao, 2007 quienes también emplearon P. ostreatus
reportaron una produccion de 0.33U/L degradando NR5 a 150ppm; ratificando asi que la
adicién de inductores aumenta la actividad de la enzima MnP. También, Herrera and
Rosas, 2003 encontraron que utilizando Pleurotus ostreatus inmovilizado en espuma
para la biorremediacién de aguas residuales provenientes de una industria papelera
exactamente licor negro diluido 1/10 encontraron un mayor expresion al octavo dia de
fermentacion con 0.038 U/L, pero al usar Tween80 como protector enzimatico y la
adicion de 2mM MnSO,; y 5ppm CuSO,; como inductores enzimaticos del hongo
Trametes versicolor para la degradacion de efluentes sin esterilizar de la industria
papelera obtuvieron valores maximos de 18.172U/L, tal vez debido al uso del protector
(Gémez et al., 2005)

Otra de las formas para aumentar la expresiéon de esta enzima ademas de la adiciéon de
inductores enzimaticos al medio, es el control de la concentracién de oxigeno que entra
al sistema, el cual se comporta como un factor limitante en el proceso de expresion
enzimatica al tener un efecto regulador sobre la produccion y el descenso de las mismas,
ya que al parecer juega un papel importante a nivel de transcripcion durante la sintesis
de MnP (Ha et al., 2001), por lo que manejando una agitacion de 150 rpm durante 4 dias

en el presente estudio se consigue una buena expresion.

Bajo otro punto de vista, otro factor que regula la expresion enzimatica es el pH estando
este en un rango de 6 a 7 al pasar los cuatro dias de tratamiento, los resultados
mostrados en este trabajo fueron superiores a los expuestos por Gill and Arora, 2003 y
Heinfling et al., 2002 quienes determinaron que la enzima MnP es inestable a pHs
mayores a 7,5 y que por encima de pH 6.6 no se genera actividad de MnP, sin embargo,
en este ensayo valores de 6,7 y 6,8 permitieron la actividad de dicha enzima, indicando

que a pesar de que en este estudio se obtuvo pHs mas altos, la enzima estuvo presente.

También se tiene evidencia bibliografica de que P. ostreatus, presenta actividad MnP a
pHs entre 5.0 y 6.5 con un valor maximo de 11.66U/L y a pHs entre 5.5 y 6.0 con
13.64U/L, de manera que con los resultados obtenidos en este ensayo se amplio el
rango de actividad asi no se superaran los valores, esto es algo légico ya que los
primeros se obtienen después de realizar una fermentacion utilizando como medio el
caldo extracto de salvado de trigo siendo este de mas facil asimilacion en comparacion
con el Radha mas colorante que es un medio algo mas complicado de degradar por P.

ostreatus.
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7.2.4 Respuesta de la LiP

Segun Lankinen, 2004, Pleurotus ostreatus no es un hongo productor de LiP, esto es
apoyado por Vyas et al., 2007 quienes no detectaron esta enzima utilizando el mismo
hongo en una fermentacién solida empleando como sustrato paja, de igual manera
ocurrié en el trabajo realizado por Ha et al., 2001 quienes utilizaron extracto de salvado
como medio de produccién de enzimas ligninoliticas, encontrando que la LiP no se
expresé bajo las condiciones de fermentacion estandarizadas; sin embargo, los datos
generados en el estudio de Fernandez and Henao, 2007 mostraron que P. ostreatus
produjo aproximadamente 0.18 U/L de LiP durante la remocién de color de NR5 a
150ppm, del mismo modo ocurri6 en este ensayo donde se tuvo una expresion
enziméatica constante en todos los tratamientos con un valor aproximadamente de 2.8
U/L (Tabla 13), lo que indic6 que el MnSO, y el CuSO,4 no producen ninguna induccioén
por los metales siendo esto factible ya que solo se reporta que presentan induccion

sobre lacasa y MnP (Collins and Dobson, 1997; Palmieri, 2003; Gayosso et al., 2004).

Es posible que la expresion se hubiese dado gracias a que LiP rompe enlaces C-C y
oxida unidades no fendlicas que pudieron ser producto previo del accionar de la MnP y
lacasa (Herrera and Rosas, 2003). Adicionalmente los datos llevan a pensar que esta
enzima hubiese podido mostrar una mayor expresion si el medio Radha méas colorante
presentara un pH 6éptimo como el sugerido por Lucas et al.,, 2001 y Wesenberg et al.,
2003 oscilando entre 2.5-5.0, lo cual contrasta con este ensayo ya que el pH se mantuvo
por encima de 6. Otra posible causa se enfoca en que la actividad de esta enzima es
limitada por exceso de peroxido de hidrogeno generado de la accion de la glioxal
oxidasa, lo cual puede ser controlado con la adicion de alcohol veratrilico o tript6fano que

cumplen la misma funcién (Collins and Dobson, 1997).

Tabla 13. Resultados Matriz factorial 2°

Factor | Factor
U U U
T X1 X2 %Dec| o z z ) 2
MnP/L Lac/L LiP/L

CuS0O4 | MnSO4
1 -1 -1 96,83 |0,5| 0,53 05| 1657 |2,1]281| 0
2 +1 -1 96,2 |0,8| 2,14 0,4 | 17,78 | 3,4 2,8 0
3 -1 +1 97,15 | 0,3 | 0,92 0512315 | 5 |2,7210,1
4 +1 +1 96,76 | 0,6 0 0 19,59 1291 2,79 |0,1
*5 0.87 0,2 0 0 0 0 0 0
*6 4553 10,2 0 0 0 0 0 0
*7 67,35 |1,4| 7,46 0,4 27,3 1111287 | 0
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*8 94,93 |1 0,6 0 0 19,05 |15 144 | O
*9 90,67 | 1,6 0 0 18,81 (09| O 0

*5: Control Absoluto

*6: Control Adsorcion

*7: Control positivo Trametes versicolor
*8: Control positivo Pleurotus ostreatus

*9: Control negativo Pleurotus ostreatus

Finalmente, en las siguientes etapas de este estudio no se trabajara con T. versicolor ya
que esta cepa solo fue empleada como control debido a que Fernandez and Henao,
2007 la reportaron como superior en comparacion con P. ostreatus en cuanto a la
decoloracion de NR5 a 150 ppm teniéndose un 98.16% y 90.40% respectivamente, sin
embargo, al utilizar inductores metalicos en este estudio la remocion de color fue
superada por P. ostreatus lo que indicé que seria la cepa a evaluar en los siguientes

pasos.

TRATAMIENTO 1

TRATAMIENTO 2

TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 4

Control negativo P.o.

Control T.v.

Control positivo P.o.

Figura 23. (A) Decoloracion de NR5 durante 4 dias utilizando combinacién de inductores
metalicos, (B) Controles, 4 dias, 30°C a 150rpm.
Fuente. (Autores, 2008)
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7.3 Seleccion de la fuente de carbono como co sustr  ato para la degradacion de
NR5

Algunos autores proponen que la degradacion de colorantes resulta mas eficiente
agregando un co sustrato de crecimiento alternativo que ayude al microorganismo a
metabolizar y transformar un compuesto de dificil degradacion (Quiroz, 2002). Por tal
razén se probd la capacidad de remocién de P. ostreatus utilizando un co sustrato
diferentes a glucosa como: Celulosa, almidon y quinua en presencia de los inductores
metalicos (150 uM/L CuSO, y 360 uM/L MnSQ,) y de forma paralela evaluar la expresion
de MnP, LiP y lacasa.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la comparacion de medias se demostrd que
P. ostreatus presentd la mejor decoloracion y produccion de enzimas ligninoliticas
cuando se utilizé como fuente de carbono almidén en una concentracion de 2.0 g/L
(T1+1) y 0.2 g/L (T2-1), finalmente se decidio trabajar con 0.2 g/L de almidén ya que no
se encontraron diferencias significativas con respecto a la concentracion mayor de 2.0
g/L y por el contrario si se utilizaba en mayor cantidad (Tabla 14) (Anexo 12) . La afinidad
de P. ostreatus por el almidon se debié a que es mas facil de degradar en comparacion
con la celulosa que presenta enlaces tipo p-1,4 y la quinua que presenta el mismo tipo de
enlace que el almidon (0-1,4 y a-1,6) (Moreno and Nocove, 2001) pero esta unida a
diferentes aminoéacidos lo que hace mas dificil su degradacion.

Es de gran importancia resaltar que no se reportan muchos estudios donde P. ostreatus
utilice almidébn como co sustrato en presencia de inductores metalicos para la

degradacion de NR5 lo que suma al trabajo gran importancia e innovacion.

La asimilacion de almidon como fuente de carbono se dio posiblemente porque en las
primeras fases de experimentaciéon (Reactivacion, propagaciéon e inmovilizaciéon) se
empled caldo extracto de salvado el cual contiene almidén residual, hemicelulosa y
celulosa, lo que conllevd a que el hongo se adaptara a la presencia de este sustrato y
expresara enzimas de tipo glicosilhidrolasas para poder degradar el almidén
(Choteborska et al., 2004), consiguiéndose exactamente una actividad amilolitica de 15
U/L; teniendo en cuenta que se definio la unidad como la cantidad de enzima capaz de
oxidar una pmol de glucosa en las condiciones del estudio por minuto por litro. Con la
degradacion del co sustrato se consiguid que el hongo pudiese mantener su
metabolismo y hubiese sido capaz de producir enzimas de tipo ligninoliticas que
intervinieron directamente en la decoloracién, encontrandose después de 4 dias de
tratamiento un 96% de remocion del NR5 (Figura 24), siendo esta directamente
proporcional con la disminucién en la concentracién del colorante, pasando de 160 ppm
a 6,65 ppm. Lu et al.,, 2008 utilizaron métodos analiticos como UV-VIS y HPLC y
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establecieron los posibles pasos de degradacion del colorante azo violeta 5 por P.
ostreatus siendo este colorante estructuralmente similar al NR5 y dilucidaron que puede
ser reducido por la adicion de 4 atomos de hidrégeno en el tercer anillo benzoico y luego
2 grupos hidroxilos se combinan y se pierde una mol de agua para formar un éter. En
adicion, una serie de reacciones quimicas se contindian desarrollando y se origina una
cetona aldehido. Finalmente, se forman intermediarios como: 2-naftol, 1,2-naftalenodiol,
1,2-naftoquinona,  1-amino-2-naftol, &cido  bencenosulfénico y &cido -4-
hidroxibencenosulfénico (Lu et al., 2008). Los cuales no absorben en la longitud de onda
para el colorante y por el contrario generan un corrimiento hacia el UV que coincide con
los intermediarios aromaticos.

Figura 24. (A) Decoloracion de NR5 durante 4 dias utilizando niveles altos de fuentes de
carbono, (B) Decoloracién utilizando niveles bajos de fuentes de carbono, 30°C a
150rpm.

