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Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) estan conformados por dos 0 mas anillos
aromaticos que se disponen en angulos, racimos o linea recta; son contaminantes de interés
ambiental por las afecciones causadas en los ecosistemas y la salud humana, su transformacion se
hace necesaria debido a las distintas fuentes de ingreso que tiene en el medio acuético; por esta
razon se propone la técnica de biotransformacion con lacasa proveniente de Fusarium sp vy
Bacillus sp, una enzima oxidasa que cataliza la reduccién de oxigeno a agua por medio de la
oxidacion de compuestos como HAPs. Para ello se identificaron los microorganismos Fusarium
sp y Bacillus cereus, posteriormente se evidencio la produccién de lacasa en medio sélido y se
realizaron pruebas fotométricas para cuantificacion de la enzima, usando filtracidén para obtener
extracto crudo enzimatico, adicionalmente se aplicd la técnica de particion de tres fases para
purificacion de proteinas y se uso la enzima purificada en la inoculacion de muestras de agua con
HAPs, procediendo a realizar medicion de las concentraciones de hidrocarburo en laboratorio
certificado y el respectivo analisis estadistico de los resultados. Se observo la formacién de halo
de coloracion por parte de B. cereus y se determind que Fusarium cuenta con una isoforma de
lacasa blanca o amarilla que no colorea el medio, en la medicion de actividad enziméatica ambos
microorganismos tuvieron productividad maxima el dia 17 con promedio de 39.68 U/L de Bacillus
sp y 17.36 U/L de Fusarium sp, mostraron rendimientos de 220% y 344% respectivamente en la
actividad enzimatica especifica del extracto purificado, a los que corresponden 0.58 y 5.18 grados
de purificacion. El andlisis quimico mostré que ambos microorganismos producen lacasa capaz de
disminuir los contaminantes poliaromaticos, incluso el benzo(a)pireno pese a su complejidad
estructural, particularmente la lacasa de Fusarium sp tuvo mayor eficiencia de remocion sobre
naftaleno y Bacillus sp sobre antraceno, ademas ninguna de las dos isoformas de la enzima fue
capaz de reducir la concentracion de benzo(g, h, i)perileno y indeno(1, 2, 3- cd)pireno. Finalmente
los andlisis estadisticos permitieron definir que la especie méas adecuada en la produccion de
enzima purificada es Bacillus cereus y que Fusarium sp cuenta con una isoforma mas eficiente

en remocion de hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Palabras clave: biotransformacion, lacasa, hidrocarburos aromaticos policiclicos,

remocion, purificacion.



Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are composed of two or more aromatic rings
arranged in angles, clusters or straight lines; are pollutants of environmental interest due to the
afections caused in ecosystems and human health, their transformation is necesary owing to the
different income sources in to water, for this reason is proposed a biotransformation technique
using laccase enzyme from Fusarium sp and Bacillus sp, an oxidase enzyme which catalyzes the
reduction of oxygen into water, through the oxidation of compounds as PAHSs. For that, the
microorganisms Fusarium sp and Bacillus cereus were identified, subsequently the production of
laccase in solid medium was evidenced and photometric tests were carried out to quantify the
enzyme, using filtration methodology to enzymatic raw extract obtaining, in addition the three-
phase partitioning technique was applied to the purification of proteins and the purified laccase
extract was used in the inoculation of water samples with PAHS, proceeding to the measurement
of hydrocarbon concentrations in a certified laboratory and the respective statistical analysis. Was
observed the formation of halo staining by B. cereus and it was determined that fusarium has a
white or yellow laccase isoform that does not color the medium, in the measurement of enzymatic
activity both microorganisms had maximum productivity on day 17 with average of 39.68 U / L
of Bacillus sp and 17.36 U / L of Fusarium sp, with yields of 220% and 344% respectively in the
specific enzymatic activity of the purified extract, corresponding to 0.58 and 5.18 degrees of
purification. The chemical analysis showed that both microorganisms produce laccase able to
reduce the polyaromatic contaminants, even of benzo (a) pyrene notwithstanding its structural
complexity, also the laccase from Fusarium sp had greater naphthalene removal efficiency and
Bacillus sp of anthracene; aversely, none of the two enzyme isoforms was able to reduce the
concentration of benzo (g, h, i) perylene and indene (1, 2, 3-cd) pyrene. Finally, the statistical
analysis allowed to define Bacillus cereus as the most appropriate species in the production of

purified enzyme and Fusarium sp isoform as more efficient in the removal of PAHSs.