Fuente. (Autores, 2008)

La mayoria de estudios sobre remocién de colorantes presentes en efluentes relacionan
la decoloracién con la produccidon de enzimas de tipo fenol oxidasa y peroxidasas
(Gayosso et al., 2004; Fernandez and Henao, 2007; Castillo and Ortega, 2007) los datos
de este ensayo mostraron una vez mas que la enzima con mayor participacion en la
decoloracién fue lacasa teniéndose 15.08 U/L, debido posiblemente a que no solo es
capaz de oxidar fenoles y metoxifenoles sino también hace demetilaciones, es decir
ataca los CH; del NR5 (Wesenberg et al., 2003). Ademas, el incremento en la produccion
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de lacasa se puedo deber a que algunos componentes del agua residual como

estructuras fendlicas inducen de manera indirecta a la lacasa (Dias et al., 2004).

Por otra parte, utilizando 0.2 g/L de almidén se obtuvo una expresion de MnP de 0.23
U/L y LiP 0.08U/L; estas peroxidasas se expresaron tal vez porque con la degradacion
del almidén se generaron monémeros de glucosa los cuales sirvieron como sustrato de
la enzima glucosa oxidasa favoreciéndose asi la produccion de peréxido de hidrégeno,
constituyente indispensable para comenzar los ciclos cataliticos de la MnP y LiP
(Hofrichter, 2002; Rincon, 2006). De igual forma posiblemente se generaron compuestos
como oxalato, glioxalato y fumarato que actllan como agentes quelantes y estabilizan el
Mn**, i6n que es generado por la MnP y es capaz de oxidar compuestos fendlicos
(Manzano et al., 2004). Asi mismo, la composicion ligninolitica del fique ayudo a que estas

peroxidasas pudieran expresarse (Quiroz, 2002).

Un estudio similar fue el realizado por Hou et al., 2004 quienes optimizaron la fuente de
carbono para mejorar la produccién de lacasa de P. ostreatus, encontrando que es capaz
de asimilar diferentes polimeros como celulosa, celobiosa, glucosa, glicerol y almidén
pero teniéndose una mejor produccién de lacasa en presencia de celobiosa después de
14 dias de tratamiento (120 U/L) y la mas baja expresion de lacasa en presencia de
almidén con 30 U/L. Los anteriores resultados se asimilan a lo que se obtuvo en este
ensayo ya que el hongo pudo producir lacasa en todas las fuentes de carbono
analizadas (Tabla 14), pero la mejor produccion fue en presencia de 0.2 g/L de almidén
con 15 U/L. Posiblemente se obtuvo el doble de expresion de lacasa utilizando almidon
en el estudio de Hou et al., 2004 porque hubo mayor tiempo de tratamiento (15 dias), el
colorante no era un azoico sino una antraquinona y la relacion de almidén era de 10 g/L;
esto lleva a pensar que los datos obtenidos en el presente ensayo no fueron para nada
despreciables ya que se obtuvieron en un menor tiempo, con un colorante de mas dificil
degradacion por los hongos de podredumbre blanca (Knapp et al., 1995) y utilizando una
concentracion de almidén mucho mas baja (0.2 g/L) lo que le atribuye importancia al

experimento.

También, hay evidencia bibliografica de que utilizando la levadura Debaryomyces
polimorphus y diferentes co sustratos como maltosa, sacarosa y almidéon en una
concentraciéon de 5g/L en la degradacion de NR5 a 250ppm/L se obtuvo que el
microorganismo consumié todas las fuentes a excepcion del almidén, lo que muestra que
a pesar de estar catalogada dentro del fylum de los hongos no es capaz de expresar
enzimas de tipo glicosilhidrolasas que permitan la degradacion de este polimero (Yang et
al.,2005).
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Por otra parte, en cuanto al pH en el tratamiento con baja concentracion de almidén se
presento un descenso de 6.78 a 6.65 determinandose que a pesar de la disminucién el pH
de mantuvo en un rango proximo al neutro, tal vez como consecuencia de la produccién de
metabolitos como las enzimas ligninoliticas y por el ataque de las lacasas a compuestos
no fendlicos presentes en la degradacion del colorante lo que produce un bajo potencial
de ionizacion (Pérez et al., 2006; Shrivastava et al., 2005). Esta ionizaciéon afecta
directamente el pH ya que entre menor sea la capacidad ionizante presente en la

reaccién enzimatica el pH tiende a ser neutro (Novotny et al., 2001).

El pH del tratamiento almidén -1 ha sido reportado como 6ptimo para lacasa pero no
para las peroxidasas de P. ostreatus, ya que la MnP es estable entre unpH de 5y 6.5y
LiP entre los pH’s de 4.5 y 7.0 (Herrera and Rosas, 2003), lo que sugiere tal vez, que la
cepa utilizada en este ensayo sea capaz de expresar enzimas estables a pH'’s diferentes
de los reportados como oOptimos; seria de gran valor en futuras estudios enfocarse en

dicha hipotesis.

Schlosser et al., 1997 realizaron pruebas de estabilidad de la enzima Lacasa a pHs entre
3.5 a 6.0 encontrando, que en el extracto crudo la mejor actividad se presenta a pH 3.5
con valores aproximados de 1.5U/L cuando es cuantificada por medio de la oxidacién del
ABTS, valor similar obtenido por nosotros (15.08U/L) pero a un pH mayor ampliandose

de esta manera el rango de activad.

Tabla 14. Matriz fuentes de Carbono

Actividad
T Fuente de % o |[MnP/L| o | LIP/L | o |LAC/L | o | enzimdtica | ©
Carbono DEC UlLmin
+1| Almidén2g/L | 96,8 |0,2| 03 |(0,1| 0,0 [0,0| 11,9 |25 10,3 0,2
Almidén 0,2
-1 g/L 9., |06 0,2 |03| 0,1 (01| 151 (34 15 0,8
+2 | Celulosa2g/L | 95,0 |05 0,0 |0,0| O |01| 75 |12 17,11 1,7
Celulosa 0,2
-2 g/L 95,5 (04| 03 |04| 03 |0,2]| 10,1 (0,7 14 0,8
+3 | Quinua 2 g/L 94,1 |0,2f 00 (00| 0,1 |O1| 2143 (2,6 N.A. N.A.
-3 | Quinua0,2g/L | 96,1 |0,4| 021 |01 01 |0,1| 838 6 N.A. N.A.
+4| Glucosa2g/L | 944 (03| 0,2 (01| 0,3 [0,1| 66 |34 N.A. N.A.
Glucosa 0,2
-4 g/L 9,3 |04 00 |00| 00 (0,2] 129 |54 N.A. N.A.
5 Sin glucosa 94,0 |0,0f 09 |0,2| 0,0 |00| 12,6 3 N.A. N.A.
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7.4 Curva de remocion a nivel de matraz

Una vez determinada la mejor combinacién de inductores metélicos (150uM/L CuSO, y
360uM/L MnSQ,) y fuente de carbono (almidén 0,2g/L) que favorecié la decoloracion del
NR5 se llevo a cabo la curva de remocién con su respectivo control abiético. Esta curva
se realizé para determinar el comportamiento de la actividad enzimatica lignilolitica (Lac,
MnP y LiP) y glicosilhidrolasas (amilasas) en la decoloracion del NR5 a través del

tiempo (8 dias).

7.4.1 Porcentaje de decoloracion y concentracion de NR5

El porcentaje de decoloracion incremento desde la hora 6 con 90%, hasta la hora 24h

con un 97% y este se mantuvo durante los ocho dias.

Al analizar la comparacion de medias entre tiempos se confirma lo observado en la
Figura 25, encontrando que existe una diferencia altamente significativa (p<0.0001) la
cual demuestra que la mayor decoloracion se obtiene a las 24 horas con 97%

disminuyendo la concentracion del NR5 de 150ppm a 4.7ppm.

Esto explica lo obtenido en los resultados de la correlacién de variables hasta las 24h en
donde se determiné una correlacién negativa pero altamente significativa (p<0.0001)
entre la decoloracién y la concentracion de colorante indicando con un 99.9% de certeza
estadistica que estas dos variables se relacionan en las primeras 24h de la cinética, ya
que al aumentar el porcentaje de decoloracién disminuye la concentracion del colorante
(Anexo 13).

Estos resultados sugieren emplear como tiempo de retencion en reactor 24 horas

120
100 3¢ s
l Nt —%
¢ w0 ro-(
g 60
3 40
20 H —»— Tx Biotico
—o0— TX Abiotico
0 oo " " " .
[0} 2 4 6 8 10
Tiempo (Dias)

Figura 25. Comparacién entre decoloracion bidtica y abiotica. 8 dias,
150 rpm, 30°C, pH 6,7.
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Cabe destacar que los datos obtenidos fueron superiores a los de Fernandez and
Henao, 2007 quienes emplearon el mismo HPB y colorante teniendo un decoloracion de
44.37%, 90% y 95% en concentraciones de 300ppm, 150ppm y 75ppm de NR5
respectivamente, demostrando que los inductores metalicos y del co sustrato (almidén)
efectivamente aumentarén la decoloracion en un 7% en este ensayo a 150 ppm, en solo
24h comparado con los cuatro dias de tratamiento reportado en el estudio de ellos. Sin
embargo, la investigacion de Fernandez and Henao, 2007 fue de gran ayuda al
demostrar que el estudio debia limitarse a concentraciones de colorante entre 150 ppm y
75 ppm debido a que altas concentraciones de NR5 ejercian un efecto negativo en P.

ostreatus.

Del mismo modo, los resultados obtenidos en este ensayo también superaron los
logrados por Minussi et al., 2001 quienes emplearon diferentes HPB para la remocién de
NR5 sin resultados de decoloracion para Trametes villosa y Phanerocheate
chrysosporium, pero si para Lentinula edodes y T. versicolor, obteniéndose una
decoloracién de 75% en 22 dias y 25% en 16 dias respectivamente, a pesar de que no
se empleo a P. ostreatus se puede realizar la comparacion porque estos hongos son de
la misma familia y comparten algunas caracteristicas como la producciéon de enzimas
ligninoliticas, lo que indica que los resultados del presente estudio ademas de aumentar
la remocion de colorante también disminuye el tiempo de retencion en el reactor teniendo

como ventaja una mayor y mas rapida decoloracion de este colorante.

Los resultados logrados utilizando P. ostreatus en la remocion de otro colorante Di-azo
conocido como Naranja acido 24 (250 ppm) fueron inferiores a los reportados en este
estudio, pues, se obtuvo 76% de decoloracién en siete dias (Moeller and Garzén, 2003),
comparado con un 97% de decoloracion a las primeras 24h empleado el mismo hongo y

un colorante di azo (NR5).

Del mismo modo, las investigaciones anteriormente reportadas no superaron los
obtenido en este trabajo debido a que la adicién de los inductores metalicos (sulfato de
cobre y de manganeso) y el co sustrato (almidén) como fuente de carbono favorecieron

la actividad de lacasas y por tanto incrementaron la decoloracién en un menor tiempo.

Otro factor que promovi6é la remocion de color fue el fique (soporte) por medio de su
capacidad absortiva, ya que el colorante NR5 tiene en su estructura un grupo auxocromo
que le proporciona la afinad a las fibras, siendo en este caso el fique una fibra
biodegradable compuesta de celulosa y lignina (Arroyave and Velasquez, 2001), por ello
se realiz6 una comparacion de medias entre el tratamiento biético (T1) y abidtico (T2)

(Anexo 13) para determinar cual favorecié6 en mayor proporcidon la decoloracion y
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conocer el comportamiento del bioportador en funcion del tiempo de proceso
estableciendo los tiempos de maxima decoloracion durante los ocho dias de la curva de
remocion, el sistema bidtico (P. ostreatus) presento diferencia significativa en relacion a
la decoloraciéon (p<0.0001) con el abiético (fique), teniendo en cuenta que la mayor
decoloracién en T2 se obtuvo a los 8 dias con un valor de 34% mientras que en el T1 se
obtuvo al primer dia con un valor de 97% (Figura 25), estos resultados determinaron que
a pesar de las caracteristicas que presento el T2 favoreciendo la biorremediacion del
NR5 no supero el T1 (Figura 26), debido no solo a la actividad enzimatica sino también a

la capacidad que tiene la biomasa para absorber el NR5 lo que mejora la decoloracion.

Dicha capacidad de bioadsorcion de tipo iénico, fisico y quimico se explica por la unién
del colorante NR5 a ciertos ligandos localizados en la pared del hongo como grupos
carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y sulfhidrilo que incrementa conforme la cepa crece a
expensas de los nutrientes del medio, ademas el caracter catiénico del colorante
aumenta la bioadsorcion cuando se une a la quitina y al quitosano de la pared del hongo
(Zhao et al., 2006; Fu and Viraraghavan, 2001).

Figura 26. Remocion presentada por el control abittico durante 8 dias, 30°C, 150rpm.
Fuente. (Autores, 2008)

La decoloracién que se presento en las curvas de remocién mostré un cambio de color a
través del tiempo de azul oscuro a rojo claro y a amarillo (Figura 27), debido a una
modificacion del complejo auxocrémo cromoéforo asociado a un posible ataque
enzimatico del grupo hidroxilo de la molécula del colorante, este cambio por tanto se
atribuye a la degradacion del cromoéforo, mas no a la mineralizaciéon que es una completa

descomposicion de la molécula generandose CO, y Agua (Lorenzo et al., 2005).
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Figura 27. Cinética de remocion del NR5 durante 8 dias, 150rpm, 30°C.
Fuente. (Autores, 2008)

7.4.2 Actividad enzimatica ligninolitica tipo Lacas  a, MnP y LiP

En este estudio se presentaron dos tipos de actividad enzimatica ligninolitica (Lacasa,
MnP y LiP) y glicosilhidrolasas (amilasa), la enzima ligninolitica que presenté mayor
influencia en la decoloracion fue la lacasa, segun la comparacion de medias la actividad
de esta enzima es altamente significativa (p<0.0001) entre los tiempos del proceso. Del
mismo modo, en el analisis de correlacion de variables de las primeras 24h se establecio
una correlacion significativa entre la decoloracién y la actividad de lacasa con un 69% de

certeza, lo que reitera que presento un papel importante sobre la decoloracién del NR5.

El comportamiento de esta enzima en la mayoria de su cinética fue constante a
excepcion del primer dia donde se obtuvo el valor mas bajo de actividad con 5U Lac/L y
la mayor decoloracidn, atribuyéndose esto al efecto residual de la enzima cuantificada en
las primeras horas, desde este momento y hasta el final de la cinética la actividad de la
enzima ademas de influir en la decoloracién del NR5 también intervino en la degradacién
del soporte por lo que se mantiene constante. El fique al estar compuesto de lignina
pudo inducir de manera indirecta la produccién de enzimas ligninoliticas, las cuales

posiblemente intervinieron en la degradacién del soporte.

La decoloracion con relacién a lacasa se pudo dar por la afinidad de la enzima de atacar
sustituyentes orto, meta y para de las unidades fendlicas de los compuestos
recalcitrantes (Baldrian and Snajdr, 2006). Segun Zille et al., 2003 la lacasa reacciona
con el NR5 porque se da una interaccion electrostatica entre las fracciones anidnicas del
colorante (grupos sulfénicos) y los aminoacidos cargados de la enzima, la interaccion se
ve favorecida por la presencia de ciertas sales como cloruro de sodio, sulfato de amonio,

etc, las cuales incrementan la fuerza iénica de la solucion.

La mayor accién de la lacasa se presento los dias 5y 7 (Figura 28B) con 30 U/L, esta

actividad al igual que la obtenida desde el segundo dia puede ser posiblemente atribuida
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a que la cantidad de biomasa inmovilizada pudo secretar enzimas ligninoliticas y por
ende degradar la lignina presente en el fique, teniéndose que la mayor remocién del
colorante se obtuvo a las 24h (Figura 28A) y desde este momento esta variable se
mantuvo constante, por lo que se cree que al mismo tiempo que actuaban LiP y MnP
rompiendo enlaces C-C y enlaces éter generando vainillina, lacasa demetilada para
luego ser oxidada e hidolizada por LiP y entrar al ciclo de Krebs (Glazer and Nikaido,
1998; Wagner and Wolf, 1998). Otra posible explicacién a este comportamiento esta
relacionada con la respuesta fisiolégica por parte del hongo para superar los efectos
téxicos anteriormente nombrados de algunos componentes del medio (Dias et al, 2004)
(2-naftol, 1,2-naftalenediol, 1,2-naftoquina 1l-ami-2-naftol, acido sulfonicobenceno y 4
acido hidroxibencenosulfonico) al generarse la degradacion del colorante (Lu et al.,
2008).

Figura 28. Microscopia electronica de barrido de fique inmovilizado con P. ostreatus.
(A) Hora 24 de tratamiento, magnificacién 1000x (B) Séptimo dia de tratamiento,
magnificacion 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)

Al comparar los resultados de esta tesis con las investigaciones realizadas por Herrera
and Rosas, 2003 y Pedroza, 2007, empleando P. ostreatus en medio salvado de trigo se
obtuvo 32.7 ULac/L y 44 ULac/L en 8 dias respectivamente, lo cual demostréd
nuevamente que la adicion de inductores metalicos en este estudio permitié un resultado
similar (32U/L) en el primer dia de tratamiento debido que la enzima requiere de estos
metales para su accionar (McGuirl and Dooley, 1999) es decir, para oxidar fenoles,

polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no fenélicos (Claus, 2003).

Del mismo modo, los estudios realizados por Fernandez and Henao, 2007 y Baldrian and
Gabriel, 2006 con P. ostreatus en un medio con NR5 a 150ppm y 200ppm mostraron 8
ULac/L en 4 dias de tratamiento y 1.9 ULac/L en 7 dias de tratamiento alcanzando un

valor maximo de 38.5 U Lac/L en 17 dias respectivamente, ratificando que la adicion de
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CuSO, y MnSO,4 ayudaron a nivel transcripcional a la lacasa (Pedroza, 2007), ya que
estos investigadores obtuvieron resultados menores a los de esta tesis a pesar de

emplear el mismo HPB y colorante.

Enzimas ligninoliticas como MnP y LiP se midieron sin presentar efecto significativo
(p=0.6051 y p=0.6330) entre los tiempos del proceso ni correlacién con la decoloracion
en las primeras 24h; la mayor actividad de MnP se manifestd al primer dia del
tratamiento con 0.45 U/L y la de LiP se present6 el octavo dia con 0.99U/L (Figura 29),
ambas enzimas mostraron un comportamiento irregular en toda la cinética lo que ratifica
gue no influyeron en la decoloracién del NR5, pero que si actuaron en la degradacion de
la lignina presente en el soporte por medio del rompimiento de los enlaces C-C y éter y
la oxidacion de la molécula a acido acético y acido succinico (Glazer and Nikaido, 1998;
Wagner and Wolf, 1998). Otra posible explicacion a la baja actividad enzimatica y alta
decoloracién es la presencia de otros grupos enzimaticos que no fueron medidos en esta
investigaciéon como las versatil peroxidasas (VP) que se consideran un hibrido entre
MnP y LiP y pueden oxidar Mn*?, compuestos fenolicos y no fenodlicos aromaticos

incluyendo los colorantes y estan presentes en P.ostreatus (Wesemberg et al, 2003).

Ademas enzimas como las quinona oxido-reductasas (CBQase), tirosinasas (Swamy and
Ramsay, 1999) y aril alcohol oxidasas (AAO) que toman los alcoholes aromaticos, los
oxidan a aldehido y producen peréxido que puede oxidar también compuestos organicos
(Lankinen, 2004).
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Figura 29. Comportamiento de las enzimas ligninoliticas. 8 dias, 150rpm, 30°C, pH 6.7.
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Los resultados logrados en la investigacion de Guillén et al., 1998 y Baldrian and Snajdr,
2006 con respecto a la actividad de MnP empleando P.ostreatus y alcanzando
0.41UMnP/L en cuatro dias en un medio sintético con extracto de levadura y glucosay 0
UMnNP/L en 7 dias o 1.9U MnP/L en 21 dias de tratamiento a 200ppm de NR5 son
menores a los de esta investigacion ya que se igualo o supero la actividad presentada
por estos autores el primer dia del tratamiento gracias a la adicién de los inductores y el
almidon. En cambio, los datos reportados en este proyecto con respecto a la MnP son
muy bajos (Figura 29) si se comparan con los obtenidos por Gayosso et al., 2004
quienes alcanzarén a los 30 dias 310U/L con P. ostreatus empleando un medio con
glucosa y extracto de levadura suplementado con 270 uM/L de MnSQ,, la superioridad
de los resultados se puedo deber al tiempo de tratamiento y a la adicion de una mayor
concentracion de MnSO, aunque, en este caso se debe tener en cuenta que una
concentracién muy alta de este metal puede inhibir la actividad de MnP (Gémez et al.,
2005).

De otro lado, el trabajo expuesto por Herrera and Rosas, 2003 usando P. ostreatus
crecido en medio salvado ratifica lo obtenido en los resultados de este proyecto con
respecto a la actividad LiP ya que el comportamiento de esta enzima es inconstante y
presenta valores maximos de 0.024 U/L y 0.016 U/L en los dias 7 y 8 respectivamente,
al igual que en el presente estudio en donde la maxima actividad se obtiene al final del
proceso (0.099U/L), teniéndose tal vez un accionar de esta enzima sobre el soporte.
Aunque, se debe tener en cuenta que en algunos dias de la cinética no se cuantifico la
enzima LiP probablemente porque segun bibliografia los HPB no expresan esta enzima
(Hatakka, 1994; Wesenberg et al., 2003; Baldrian and Snajdr, 2006).

La produccion de MnP y LiP estuvo ligada a la accién de enzimas glioxal oxidasa y
superoxido dismutasa, responsables de generar el peroxido intracelularmente necesraio
para el accionar de las peroxidasas (Leonowicz et al., 1999; Guillén et al.,1998) y a la
adicién de inductores metélicos (CuSO4 y MnSO,) en el caso de MnP que posiblemente
favorecieron la transcripcién de los genes de esta enzima ligninolitica (Wesemberg et
al., 2003) como lo expusieron Urzua et al., 1995 al evaluar diferentes isoenzimas de MnP
en el HPB Ceriporiopsis subvermispora obteniendo solo la transcripcion del gen Mgmnp

(productor de MnP) cuando MnSQO, estaba presente.