Keywords: biotransformation, laccase, polycyclic aromatic hydrocarbons, removal,

purification.



Contenido

RESUMIBN ..o 4
AADSTFACT........cei et b bttt bbb bRttt e bbb b 5
INEFOTUCCION ... b bbbt b e e etk e bttt e e bt b e 12
CAPITULO 1: CONEXLO GENEIAL........cocveiceieciceeiceeeeeeeee st ses s 14
1.1.  Planteamiento del Problema ... 14
1.2, JUSEIFICACION ..ottt ettt b e et 16
1,30 OBJETIVOS ..ottt bbbt 18
1.3.1.  ODJEtiVO GENEIAL.....cuiiiiieee e 18
1.3.2.  ODbJetiVoS €SPECITICOS .....uiiuieiiiiiciece et re e 18

1.4, Marco ReferenCial ... 19
1.4.1. Marco CONCEPLUAL ..........ccviiieiicie ettt e e st neesre e e 19
1,420 IMAFCO TEOKICO ...euiiiieeiiete sttt bbbttt 21
I T |V - U ot o B =T - SR RPPR 24
CAPITULO 2: Caracterizacion de ESPECIES. ..........cceveeuevereeeeeeeeeeseseetssesessenesesseseessnesessenen. 30
2.1, FFUSAITUIM SPP. ittt bbbttt bbbttt e b ettt ene s 30
2.2, BACHIUS SPP. ..t 32

P O |V 1= (o (o] (oo Y F- USRS 34
2.3.1. Recoleccion de eJEMPIAIES .........ccoiiiiiiiiieee e 34
2.3.2. Aislamiento de MICrOOIGANISITIOS ......cc.eiviiuiriirieieieie ettt ens 35
2.3.3. Identificacion de géneros MIiCrobDIAN0S .........ccceiriririreiese e 35
2.3.3.1. GENEIO FUSAITUM.....ctiiiiiiiiiiiieieste ettt 35
2.3.3.2. GENEIO BACIHIUS ..o 36

2.4. ReSUItAOS Y ANALISIS.......cciiiiieiiiieece ettt ettt ereenas 39

2.4. 1. FUSAITUM SP. 1eiiiieitie ittt ettt sttt e s s et e e at e et e e s sb e et e e e nb e e sbeeanb e e beeenteenreeanes 39



2.4.1.1. Aislamiento y monitoreo del crecimiento micelial ............ccccccovvvevieviiieie e, 39

2.4.1.2. Identificacion del género microbiano..........ccccccovveiiiiciicce e 41
A - o | | U] o OSSPSR 45
2.4.1.1. Aislamiento y monitoreo del crecimiento bacteriano............cccoccovveveieeiveie i, 45
2.4.1.2. Identificacion del género bacteriano ...........ccovveveiive i 46
CAPITULO 3: Valoracion de la actividad enzimatica de 1acasa. ..............ccc.cceverrererrrrnnnsn. 50
3.1, BiOQUIMICA 08 LACASA ....cveueviieieiieie ittt 50
3.1.1. Mecanismo catalitiCo de LaCASA ........cccevrverieieiirieieiee e 51
3.1.1.1 Etapas de catalisis ENZIMALICA ..........ccoeiririieiree e 52
3.2. PUKIficaCion de ProteiNaS.........ccuiiieiiiiieieise e 53
3.2.1. Principio de la Particion de TreS FaSES ........cccvcvvviieiieiieiieie e 54
3.2.1.1. SUITALO 08 AMONIO ...eiiiiieiicieitee ettt e e 56
3.2.1.2. TEr-DULANON ... 56
3.2.1.3.Ventajas Y DESVENTAJAS .......cceeruiiriiiieeiecie st ste et et sre et reenne e 56
KT TN |V, =1 (oo (o] [T | - VOSSPSR 57
3.3.1. Preparacion de in0culo MIicrobiano ...........ccccveviiieii e 57
3.3.1.1. Conteo de conidias en hemocitometro o camara de Neubauer.............c.ccccccvvennee. 57
3.3.1.2. Conteo de colonias bacterianas en placa con diluciones seriadas. ....................... 58
3.3.2.  Valoracion cualitativa de produccion de 1acasa..........cccoceveveriieneenencienenn. 58
3.3.2.1. Siembra en medios de Cultivo SOHAOS..........cceviirrireieie e 58
3.3.2.2. INCICE A8 POLENCIA.........ceeeecececee et 59
3.3.3.  Valoracion cuantitativa de produccion de lacasa ...........c.ccoovvveieienenciencnen 59
3.3.3.1. Siembra en medios de cultivo liQUIdOS...........cccoiiiiiiiiie 59
3.3.3.2. Medicion fotométrica del extracto eNZIMALICO.........ccocereiiiirinieiee e 60

3.3.4. PUNITICACION 8 LACASA.......cc e ettt e e 61



3.3.4.1. Particion TrifaSiCa (TPP) ....ccucoi ettt 61

3.3.5. Actividad enzimatica eSpecifiCa (SEA) .....coceiiieiiese e 62
3.3.5.1. Determinacion de la biomasa €N PeS0 SECO ........ccveveeieiieieeie e 62
3.3.5.2. Tratamiento de ALOS .........ccccuiverieiiiieiee e 62
3.4, ReSUItAA0S Y ANALISIS.....ccuiiiieieieieiieie ettt ne e aneas 63
3.4.1. Cuantificacion de células miCrobianas ..........ccccoeeeiriiiiiinc e 63
3.4.2.  Valoracion cualitativa de produccion de 1acasa..........cccocerrviiiieneicnencienenen, 63
3.4.3.  Valoracién cuantitativa de produccion de 1acasa ...........ccocevvevreneienencienennn 66
3.4.4.  Purificacion enzimatica por Particion Trifasica .........cocoovviiiiiieinencenee, 69
CAPITULO 4: Efecto de Lacasa microbiana sobre HAPS. ...........ccccoceveveeveeeeeeeeesereneen, 73
4.1. Propiedades Fisico-Quimicas de 10S HAPS..........cccccoeiiieie i 73
4.1.1. Técnicas de analisis quimico de HAPS €N agua...........cccocveveiieineiesie s 74
4.2. Biotransformacion de HAP en el agua..........cccccocviiiiiicic e 75
O TN |V =1 (o [o] oo - VUSSR 77
4.3.1.  Preparacion del analito...........ccoooieiiiiie i 77
4.3.2. Biotransformacion de HAP con el uso de 1acasa ...........ccccovveieiniiciciincncisee, 77
4.4, ResSUltadoS Y ANALISIS ......c.ccviiiiieii et 78
CAPITULO 5: Seleccion de especie con analisis eStadiStiCo. ..............cccevvvrvererrereeineeennnnn. 84
5.1. Pruebas de estadistica inferencial..............ccooeoiiiiiiciiiie s 84
5.1.1.  Anélisis de varianza (ANOVA) ..ot 84
5.1.2.  Pruebat de STUABNT ........ooiiieiiiee s 85
5.2, MEEOUOIOGIA. ... ettt bbbt 85
5.2.2. Prueba de ANOVA UNIfactorial ... 87
5.2.3.  Pruebat de Student para muestras independientes ...........cccccooerereienenennnnn 88