7.4.3 Comportamiento del pH, actividad Amilolitica y determinacion de AzUcares

reductores totales (ART)

Otro factor que influyé en el comportamiento de la actividad enzimatica ligninolitica fue el

pH que aumentd constantemente en toda la cinética con valores, de 6.7 al inicio del
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proceso y 7.4 al final (Figura 30). En el caso de lacasa en donde se reportan rangos de
pH entre 3 a 10 (Gayosso et al., 2004; Ramirez et al., 2003; Herrera and Rosas, 2003)
para conservar su actividad se pudo determinar que esta enzima fue estable en toda la
cinética y presenté su mayor actividad a un pH neutro posiblemente debido a que su
punto isoelectrico esta cercano a la neutralidad a pesar de que en los hongos es usual

encontrar un punto isoelectrico bastante acido (pH 3-4) (Hofrichter, 2002).

De otro modo, la mayor actividad de MnP se genero con un pH de 6.6 y de LiP con un
pH de 7.4, teniendo en cuenta que MnP es estable en un pH de 2.6 a 4.5 y LiP en un
rango de 2 a 5 (Wesenberg et al., 2003) el presente ensayo muestra resultados
relevantes ya que se determina que a pH mayores a los que se limita la actividad de
MnP y LiP las enzimas pueden producirse. EI comportamiento en aumento del pH se
puede explicar debido a la produccion de metabolitos secundarios muchos de los cuales
son derivados del metabolismo del nitrégeno como en este caso con la generacion de
aminas por procesos de descarboxilacion de aminoacidos, los cuales pueden afectar el

pH del medio al formarse procesos de alcalinizacion (Kamitsuji, et al., 2004).

Simultdneamente, la actividad amilolitica expresadas como Unidades Amilolitica (1uM de
glucosa liberada/L por minuto) presentd su mayor valor a las 6h con 24 UA/L/min, el
comportamiento de esta actividad en el resto de la cinética (18h a 8 dias) mostré pocas
variaciones (9UA/L/min a 11UA/L/min) (Figura 30). Dicha actividad demostré ser
altamente significativa (p<0.0001) con respecto a la decoloracion entre los tiempos del
proceso y del mismo modo correlacion con esta (decoloracion) indicando que es
necesaria la presencia de una fuente de carbono que ayude al metabolismo del
microorganismo y a la produccion de MnP (Yang et al., 2005), pues el co sustrato juega
dos papeles importantes en la degradacién, proporcionando la fuente de carbono

anteriormente nombrada y la accion de enzimas peroxidasas con el H,O, como sustrato.

Las unidades amiloliticas se generaron debido a la fuente de carbono empleada y a las
condiciones del cultivo, pues segun Wu et al., 2007 el almidén es la fuente éptima para
la expresion del gen pcamyl de la alfa amilasa de P. chrysosporium y al emplear otro co
sustrato como la glucosa se reprime la actividad de dicho gen (Silva et al., 2006),

ademas el oxigeno es necesario para que se produzca esta enzima (Wu et al., 2007).
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Figura 30. Comportamiento de la actividad amilolitica, pH y AzUcares residuales durante

la cinética de remocion.

Las amilasas pueden romper las cadenas de almidén y se relacionan con los azlcares
reductores (Carrillo et al., 2003) siendo estos el producto de la actividad, esta relacion
directamente proporcional se evidencié al determinar la disminucion de los azlcares
reductores desde la hora cero hasta los ocho dias al igual que la actividad enzimatica
(Figura 30), ya que al degradarse las cadenas de almidén se generaron monosacaridos,
disacraridos (glucosa y maltosa) y fracciones de oligosacaridos que el hongo pudo
consumir y las cuales fueron determinadas por medio de la técnica de DNS, el mayor
consumo de estos azlcares se da en las primeras 18h vinculandose con el
comportamiento de la actvidad amilolitica que tiene su mayor produccion en las primeras
horas del proceso y con el pH que presenta un descenso desde la hora cero hasta las 18
horas posiblemente por la generacion de acidos debido a la asimilacion del polisacarido
generando unidades de glucosa que produce acetil Co-A precursor del ciclo de Krebs
(Wang et al.,, 2002), ademas este descenso en el pH favorecio la produccion de la
enzima amilasa debido a que a las 6 y 12h donde se presenta la mayor actividad
amilolitica de toda la cinética (23,7 y 17,47 UA/L/min), las amilasas se encontraban en su
pH éptimo de 6.5 en hongos (Yu et al., 1999), otro valor similar de pH se obtuvo en el
estudio de las amilasas de Thermus sp en E. coli recombinante en donde se determino
que esta enzima fue estable en un rango de pH de 6.0 a 7.0 (Lobo and Pefia, 2002) a
pesar de que estos microorganismos son bacterias se encuentra similitud en el pH en el

que actla la enzima soportando los resultados de esta tesis.
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Los resultados de este estudio fueron inferiores en la produccion de actividad amilolitica
con respecto a los obtenidos por Carrillo et al., 2003 quienes emplearon almidén como
co sustrato (almidon 1%) en un medio de cafia de azlUcar con Phanerochaete
chrysosporium y alcanzaron en 12 dias un pico maximo de 250 UA/L/min ya que a las
6h en el presente estudio esta actividad enzimatica presentaba 24 UA/L/min debido a
gue como fuente de carbono solo tenia el almidén y la celulosa y hemicelulosa presente
en el soporte mientras que en el estudio de Carrillo et al., 2003 también habia presencia

de sacarosa presente en la cafia de azdcar mas facil de degradar.

Por lo contrario, la investigacion de Mehna et al., 1995 en donde se uso T. versicolor con
diferentes co sustratos (1%) como sacarosa, glucosa, almidén, etanol y carboximetil
celulosa a pesar de determinar que sacarosa fue el mejor co sustrato con un 92% de
decoloracién del efluente con residuos agroindustriales en 7 dias muestra resultados
menores a los de esta tesis teniendo en cuenta que con un polimero mas sencillo como
la sacarosa se obtiene menos decoloracion a la de este trabajo (96%) que emplea un co
sustrato mas complejo (almidén). De igual forma, esta investigacion supera los
resultados obtenidos con el hongo Leucoagaricus gongylophorus que crecié en un medio
con diferentes fuente de carbono como glucosa, almidén, maltosa y la combinacién de
almidén y maltosa, maltosa y glucosa y almidén y glucosa al obtenerse que la mejor
fuente de carbono fue el almidén con 11.2UA, ya que en nuestra investigacion la
actividad més alta obtenida fue de 24UA/min/L con el mismo co sustrato; Por dltimo, el
estudio realizado por Yang et al., 2008 empleando glucosa a 5 y 10g/L como co sustrato
para la decoloracion de NR5 (200ppm) por medio de las levaduras Debaryomyces
polymorphus y Candida tropicalis obtuvo resultados de 92.7% de decoloracién en 60h
con un concentracion de 5g/L de glucosa y 100% de decoloracién en 24h con 10g/L de
glucosa presenta resultados inferiores con respecto a los de este trabajo ya que
empleando una concentracion mucho menor de un co sustrato mas complejo (0.2g/L
almiddén) se obtienen resultados similares debido a que la producciéon de amilasas por
parte de P. ostreatus y enzimas ligninoliticas (MnP, LiP y Lacasa) que soportaron la
degradacion de un amplio rango de compuestos aromaticos (Carrillo et al., 2003) como

el colorante NR5.

Finalmente, al relacionar el comportamiento de enzimas ligninoliticas con las
glicosilhidrolasas se determina que en las Ultimas se genera perdxido necesario para la
actividad de enzimas peroxidasas como MnP y LiP pero no Lacasa (Swamy and
Ramsay, 1999) ademas, se reporta que el perédxido, es la molécula que modulaba la
expresion de alfa amilasas debido a que en altas concentraciones de perdxido se

reprime la actividad de dicha enzima (Wu et al., 2007).
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7.4.4 Andlisis del espectro UV- VIS del tratamiento  bidtico y abiético

El andlisis del espectro UV-VIS, pudo mostrar cambios en la estructura del colorante
(complejo auxocrémo- cromoforo), demostrando posiblemente la degradacion NR5

gracias al accionar de las enzimas ligninoliticas de P. ostreatus (Lacasa, MnP y LiP).

El NR5 diluido en agua presento dos picos de absorcion tanto al inicio de la curva de
remocion biética (Figura 31A) como en toda la curva de remocién abiética (Figura 31B)
uno en la region visible a 600nm y otro en la region UV a 310nm correspondientes
posiblemente a enlaces azo y a presencia de moléculas de aril y naftaleno
respectivamente segun estudios realizados (Lucas et al., 2006; Sahel et al., 2007). De
acuerdo a estos resultados se podria sugerir que P. ostreatus fue el responsable de la
degradacion del colorante ya que en el espectro de absorcién del control abiético no se
observo cambio significativo en la molécula en los diferentes tiempos del tratamiento; En
contraste, el espectro correspondiente a la degradacion bidtica (Figura 31A) mostro que
desde las 6h de tratamiento se genero un cambio conformacional en la molécula con la
aparicion de dos picos de absorcién a 250nm y 360nm, el primero se mantuvo por toda
la cinética mientras que el segundo tuvo un desplazamiento a 350nm en las primeras
24h y a 275nm al finalizar la curva de remocién, indicando posiblemente que el
intermediario generado necesito de ocho dias para la generacion de una nueva
molécula. Ademas, esta Ultima molécula no influyo en el porcentaje de decoloracién del
NR5, ya que durante la curva de remocién el mayor resultado se obtuvo a las 24h y se

mantuvo en los dias posteriores.

Ademas, se ha reportado que la remocién de colorantes de tipo azo por HPB puede
generar intermediarios como el acido benzenosulfonico, acido 4-hidroxi-
bencenosulfonico, 3-metil-4-hidroxi-bencenosulfonico,1,2-Naftoquinona-6-acidosulfonico,
acido-3-metilbencenosulfonico, 3 hidroxi benzoico, 3 hidroxibenzil alcohol,1-2
naftoquinona, 4-nitroanilina, 4-nitrobenceno, 4-nitrofenol y 4-nitroanisole determinados
por espectrofotometria de masas y HPLC ( Martins et al, 2003; Zhao et al.,2006; Zhao
and Hardin, 2007; Lu et al, 2008). Segun lo expuesto anteriormente podemaos sugerir que
las moléculas resultantes de la degradaciéon de NR5 en la mayoria de los casos
correspondian a bencenos (255nm), aromaticos (205nm a 260nm), aldehidos aromaticos
(270nm a 300nm), cetonas (270nm a 300nm), acidos benzoicos (271nm a 279nm),
benzaldehidos (320nm), naftalenos (275nm a 319nm) con longitudes de onda cercanas a
los dos picos obtenidos durante toda la cinética (Simon and Clerc, 1970). Si se quisiera
tener una mayor precision en cuanto al nombre exacto del intermediario es necesario
realizar analisis mas avanzados y precisos como una espectrofotometria de masas y
HPLC.
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De igual forma, se puede sugerir que en este trabajo se obtuvo una bio-transformacion
de la molécula y no una mineralizacion al degradarse el grupo croméforo (Swamy and
Ramsay, 1999) y que el tratamiento abidtico no tuvo un desplazamiento significativo a
nivel de absorbancia del grupo cromoéforo auxocromo concluyéndose que la degradacién
fue realizada por el hongo y no por el soporte lo cual otorga gran importancia a la

investigacion.
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Figura 31. Espectro de absorcion UV-VIS. (A) Tratamiento biologico (B) Tratamiento
abidtico, a través del tiempo (0Oh, 6h, 24h y 8dias)

7.4.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM) del  tratamiento biético y abidtico.

El soporte utilizado en la inmovilizacion de Pleurotus ostreatus se caracterizé por estar
conformado de varios sub-hilos que se entrelazaban originando una estructura mas

compacta y por ende estable frente a condiciones operacionales como agitacion.

De acuerdo a mediciones previas los hilos de figue de 5cm utilizados para la
inmovilizacion presentaban un diametro de 0,5cm vy al realizar SEM cada sub-hilo que lo
compone aproximadamente tiene un diametro de 97,05 um (Figura 32 A- 32B). El fique
por ser una fibra porosa facilité el ingreso de la biomasa fangica hacia el interior de cada
uno de los hilos, lo que ayudo a que se tuviera abundante crecimiento hifal (Figura 33) y
produccion de esporas por parte de P. ostreatus, estas Ultimas se comportaron como
unidades propagativas de biomasa, destacandose de tal forma el mecanismo de

adherencia hongo- soporte.
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Como consecuencia de la inmovilizacién el fique sufrié un proceso erosivo por parte del
hongo, teniéndose una disminucion en el grosor de los sub-hilos de esta fibra de 50 um,
propiciado posiblemente por la actuacion de enzimas ligninoliticas como Lac, MnP y LiP
que intervinieron en la degradacion de la lignina presente en el fique por medio de la
oxidacion y rompiendo de enlaces éter de sus componentes (&cido coniferilico,
cumarilico y sinapilico) para la generacion de un intermediario como la vainillina que es
demetilada por medio de lacasas e hidrolizada produciendo compuestos que entran al
ciclo de Krebs (acido succinico), la intervencion de estas enzimas también se pudo
atribuir al hecho de que la mayor actividad de la enzima lacasa (dias 5y 7) y el accionar
de las enzimas Mnp y LiP no estuviesen ligadas con la remocién de color. De igual
forma, a través de la cinética de remocién se obtuvo un engrosamiento de las hifas, ya
que al inicio del proceso estas median 26um aproximadamente y al finalizar 270,58um
aproximadamente calculandose un aumento de 244 pum, ligado al posible uso de la fibra
planteado anteriormente (Anexo 10).

Ademas, teniendo en cuenta que el fique estd compuesto de lignina, celulosa y
hemicelulosa y que se empled almidén a razén de 0,2g/L como co sustrato en la cinética
de remocion, se puede inferir que P. ostreatus empleé estos componentes como fuente
de carbono atacando el soporte lo que conllevo a que se tuviera mayor expresion de

enzimas ligninoliticas como se expuso anteriormente.

Figura 32. Microscopia electronica de barrido del fique sin colonizar.
(A) Magnificacion de 100x (B) Magnificacién de 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)
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Figura 33. Microscopia electronica del bioportador conformado por Pleurotus ostreatus.
(A) Hora 18 de tratamiento, magnificacion de 1000x. (B) Cuarto dia de tratamiento,
magnificacion de 1000x.

Fuente. (Autores, 2008)

Finalmente, segun los datos obtenidos y los andlisis estadisticos se valida de forma
parcial la hipotesis planteada para este estudio, ya que los inductores y el co sustrato
empleado indujeron solo la actividad Lacasa de Pleurotus ostreatus pero esto no impidié

que se lograra una excelente remocién del colorante NR5 a 150 ppm.
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8. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un bioportador a base de biomasa viable de Pleurotus ostreatus
inmovilizado sobre fique con capacidad de remocién del colorante NR5 asociado

con mecanismos adsortivos y bioquimicos.

Pleurotus ostreatus inmovilizado en fiqgue incrementd su capacidad de
decoloracién (97%) asociada con la adicién de inductores como sulfato de cobre
y el sulfato de manganeso a razén de 180 pM/L y 300 uM/L para lacasa (23 U/L)
y 360 uM/L y 150 pM/L de sulfato de cobre y sulfato de manganeso para

manganeso peroxidasa (2,13 U/L).

Se seleccion6 almidon a razén de 0.2 g/L como co sustrato alterno para la
remocion de colorante NR5, demostrando que bajo estas condiciones la
decoloracibn méaxima fue del 96%, correlacionada con la actividad lacasa (15

u/L) y la produccion de amilasas (15 U/ L* min).

Se escogio 24h como el tiempo optimo del proceso en las curvas de remocion
con 97% de decoloracion, 5 U/L de lacasa, 0,45 U/L de MnP y 0,053 U/L LiP,
atribuyéndose este cambio a la biotransformacion del grupo croméforo del NR5
observado en el espectro de absorcion UV/VIS durante los ocho dias de la

cinética

87



9. RECOMENDACIONES

Evaluar la remocién del color de efluentes textileros utilizando P. ostreatus
inmovilizado en fique bajo las condiciones evaluadas en este estudio a escala

piloto.

Cuantificar la presencia de otras enzimas ligninoliticas como: Glioxal oxidasas,
tirosinasas, versatil peroxidasas, aril alcohol oxidasas, las cuales pueden

intervenir en la degradacion del NR5.

Determinar el nimero de ciclos operativos que puede sufrir el bioportador

conformado en este estudio.

Desarrollar bioensayos con el fin de valorar la toxicidad en organismos vivos de

los compuestos generados dia a dia durante la curva de remocién.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. COMPOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO SALVAD O DE TRIGO

11.1 Composicion

Glucosa (alimentaria) 10g/L
Peptona 5g/L

Extracto de levadura 2g/L1
Fosfato de potasio monobasico, cristal (KH2P0O4) 0.1g/L

Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgS04-7H20) 0.05¢g/L
Sulfato de Manganeso (Il) Monohidratado(MnSO4-H20) 0.076 g/ L
Agar — Agar 18¢g/L

Extracto de salvado liquido 1L

11.1.2. Preparacion del medio extracto de salvado

Para preparar 1000 mL de medio extracto de salvado, se introducen en un recipiente 350
g de salvado de trigo y 2000 mL de agua destilada, dejando en remojo durante 1 hora y
posteriormente colando y exprimiendo se obtiene el extracto liquido. En 1000 mL de esta
solucion se adicionan 10 g de glucosa, 5 g de peptona, 2 g de extracto de levadura, 0.1 g
de fosfato de potasio monobdasico, 0.05 g de sulfato de magnesio y 0.076 g de sulfato de
manganeso, ajustando pH a 6.5. La solucion anterior es llevada a esterilizacién en

autoclave a 123.2°C, 15 Ib de presion durante 15 minutos

ANEXO 2. COMPOSICION DEL AGAR NUTRITIVO

11.2. Composicion
Peptona de carne 5g/L
Extracto de carne 3g/L
Agar- Agar 12g/L
pH 7+ 0.2

Se suspendieron 20g de agar nutritivo/L en agua destilada o 8 g de caldo nutritivo/L y se llevaron a

autoclavar a 15min, 121°C
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11.2.1. Prueba de esterilidad del soporte utilizado  (Fique)

Figura 34. Siembra en agar nutritivo de dos hilos de fique, por 24 ha 37°C
Fuente. (Autores, 2008)

ANEXO 3
11.3. CURVA CALIBARCION NEGRO REACTIVO 5

Se realizd la curva de calibraciéon, en donde se tom6 como concentracibn méaxima 20
ppm, y a partir de ésta se realizé una disminucion progresiva de la concentracion del
colorante (18, 16, 14, 12,10, 8, 6, 4, 2, 1, 0.5 ppm), obteniendo un total de 12 puntos con
los cuales se construy6 la curva y se calculé la ecuacion de la linea recta arrojando un r?
de 0.987.

08 1 I [ I T
4] —8—Absorbancia a 800nm = T T
074 Y=0036x+C0016 R=0.88 -

T X

05

04 . +
T 4
03

Absorbancia 600 nm

R

00

2 0 2 4 6 B W 12 14 16 118 20 22
Concentracion Negro reactivo 5 (ppm)

Figura 35. Curva calibracién del negro reactivo 5
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ANEXO 4
11.4. COMPOSICION DEL MEDIO RADHA

Glucosa 2g/L
Fosfato de potasio monobéasico KH,PO, 2g/L
Cloruro de amonio NH,CL 0,050 g/L
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,47H,0 0,5g/L
Cloruro de calcio dihidratado CaCl.2H,0 0,1g/L
Tiamina 100 pug
pH final 4.5

Soluciones traza para 10 mL:

Sulfato de manganeso MnSQO, 0,5g/L
Sulfato de hierro heptahidratado FeSO,4 7H,0 0,1g/L
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnSO, 7H,0 0,1g/L
ANEXO 5

11.5. MEDIO RADHA SUPLEMENTADO CON NEGRO REACTIVO 5 (150 ppm)
Glucosa 2g/L
Fosfato de potasio monobéasico KH,PO, 2g/L
Cloruro de amonio NH,CL 0,050 g/L
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,47H,0 0,5g/L
Cloruro de calcio dihidratado CaCl.2H,0 0,1g/L
Tiamina 100 ug
pH final 4.5

Soluciones traza para 10 mL:

Sulfato de manganeso MnSQO, 0,5g/L
Sulfato de hierro heptahidratado FeSO,4 7H,0 0,1g/L
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnSO, 7H,0 0,1g/L

El solvente para disolver los componentes del medio Radha es el negro reactivo 5 a 150

ppm preparado en agua. Este medio se esteriliza a 123.2°C por 15min a 15Ib de presion.
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ANEXO 6

11.6. CALCULOS PARA LA PREPARACION DE LOS INDUCTORE S METALICOS
CuSO, Y MnSO,

11.6.1. Calculos para 150 yM y 300 yM de CuSO,

Imol

150pMde Cus0d M o= 1.5 % 10~* mol de cuso4

mol _ 15x00~* el cusps | 150,60 g Ccusod ;
pp — Mol _ 15D /5 g SREDG NI 0225 g CuS04,/L

L L 1 meol :?/

300nM dech504 % 22— 3 % 10~ * mol de CuS04
10* pme
ol B0 pedl CuSOd | 150,60 g Cusod -
ao= DO EIOp (U304, 130600 CUSDR _ 004518 g CuSO4,/L

L L 1 :";:Ef:.y

11.6.2. Célculos para 180 yM y 360 uM de MnSO 4

360;19&{ Mnsoax 20 _ 3.6% 10~ mol de Mn504

}ﬂlmnl

ol z.s.~.'_:7.45:.:.-.5;:~; 150 ;ﬁgyﬁ; 165,02 g MnS04«H20
M= = X X

= ; 7, = 0,0608 g MnS04/L

L L 1?1257‘1596 150 ;dg.'--'?tiy

fon © 1Imel - -4 b
180;[&%..~J04><—mm = 1.8 %10 " mol de Mnsod

o

mai :5.~.:://.v-;:i:..'.v:5;:~; 15056 g M 165,00 g MnSCasHIO S e e i1
M= = * — w——a =0,0302 g Mn50/L

L~ L w/‘i:, :E:;.j.g_-_l-_w_i-::/

*El valor se calculara segun la cantidad de medio Radha mas colorante NR5 a 150 ppm

que se desee preparar, la cantidad de inductores se debe afiadir a la anterior mezcla.