5.3, ReSUItadoS Y ANALISIS.......cciiiiiieii ettt 88



5.3.1. ANOVA de produccion de lacasa microbiana............ccccccoocvvivevveieniiesncne s 88

5.3.2. ANOVA de concentraciones de HAPS..........cccooiiiiiciiinciees e 90
5.3.3.  Pruebat de Student de porcentajes de remocion de HAPS...........c.cccccvevvevinnee. 91
CAPITULO 6: Conclusiones y RECOMENUACIONES .............cveveervrvieeiereireeiseseseeseeissessessnsessnen. 92
6.1, CONCIUSIONES ...ttt bbbttt b e bbb b ene s 92
6.2.  RECOMENUACIONES ......ouiiiiiiieiieiieiet ettt r bbb ene s 93
BIDIIOGIATA ...t bbb 95
ANEXOS ..ttt bRt bt b e eR e b et e e nhe e be e teeanne e 112
Anexo 1: Composicion de Medios de Cultivo para Lacasa ..........c.ccocevvvereneiencieneeneenns 112
Anexo 2: Preparacion de SOIUCIONES ..........coceiiiiiiiiie s 114
Anexo 3: Conteo de esporas de FUSAMTUM SP ......coveiiiieiieie e 116
Anexo 4: Datos de Actividad ENZIMALICA...........cooereiiiiiiiieeeseeese s 117
Anexo 5: Analisis de HAP en laboratorio certificado .............ccoceoieieiiiiiincinc e 118
Anexo 6: Analisis EStadiStiCo 8N SPSS ..o s 120

indice de Tablas

Tabla 1. Normatividad Nacional e Internacional sobre HAPs en el Agua. .........ccccccceveviveiieenne, 25
Tabla 2. Clasificacion Taxondmica del GEnero FUSarium. ™ ............ccocereirenniinieneinese e 31
Tabla 3. Clasificacion Taxondmica del Género Bacillus.*..............ccoeieiriiniiiienninenereesen 33
Tabla 4. Fases de crecimiento para BacilluS SPP. ...c.ccoveiveiuiiiiiicsecie e 34
Tabla 5. Descripcidn del monitoreo de Fusarium sp en agar PDA.* ........cccooviveieeve e, 40
Tabla 6. Descripcién microscopica de FUSArUM SP. .....ccveiiiierieiiirieiee e 43
Tabla 7. Pruebas Bioguimicas para BaCillus SP. .........ccccoviiiiiiiiiieee s 47
Tabla 8. Identificacion de especie bacteriana mediante el sistema Crystal ™. * ..............ccco....... 48
Tabla 9. Nomenclatura para [aCasa.™ ..........ccoocveiiiiiiiiie e 50
Tabla 10. Ecuacion de actividad enzimatica para 1acasa.™ ..........ccooeverinenininieiene e 61

Tabla 11. Medicion del diametro de crecimiento frente al halo de coloracion de Bacillus sp.* . 65



Tabla 12. Actividad enzimatica de extracto crudo de 1acasa.™ ..........ccccovveriniinieienene s 67
Tabla 13. Actividad enzimatica de purificacion de proteinas por TPP........c.ccccvvveveiveieeiieennnn, 69
Tabla 14. Tratamiento de datos de acividad enzimatica antes y después de purificacion.* ........ 71
Tabla 15. Biomasa en peso seco Yy actividad enzimatica especifica (SEA).* .....c.ccccocevvvevvvrnnne. 71
Tabla 16. Propiedades fisico-quimicas de algunos HAPS............ccceiiie e 73
Tabla 17. Célculo de U/L de lacasa por muestra de HAPS. ™ ........cccccovieiivere s 78
Tabla 18. Resultados del analisis qUIMICO de HAPS. ... 79
Indice de Figuras
Figura 1. Estructuras Microscopicas del GEnero FUSarium.™ ...........ccccovierennienensiene e 30
Figura 2. Ciclo de vida de FUSAIUM. ™ .........oiiiiiiiiieeee e 32
Figura 3. Montaje de agar clavel para FUSArium SP.* ........ccceiiiieiieiecie e 36
Figura 4. Tincién de Shaeffer y Fulton para esporas de Bacillus sp.* ........ccccooovvveiiiiiciicieennns 37
Figura 5. BBL™ Crystal™ para Gram poSitiVOS. ............cccceeverriieesssssssesssses s, 38
Figura 6. Patrones de la Escala de McFarland.™ ... 39
Figura 7. Crecimiento de FUSAIUM AL ... 41
Figura 8. Crecimiento de Fusarium sp. en Agar Clavel y Rosa de Bengala.*...............ccccceuvenene 42
Figura 9. Tincion de Gram para BacCillus SP.* ..o 45
Figura 10. Crecimiento de BacCilluS SP. ™ ........cooiiiiiiiiie e 46
Figura 11. Prueba en agar sangre para B hemdlisis y de lugol para amilasa.* ..............cc.coeee 47
Figura 12. Prueba de peroxido para catalasa: poSItiva.™..........cccceovveiieiiiecce e 48
Figura 13. Prueba BBLTM CrystalTM: observacién bajo luz ultra violeta.* .............c.cccceene. 48
Figura 14. Prueba BBLTM Crystal TM: observacion directa.™ ...........cccooeeereeienennicieneceenes 49
Figura 15. Estructura de 10s centros activos de 1acasa.™...........cccceveieienenininiciee e 52
Figura 16. Mecanismo catalitico de Lacasa.™...........cccccveveiieiiiiie i 53
Figura 17. Representacion grafica del sistema TPP.* .........cccccooiiiiiiiice e 54
Figura 18. Representacion esquematica de las reacciones de TPP.* .......ccccoovvvivienenc e 55
Figura 19. Crecimiento de Fusarium sp para valoracion cualitativa de lacasa.*..............cc.c....... 64
Figura 20. indice de potencia para BaCillUS SP.* ..........ccvoveireieeeereeeeeeeeeseeeese e 65
Figura 21. Crecimiento de Bacillus sp para valoracion cualitativa de lacasa.™...............ccccec.... 65
Figura 22. Extractos enzimaticos mediante la técnica de filtracion.* ...........cccccoovveiiiiiicinnnene 67



Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.

FOrmacion de tres faseS €N & TPP. ... ..ot 69

Actividades enzimaticas del extracto de lacasa crudo y purificado.* .............c.......... 70
Productos de 1a oXidaCion de HAPS.™ .........ccoeiiiirerese e 76
Montaje de preparacion de agua contaminada con HAPS. ™ ..........cccccevevenevenninannns 77
Comparacidn de concentraciones de HAPS.®..........cooiieii i 80
Comparacidn porcentajes de remocion de HAPS. ™ ........ccccovieie e 81
Oxidacidn con lacasa de DeNzo(a)PIrEN0. ......cccveveieiererese et 83
Procedimiento prueba de normalidad en SPSS.* ... 86
Procedimiento prueba de ANOVA unifactorial en SPSS.* ..........ccccoveiiiievvccecnnn, 87
Procedimiento prueba t de Student para muestras independientes en SPSS.*.......... 88



Introduccion

Este trabajo menciona en primer lugar la importancia sanitaria de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs)?, que pueden provocar afecciones de tipo mutagénico, cancerigeno
e inmunosupresor, ademas de sus caracteristicas de bioacumulacion en animales con altos
contenidos de grasa (Vives, Grimalt, & Guitart, 2001); por lo tanto se hace necesario encontrar

alternativas para su eliminacion, dando relevancia a las metodologias de biodegradacion.

Es bien sabido que los microorganismos son la principal herramienta en los procesos de
biorremediacion, por el gran potencial biotransformador que poseen, aun asi es debido
relacionarlos con los contaminantes sobre los que mejor ejercen su efecto. En este sentido se ha
encontrado que los microorganismos degradadores de lignina pueden tener efectos positivos en la
descontaminacidn de areas con presencia de HAPs, gracias a la sintesis de enzimas ligninoliticas

entre las que se destaca la lacasa (Antonio Revuelta, 2013).

Ahora bien, para identificar los organismos optimos en produccion de enzimas con la
capacidad de degradar HAPs hasta la inocuidad, es preciso analizar diferentes cepas microbianas
que sean de facil adquisicion y que a partir de su metabolismo puedan sintetizarlas. (Rodriguez
Séanchez, 2010). Teniendo en cuenta estas caracteristicas, la enzima lacasa cuenta con propiedades
biocataliticas, que pueden actuar oxidando los hidrocarburos arométicos policiclicos (Martinez
Ruiz, 2013), ademas se conoce su obtencion por parte de los hongos del género Fusarium sp en
grandes cantidades (Paez Llerena, 2012) y por parte de bacterias del género Bacillus sp con la

particularidad de ser termoestables (Peralta Villalobos, 2015).