ANEXO 7
11.7. PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE DNS

La curva patrén para el andlisis de azUcares reductores mediante la Técnica de DNS, se

realiza tomando un volumen de 0.25 mL de diferentes concentraciones de glucosa
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previamente preparadas, correspondientes a 0.5gL-1,0.7gL-1,1gL-1,1.59gL-1,1.7 g
L-1, 2 g L-1 y mezclandolas con 0.25 mL de DNS. Luego, se llevan a ebullicién por un 5
min, tiempo después se frena la reaccién con hielo. Por dltimo, se completa el volumen
de las muestras con 2.5 mL, llegando a un volumen final de 3 mL. El blanco que se

utiliza es 0.25 mL de muestra y 2.75 mL para completar el volumen de 3 mL.

CURVA PATRON DNS | - 50584+ 2605

R? = 0,9991

—

Absorbancia 540nm

1 1,5

Concentracidn glucosa g/L

Figura 36. Curva de calibracion de DNS utilizada durante la induccién por metales y co

sustratos

CURVA DNS y = 0,5072x- 0,0008

R?=0,999

F

Absorbancia 540nm

Concentracion glucosa g/fL

Figura 37. Curva de calibracion de DNS utilizada durante la curva de remocion.

ANEXO 8

11.8. PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA CUANTIFICA CION ENZIMATICA

11.8.1. Preparacion reactivos para cuantificacion d e Lacasa

Acetato de sodio anhidro : Pese 13.54 g de acetato de sodio anhidro disuelva en 100

mL de agua destilada. Envase en frasco transparente de vidrio y almacena a 4° C. Tiene
vida larga.
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Acido acético glacial : Mide 7.7 mL de &acido y disuelva en 100 de agua destilada.

Envase en frasco transparente y guarde refrigerado, su vida Util es larga.

ABTS: Pese 274.35 mg para 100 mL de agua destilada. Envase en frasco ambar 6
vidrio. Almacene a 4° C. EL color inicial es verde, la exposicién a la luz genera oxidacion,
determinando un incremento en la intensidad del verde, pero esto no afecta la

determinacién, no se debe esterilizar.

Preparacion del buffer para actividad lacasa
Tome 24.5 mL de acetato de sodio y mezcla con 25.5 mL de acido acético glacial
complete hasta 100 mL, ajuste pH a 4.5 con. Almacenar a 4° C en frasco ambar, tiene

vida util larga.

Una unidad de Lacasa se define como la cantidad de enzima capaz de oxidar ymol de

ABTS por minuto por litro bajo las condiciones estandar de la prueba.

R Abzorbancin 1
ac/ L = 1000000 = —
fd

7 =
20300 = 0.8 = tiempo rx

o

=

11.8.2. Preparacion reactivos para cuantificaciond e LiP

Buffer de tartratos: pH=3.5
« Acido tartarico . Pesar 9,37 g de Acido tartarico y disolver en 250 mL de agua
destilada.
e Tartrato de sodio . Pesar 11.160g de tartrato de sodio y disolver en 250 mL de
agua destilada.

Mezclar ambos reactivo para obtener 500 mL el Buffer de tartrato.

Alcohol Veratrilico 10Mm Colocar 30.28uL de Alcohol veratrilico en 20 mL de agua

desionizada

Perdxido de Hidrogeno 4mM colocar 3.46uL de Perdxido de Hidrogeno en 100 mL de

agua destilada.

Una unidad de MnP se define como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1mM de
alcohol veratrilico por minuto bajo las condiciones de la prueb

Abzarbancia 1
=T-1es. 075 1000 a

ULiP/L

108



11.8.3. Preparacion reactivos para la cuantificaci6  n de MnP

Rojo de fenol: Peso 0.01 g de rojo de fenol y disuelva en 100 mL de agua destilada. Se
debe medir el pH del agua a 7.0 antes de agregar el colorante, si se necesita subir el pH
a 7.0 con NaOH 2N. Se coloca en agitacion a temperatura ambiente. El color debe ser
rojo se almacena a 4 °C en frasco ambar. Su vida Util es corta. Si hay cambios en color
de rojo a amarillo se debe preparar de nuevo, utilizar agua destilada comercial para

prepararlo. Sl hay precipitacién también se debe descartar.

Lactato de sodio: Medir 0,625 mL de lactato de sodio y disolver en 100 mL de agua
destilada comercial. Almacenar en frasco ambar a 4 °C. No se ajusta pH, tiene alto

riesgo de contaminacion.

Sulfato de Manganeso: Pesar 7.5 mg y disolver en 500 mL de agua destilada comercial.

Almacenar en frasco ambar a 4° C. No se ajusta pH, tiene alto riesgo de contaminacion.

Albumina de huevo: Pese 125 mg g y disuelva en 125 mL de agua destilada comercial.

Almacenar en frasco ambar a 4° C. No se ajusta pH, tiene alto riesgo de contaminacion.
Acido succinico: Pese 1.175 g y disuelva en 1 litro de agua destilada comercial.
Almacenar en frasco ambar a 4° C. El pH se ajusta a 4.5 con NaOH 2N, tiene alto riesgo

de contaminacion.

NaOH 2N: Pese 8 g de NaOH vy disuelva en 100 mL de agua. Almacenar en frasco

ambar a 4° C. No se ajusta pH, tiene alto riesgo de contaminacion.

Una unidad de MnP se define como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1umol mol de

rojo de fenol por minuto bajo las condiciones de la prueba
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ANEXO 9

11.9. PREPARACION BUFFER FOSFATO PARA LA DETERMINAC ION DE LA
ACTIVIDAD AMILOLITICA

Para preparar 100 mL se debe pesar:
Na,HPO, . 2H,0: 35,619/'.
NaH,PO, . 2H,0: 31.21 g/L

Luego se mezcla 30.5 mL de Na,HPO, . 2H,O con 19.5 mL de NaH,PO, . 2H,0 y se
afora con agua hasta 100 mL.

ANEXO 10

11.10. IMAGENES DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRI DO (SEM).

Figura 38. SEM correspondiente a la hora cero de tratamiento
(A) Magnitud 100x (B) Magnitud 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 39. SEM correspondiente a la hora seis de tratamiento
(A) Magnitud 100x (B) Magnitud 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)
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Figura 40. SEM correspondiente a las 12 horas de tratamiento
(A) Magnitud 100x (B) Magnitud 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 41. SEM correspondiente a los 2 dias de tratamiento
(A) Magnitud 100x (B) Magnitud 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)

Figura 42. SEM correspondiente a los 8 dias de tratamiento
(A) Magnitud 100x (B) Magnitud 1000x.
Fuente. (Autores, 2008)
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ANEXO 11
11.11. PRUEBA CUALITATIVA DE CRECIMIENTO DESPUES DE EMPLEAR EL
BIOPORTADOR EN LOS DIFERENTES ENSAYOS

Figura 43. Recuperacion de Pleurotus ostreatus después del tratamiento para la
remocion del NR5. Temperatura 30°C.
Fuente. (Autores, 2008).
ANEXO 12

11.12. ANALISIS ANOVA PARA EL FACTORIAL 2 ? (INDUCCION ENZIMATICA POR
METALES)

Response: Decoloracion

ANOVA for Selected Factorial Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares]
Sum of Mean F not significant
Source Squares DF Square Value Prob > F
Model 1.42 3 0.47 1.38 0.3168
A 0.80 1 0.80 2.32 0.1661
B 0.59 1 0.59 1.71 0.2276
AB 0.040 1 0.040 0.12 0.7425
Pure Error 2.74 8 0.34
Cor Total 4.16 11
Response: lacasa
ANOVA for Selected Factorial Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares] not significant
Sum of Mean F
Source Squares DF Square Value Prob > F
Model 76.42 3 25.47 2.45 0.1387
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A 11.21

B 35.50

AB 29.70

Pure Error 83.33
Cor Total 159.75

Response: MnP

ANOVA for
Analysis of variance
Sum of

Source Squares

Model 0.036

B 0.011

AB 0.023

Pure Error 5.913E-003

Cor Total 0.042

Response: LiP

table

ANOVA for
Analysis of variance table
Sum of
Source Squares
Model 0.016
A2.700E 003
B8.533E -003
AB4.800E -003
Pure Error 0.029

1 11.21 1.08 0.3298
1 35.50 3.41 0.1021
1 29.70 2.85 0.1298
8 10.42
11
Selected Factorial Model
[Partial sum of squares] significant
Mean F
DF  Square Value Prob > F
3 0.012 16.37 0.0009
1 0.011 15.10 0.0046
1 0.023 31.67 0.0005
8 7.392E-004
11
Selected Factorial Model
[Partial sum of squares] not significant
Mean F
DF  Square Value Prob > F
3 5.344E-003 1.50 0.2873
1 2.700E-003 0.76 0.4096
1 8.533E-003 2.39 0.1605
1  4.800E-003 1.35 0.2795
8 3.567E-003

ANEXO 11.12.1. COMPARACION DE MEDIAS ENTRE TRATAMIE NTOS Y EL
CONTROL (Induccién por metales).

SAS. 60

The SAS System 12:09 Saturday, May 29, 2008 1
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o
o
»

TRA REP DEC MNP LAC LIP

1 96.85 0.00 1842 2.79983
2 9732 090 17.14 2.79983
3 96.32 0.70 14.14 2.83397
1 9576 1.95 19.06 2.80837
2 9565 2.63 13.87 2.82544
3 9719 183 2041 2.78276
1 9745 0.61 28.04 2.76569
2 96.95 1.44 2332 277422
3
1
2
3
1
2
3

© 00 N o o~ W N P

97.07 0.70 18.10 2.62911
97.06 0.00 22.89 2.85958
97.11 0.00 18.34 2.70593
96.11 0.00 17.56 2.79983
95.36 0.00 17.98 1.44259
94.90 0.00 19.05 1.44000
9454 0.00 20.12 1.44259

N =
A W N R O

1
1
1
2
2
2
3
3
3
4
4
4
5
5
5

=
ol

t Tests (LSD) for DEC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 10
Error Mean Square 0.308593
Critical Value of t 2.22814
Least Significant Difference 1.0106

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 97.1567 3 3
A
A 96.8300 3 1
A
A 96.7600 3 4
A
A 96.2000 3 2
B 94.9333 3 5

t Tests (LSD) for MNP
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Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 10
Error Mean Square 0.12338
Critical Value of t 2.22814

Least Significant Difference 0.639

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA

A 2.1367 3 2
B 0.9167 3 3
B

C B 0.5333 3 1

C

C 0.0000 3 4

C

C 0.0000 3 5

t Tests (LSD) for LAC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 10
Error Mean Square 10.18022
Critical Value of t 2.22814

Least Significant Difference 5.8046

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA

A 23.153 3 3
A

B A 19.597 3 4

B A

B A 19.050 3 5

B A

B A 17.780 3 2

B

B 16.567

t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 10
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ANEXO 12

Means with the same letter are not significantly different.

Error Mean Square

Critical Value of t

Least Significant Difference

t Grouping

w > » r» I I I I

Mean

2.81121

2.80552

2.78845

2.72300
1.44173

11.12.2. COMPARACION MEDIAS CO-SUSTRATO

o
o
O 0 N O UV A W N R ]

NONN R R R B R B B B B R
N P ® UL 0 N o hdA W N RO

TRA

0 N N N oo i1t Bl A DM DM W W W N DNDNPR R R

REP

P W N P W NP W NP WDN R WDN PR WD R W DN R

(<]

®© ®© ®© ®© ®© ® ®O B ®©O O ®© O ®©O ®© O ®© O ® O O ©®

ART

.120
.160
.140
.210
.250
.090
.180
.170
.170
.150
.160
.150
.100
.150
.120
.100
.140
.140
.120
.070
.110
.020

DEC

96.595
96.930
96.774
95.480
95.380
96.510
94.970
95.480
94.410
95.830
95.080
95.640
93.940
94.340
94.150
96.520
96.090
95.710
94.068
94.655
94.485
96.670
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N

PPM

.250
.639
.861
.140
.390
.440
.080
.140
.810
.530
.670
.690
.080
.330
.690
.360
.140
.720
.278
.167
.472
.080

0.002696
2.22814
0.0945

TRA

® ®© A © O ®© O @O O O ®© O ® O 0O O O ®O O ® OO

MNP

.096
.000
.000
.160
.540
.000
.000
.000
.000
.740
.000
.000
.000
.000
.000
.190
.000
.000
.865
.260
.000
.000

® ©®© ®© ®© ®© 0O O ®O© 0O O 0O O 0O 0O O O O ®O O O OO

LIP

.000
.024
.008
.180
.040
.030
.020
.270
.110
.490
.300
.000
.100
.050
.000
.010
.000
.130
.154
.251
.113
.440

13.

12.
18.
15.
11.

10.

10.
11.
13.
17.

11.
12.

10.

LAC

993
.044
742
260
590
380
.540
.050
.870
130
.330
690
950
770
060
.880
890
630
.688
.191
.044
580



23
24
25
26
27

O OV OV 0 ©

Means with the same letter are not significantly different.

w N B W N

0.170 95.790 6.500
0.110 96.310 5.750
0.131 93.938 9.389
0.146 93.945 9.278
0.140 93.925 9.444
t Tests (LSD) for ART
Alpha

Error Degrees of Freedom
Error Mean Square
Critical Value of t

Least Significant Difference

t Grouping Mean N
A 0.4567 3
A
B A 0.1833 3
B A
B A 0.1733 3
B A
B A 0.1533 3
B A
B A 0.1400 3
B A
B A 0.1390 3
B A
B A 0.1267 3
B
B 0.1000 3
B
B 0.1000 3

t Tests (LSD) for DEC

Alpha

Error Degrees of Freedom
Error Mean Square
Critical Value of t

Least Significant Difference
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Q.

Q.

.000
.000
.769
.993
.801

0.05
18

0.038336
2.10092

3359

TRA

0.05
18

0.149911
2.10092

6642

0.110
0.320
0.048
0.000
0.057

19.000

9.000
11.519
15.956
10.324



Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 96.7663 3 1
A
B A 96.2567 3 8
B A
B A C 96.1067 3 6
B C
B C 95.7900 3 2
C
D C 95.5167 3 4
D
E D 94.9533 3 3
E
E F 94.4027 3 7
F
F 94.1433 3 5
F
F 93.9360 39

t Tests (LSD) for PPM

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 18
Error Mean Square 0.416782
Critical Value of t 2.10092

Least Significant Difference 1.1074

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA

A 9.3703 3 9
A

B A 8.7000 3 5

B A

B A 8.6390 3 7

B

B C 8.0100 3 3
C

D C 6.9633 3 4

D

D E 6.6567 3 2

D E

D E 6.0733 3 6
E
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F E 5.7767 3 8

F 4.9167 3 1

t Tests (LSD) for MNP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 18
Error Mean Square 0.595506
Critical Value of t 2.10092

Least Significant Difference 1.3238

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA

A 1.7083 3 7

B 0.8543 3 9

B

B 0.2467 3 4

B

B 0.2333 3 2

B

B 0.0633 3 6

B

B 0.0320 3 1

B

B 0.0000 3 3

B

B 0.0000 3 8

B

B 0.0000 3 5

t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 18
Error Mean Square 0.013983
Critical Value of t 2.10092

Least Significant Difference 0.2028
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Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.29000 3 8
A
B A 0.26333 3 4
B A
B A C 0.17267 3 7
B A C
B A C 0.13333 3 3
B C
B C 0.08333 3 2
C
C 0.05000 3 5
C
C 0.04667 3 6
C
C 0.03500 3 9
C
C 0.01067 3 1

t Tests (LSD) for LAC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 18
Error Mean Square 12.55408
Critical Value of t 2.10092

Least Significant Difference 6.0779

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 15.077 3 2
A
B A 14.260 3 5
B A
B A C 12.860 3 8
B A C
B D A C 12.600 3 9
B D A C
B D A C 11.926 3 1
B D A C
B D A C 10.050 3 4
B D C
B D C 8.800 3 6
D C
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D C 7.487 3 3

D 6.641 3 7

11.12.2.1. COMPARACION DE MEDIAS PARA T1,T2,T,7 Y T8

T1:ALMIDON +1, T2 : ALMIDON-1, T3 :GLUCOSA +1 (7) , T4 :GLUCOSA-1 (8)

Obs TRA REP ART DEC PPM MNP LIP LAC
1 1 1 0.12 96.595 5.250 0.096 0.000 13.993
2 1 2 0.16 96.930 4.639 0.000 0.024 9.044
3 1 3 0.14 96.774 4.861 0.000 0.008 12.742
4 2 1 0.21 95.480 7.140 0.160 0.180 18.260
5 2 2 0.25 95.380 7.390 0.540 0.040 15.590
6 2 3 0.09 96.510 5.440 0.000 0.030 11.380
7 3 1 0.12 94.068 9.278 0.865 0.154 2.688
8 3 2 0.07 94.655 8.167 4.260 0.251 8.191
9 3 3 0.11 94.485 8.472 0.000 0.113 9.044

10 4 1 0.02 96.670 5.080 0.000 0.440 10.580
11 4 2 0.17 95.790 6.500 0.000 0.110 19.000
12 4 3 0.11 96.310 5.750 0.000 0.320 9.000
t Tests (LSD) for ART

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 8

Error Mean Square 0.003433

Critical Value of t 2.30600

Least Significant Difference 0.1103

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.18333 3 2
A
A 0.14000 3 1
A
A 0.10000 3 3
A
A 0.10000 3 4

t Tests (LSD) for DEC
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Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 8
Error Mean Square 0.17659
Critical Value of t 2.30600

Least Significant Difference 0.7912

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 96.7663 3 1
B A 96.2567 3 4
B
B 95.7900 3 2
C 94.4027 3 3

t Tests (LSD) for PPM

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 8
Error Mean Square 0.513904
Critical Value of t 2.30600

Least Significant Difference  1.3498

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 8.6390 3 3
B 6.6567 3 2
B
C B 5.7767 3 4
C 4.9167 3 1

t Tests (LSD) for MNP

rate.

Alpha 0.05

122



Error Degrees of Freedom 8
Error Mean Square 1.287578
Critical Value of t 2.30600
Least Significant Difference 2.1365

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 1.7083 3 3
A
A 0.2333 3 2
A
A 0.0320 3 1
A
A 0.0000 3 4

t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 8
Error Mean Square 0.010026
Critical Value of t 2.30600

Least Significant Difference 0.1885

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.29000 3 4
B 0.17267 3 3
B
B 0.08333 3 2
B
B 0.01067 3 1

t Tests (LSD) for LAC

Alpha 0.05
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Obs

a v A W N R

Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of t

Least Significant Difference

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean
A 15.077
A
B A 12.860
B A
B A 11.926
B
B 6.641 3

11.12.2.1.2. COMPARACION DE MEDIAS

8

14.86343
2.30600

7.259

TRA

ENTRE EL T1 (Almidén 2g/L) y T2 (Almidén 0.2g/L)

TRA REP ART DEC PPM
1 1 0.12 96.595 5.250
1 2 0.16 96.930 4.639
1 3 0.14 96.774 4.861
2 1 0.21 95.480 7.140
2 2 0.25 95.380 7.390
2 3 0.09 96.510 5.440

t Tests (LSD) for ART

Alpha
Error Degrees of Freedom
Error Mean Square

Critical Value of t

Least Significant Difference

Means with the same letter are not significantly different.
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0

MNP

.096
.000
.000
.160
.540
.000

0.05
4

0.003667
2.77645

L1373

®© ®© ®© ®© O ©o

LIP

.000
.024
.008
.180
.040
.030

13.

12.
18.
15.
11.

LAC

993
.044
742
260
590
380



t Grouping Mean N

A 0.18333 3

A 0.14000 3

t Tests (LSD) for DEC

Alpha

Error Degrees of Freedom
Error Mean Square
Critical Value of t

Least Significant Difference

t Grouping Mean N
A 96.7663 3
A 95.7900 3

t Tests (LSD) for PPM

TRA

Q.

0.05
4
2097

2.77645

1.

0381

Means with the same letter are not significantly different.

TRA

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.610744
Critical Value of t 2.77645
Least Significant Difference 1.7716

t Grouping Mean N
A 6.6567 3
A 4.9167 3
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Means with the same letter are not significantly different.



t Tests (LSD) for MNP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.040003
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 0.4534

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.2333 3 2
A 0.0320 3 1

t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.003591
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference ©0.1359

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.08333 3 2
A 0.01067 3 1

t Tests (LSD) for LAC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 9.326684
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 6.9232
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Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 15.077 3 2
A 11.926 3 1

ANEXO 13

11.13 RESULTADOS ANALISIS ESTADISTICO PARA CURVAS D E REMOCION A
ESCALA DE MATRAZ

11.13.1. COMPARACION DE MEDIAS PARA EL TRATAMIENT O BIOLOGICO
TOMANDO TODOS LOS TIEMPOS DE LA CURVA.

Obs TIM REP DEC LAC MNP LIP UAM

1 0.00 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0.00 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.00 3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
4 0.25 1 91.726 15.273 0.000 0.000 19.248
5 0.25 2 90.176 19.881 0.000 0.000 24.199
6 0.25 3 89.589 20.648 0.000 0.000 27.682
7 0.50 1 92.527 16.980 0.000 0.024 18.331
8 0.50 2 93.768 13.567 0.000 0.000 10.081
9 0.50 3 93.202 18.003 0.096 0.000 24.015
10 0.75 1 92.865 22.696 1.121 0.081 9.347
11 0.75 2 93.415 21.297 0.000 0.024 9.897
12 0.75 3 94.075 24.600 0.000 0.000 8.797
13 1.00 1 96.975 4.608 0.000 0.000 9.897
14 1.00 2 96.796 5.333 1.345 0.097 10.631
15 1.00 3 96.558 5.589 0.000 0.065 6.780
16 2.00 1 94.786 6.579 0.000 0.089 8.614
17 2.00 2 95.775 6.593 0.000 0.186 7.147
18 2.00 3 96.182 6.911 0.000 0.000 8.981
19 3.00 1 96.157 16.098 0.000 0.210 9.347
20 3.00 2 96.250 16.439 0.000 0.016 6.964
21 3.00 3 96.284 16.860 0.000 0.008 5.497
22 4.00 1 94.964 27.645 0.000 0.000 7.697
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

00 00 00 N N N oot~ A

2 95.176 28.925 0.000

3 95.462 28.242 0.000

1 93.292 28.370 0.448

2 93.556 32.153 0.000

3 93.836 29.764 0.000

1 92.064 26.081 0.000

2 91.761 27.026 0.000

3 89.932 29.465 0.000

1 88.861 28.157 0.000

2 89.067 28.441 0.000

3 89.555 32.708 0.000

1 91.726 26.024 0.000

2 90.458 28.299 0.000

3 91.558 27.588 0.000

t Tests (LSD) for DEC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 0.383649
Critical Value of t 2.06390

Least Significant Difference 1.0438

® ®© ®© ®© ®©O ®© O O ®© O ® O O O

.000
.000
.000
.024
.000
.089
.000
.186
.234
.008
.000
.000
.024
.275

A 00 0 OO U1 N OO O N ©

=
()

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TIM
96.7763 3 1
B 96.2303 3 3
B
B 95.5810 3 2
B
B 95.2007 3 4
C 93.5613 3 5
«
C 93.4517 3 0.75
«
« 93.1657 3 0.5
D 91.2523 3 6
D
D 91.2473 3 8
D

128

.981
.697
.414
.230
.514
.864
.047
.981
.614
.047
.081
.230
14.
12.

664
281



D

90.4970

89.1610

0.0000

3

3

3

11.13.2. COMPARACION DE MEDIAS TRATAMIENTO BIOLOGIC O (T1)
Y ABIOTICO (T2)

O 00 N O U1 A W N B

W W W W W N NNDNNDNNDNNNIRRRRPR B R R R R
A W N R ® U 0 N O U & WN PO OOWOW-SNOOWOBDID WNR O

TRA

R R R R R R R R R R R R R R RB RB R R R R RB R RB RB R R RB R RB B R R RB R

0 N N N oo i1 i1 L1 A M DWW W N DNNDNR PR P O O O O OO O O OO OO

TIM

.00
.00
.00
.25
.25
.25
.50
.50
.50
.75
.75
.75
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

REP

R W N R W N R W N R WDN R WN PR WN R WDNR WNRWNPR WN R WDN R

0

91.
90.
89.
92.
93.
93.
92.
93.
94.
96.
96.
96.
94.
95.
96.
96.
96.
96.
94.
95.
95.
93.
93.
93.
92.
91.
89.
88.
89.
89.
91.

DEC

.000
.000
.000
726
176
589
527
768
202
865
415
075
975
796
558
786
775
182
157
250
284
964
176
462
292
556
836
064
761
932
861
067
555
726
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LAC

.000

0.000

15.
19.
20.
16.
13.
18.
22.
21.
24.

o) e ) W ) TR V2 B V) B Y

16.
16.
27.
28.
28.
28.
32.
29.
26.
27.
29.
28.
28.
32.
26.

.000
273
881
648
980
567
003
696
297
600
.608
.333
.589
.579
.593
.911
.098
439
860
645
925
242
370
153
764
081
026
465
157
441
708
024

®© ®© ®© ®© ®© ®© ®O O ®© O ®© O ®O ®© 0O ® O O ®O O RBPR O @O OB O 0O ® O OO O OO

MNP

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.096
.121
.000
.000
.000
.345
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.448
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

®© ©®© ®© ®© ®© 0O O 0O 0O 0O 0O O 0O ®O O 0O O 0O O O O 0O O 0O O O OO O O O O OO

LIP

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.024
.000
.000
.081
.024
.000
.000
.097
.065
.089
.186
.000
.210
.016
.008
.000
.000
.000
.000
.024
.000
.089
.000
.186
.234
.008
.000
.000

19.
24.
27.
18.
10.
24.

Jury
® ©

A 00 0 OO U1 N OO O N 00 N Uy w 00N 0 O

=
a o

UAM

.000
.000
.000
248
199
682
331
081
015
.347
.897
.797
.897
.631
.780
.614
.147
.981
.347
.964
.497
.697
.981
.697
.414
.230
.514
.864
.047
.981
.614
.047
.081
.230



35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

.00
.00
.00
.00
.00
.25
.25
.25
.50
.50
.50
.75
.75
.75
.00

N N N N N N N NN DNMNMDNMNDNDNDNDDNDNNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNNNDNNDND R P
P ® ®© ®© ®© ®©0 ®© ®© ®© ®O0 O ®O ®® 0O ™

W 00 N N OO 1B DM W W NN R

Means with the same letter are not significantly different.

2 90.458 28.299 0.000
3 91.558 27.588 0.000
1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
1 17.606 0.000 0.000
2 18.815 0 2] 0
1 23.592 ] 4] 0
2 25.087 0 2] 0
1 20.423 ] 4] 0
2 19.164 0 2] 0
1 22.183 0 2] 0
2 17.073 ] 4] 0
1 23.239 0 2] 0
2 24.390 ] 4] 0
1 31.338 0 2] 0
2 31.359 ] 4] 0
1 28.169 0 2] 0
2 28.571 ] 4] 0
1 33.451 0 2] 0
2 34.843 ] 4] 0
t Tests (LSD) for DEC
Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 466.0496
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 10.874

Harmonic Mean of Cell Sizes 31.5

NOTE: Cell sizes are not equal.
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.024
.275
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

®© ® ®© ®© ®© ®© ®©O ®© ®©O O ®© O ®©& O ©o

(SR
NA

® ®© ®© ®© ®© 0O ®©O ®O©0 ®0 O O O ©

.664
.281
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000



t Grouping Mean N TRA

A 85.510 36 1

B 14.261 28 2

t Tests (LSD) for LAC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 59.07391
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 3.8714

Harmonic Mean of Cell Sizes 31.5

NOTE: Cell sizes are not equal.

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 19.079 36 1
B 0.000 28 2

t Tests (LSD) for MNP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.048773
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.1112

Harmonic Mean of Cell Sizes 31.5

NOTE: Cell sizes are not equal.

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.08361 36 1
A 0.00000 28 2
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t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 0.00335
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference 0.0292

Harmonic Mean of Cell Sizes 31.5

NOTE: Cell sizes are not equal.

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 0.04556 36 1
B 0.00000 28 2

t Tests (LSD) for UAM

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 62
Error Mean Square 21.82596
Critical Value of t 1.99897

Least Significant Difference  2.3532

Harmonic Mean of Cell Sizes 31.5

NOTE: Cell sizes are not equal.

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TRA
A 9.689 36 1
B 0.000 28 2

t Tests (LSD) for LAC
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Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 2.667502
Critical Value of t 2.06390

Least Significant Difference 2.7523

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TIM

A 30.096 3 5
A

B A 29.769 3 7

B A

B A 28.271 3 4

B A

B A 27.524 3 6

B

B 27.304 3 8
C 22.864 3 0.75
D 18.601 3 0.25
D
D 16.466 3 3
D
D 16.183 3 0.5
E 6.694 3 2
E
E 5.177 3 1
F 0.000 3 0

t Tests (LSD) for MNP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 0.090989
Critical Value of t 2.06390

Least Significant Difference ©0.5083
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Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TIM

A 0.4483 3 1

A

A 0.3737 3 0.75
A

A 0.1493 3 5
A

A 0.0320 3 0.5
A

A 0.0000 3 0.25
A

A 0.0000 3 2
A

A 0.0000 3 3

A

A 0.0000 3 4

A

A 0.0000 3 ]

A

A 0.0000 3 6

A

A 0.0000 3 7

A

A 0.0000 3 8

t Tests (LSD) for LIP

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 0.006317
Critical Value of t 2.06390

Least Significant Difference ©0.1339

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TIM

A 0.09967 3 8

134



A

A 0.09167 3 6
A

A 0.09167 3 2
A

A 0.08067 3 7
A

A 0.07800 3 3
A

A 0.05400 3 1

A

A 0.03500 3 0.75
A

A 0.00800 3 5

A

A 0.00800 3 0.5
A

A 0.00000 3 0.25
A

A 0.00000 3 ]

A

A 0.00000 3 4

t Tests (LSD) for UAM

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error Mean Square 8.617969
Critical Value of t 2.06390

Least Significant Difference 4.947

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N TIM
A 23.710 3 0.25
B 17.476 3 0.5
« 11.058 3 8
¢
« 9.347 3 0.75
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o O o o o0 0O 0O o0 60O 60O 60 606000

9.103

8.247

8.247

8.125

7.269

6.964

6.719
.000

[}

11.13.2.1. CORRELACION DEVARIABLES HASTA LAS 24 HOR AS.

Variable

Maximum

DEC
96.97500
PPM
153.33300
LAC
24 .60000
MNP
1.12100
LIP
0.08100
UAM
27.68200

6 With Variables:

6

Variables:

13

13

13

13

13

13

The CORR Procedure

DEC P
DEC P

PM
PM

LAC
LAC

Simple Statistics

Mean

71.40908

42.97638

13.65792

0.09362

0.00992

12.42262

Std Dev

40.74928

60.98973

9.22591

0.30983

0.02315

9.53598

LIP

Sum

928.31800

558.69300

177.55300

1.21700

0.12900

161.49400

Pearson Correlation Coefficients, N = 13

Prob > |r| under H@: Rho=0
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DEC

PPM

LAC

MNP

LIP

UAM

DEC

1.00000

-0.99977

<.0001

0.82991
0.0004

0.17256
0.5729

0.24492
0.4200

0.71951
0.0056

PPM

-0.99977
<.0001

1.00000

-0.82833

0.0005

-0.17331
0.5712

-0.24607
0.4177

-0.71713
0.0058

LAC

0.82991
0.0004

-0.82833
0.0005

1.00000

0.30753

0.3067

0.38823
0.1899

0.66899
0.0124
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MNP

0.17256
0.5729

-0.17331
0.5712

0.30753
0.3067

1.00000

0.91452

<.0001

-0.06586
0.8307

LIP

0.24492
0.4200

-0.24607
0.4177

0.38823
0.1899

0.91452
<.0001

1.00000

-0.06339
0.8370

UAM

0.71951
0.0056

-0.71713
0.0058

0.66899
0.0124

-0.06586
0.8307

-0.06339
0.8370

1.00000