A partir de lo anterior se plantea como finalidad de la investigacion evaluar la produccion
de lacasa proveniente de microorganismos ligninoliticos a fin de implementarlos en

biotransformacion de HAPSs en agua contaminada.

Para cumplir con el propdsito central, se presenta la identificacién de la cepa bacteriana
Bacillus sp y la micética Fusarium sp, obtenidas a partir de muestras ambientales y manejadas
mediante técnicas de aislamiento. Posteriormente la puesta en crecimiento para la produccion

enzimatica respectiva, se basa en el uso de sustratos con las pertinentes fuentes de carbono,

! Encuéntrese también como hidrocarburos aromaticos polinucleares, HPAs (hidrocarburos poliaroméaticos) o PAHs
por sus siglas en inglés.



nitrégeno y e inductores enzimaticos; en este proceso la valoracion cualitativa y cuantitativa de
sintesis de lacasa es vital para proceder a seleccionar una técnica de purificacion que permita la
adquisicion de la enzima con la menor cantidad de material celular posible. Asi, las medidas de
actividad enzimética (EA), actividad enzimatica especifica (SEA), porcentaje de rendimiento (R)
y veces de purificacion (P), dan cuenta de las facultades que tienen estos géneros microbianos para

producir cantidades variadas de enzima, antes y después del proceso de purificacion aplicado.

Una vez conocida la capacidad enzimatica de los microorganismos estudiados, se requiere
utilizar el extracto de lacasa purificado para disminuir la concentracion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, y evaluar de esta forma la tasa de biotransformacion relacionada con la
enzima de cada género microbiano. Finalmente es indispensable la elaboracion de un analisis
estadistico profundo que permita asegurar cual de los dos géneros produce mas cantidad de enzima

y que magnitud tiene en la disminucién de la concentracion de HAPs en agua.



CAPITULO 1: Contexto General
1.1.Planteamiento del Problema

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) son contaminantes de gran importancia
ambiental por su alta persistencia y amplia distribucion, que pueden llegar al medio por causa de
eventos naturales (erupciones volcanicas, incendios forestales y aumento de temperatura de
materia organica), actividades antropogénicas (combustion de derivados del petréleo y del carbon,
uso de agroquimicos con altas concentraciones de naftaleno, derrames de crudo, entre otros.) e

incluso pueden derivarse de pinos, eucaliptos y plantas aromaéticas.

Ahora bien, a nivel global el ingreso de HAPs en el agua se relaciona mayormente con
fugas de petréleo accidentales, provenientes de tanques de almacenamiento o de buques
transportadores (Eibes Gonzélez, 2007), y se calcula que anualmente el mar recibe seis millones
de toneladas de crudo. En América Latina son de gran importancia los derrames ocurridos en el
Golfo de México, debido a su diversidad en recursos marinos y costeros que funcionan como
areas de reproduccion y habitat de muchas especies, factores que se vieron afectados en 1979 por
el vertido mas grande de su historia con 186 millones de galones, y en 2010 con el ingreso de
102.325 galones de crudo (Villamar, 2011). De igual forma en otros paises latinoamericanos se
han visto los efectos de las fugas accidentales e incluso intencionales, no solamente en zonas
marinas, incluyendo el Rio Guarapiche en Venezuela, la Amazonia Peruana y el Rio ElI Meta en
Casanare, Colombia (Vera, Tam , & Pinto, 2008).

Para entrar en otro contexto, Colombia es un pais con suelo de vocacion agricola, lo que
implica el aumento gradual en la demanda de plaguicidas, reflejandose en un incremento reportado
por el Banco Mundial de 360% entre uso e importacion desde hace 20 afios (Agencia de Noticias
UN, 2015). Las actividades de este sector también representan el empleo de técnicas como la roza-
tumba-quema (RTQ o tumba-quema) un sistema de control de tierras que consiste en desmontar
los terrenos y tumbar la vegetacion en los mismos para proceder a una pudricién natural o quema
inducida (Rivas, 2012). En este sentido la problematica se centra en el uso de HAPs para la
fabricacion de plaguicidas (Waxman, 2013), que introducen los contaminantes en cuestion al
medio acuatico por los distritos de riego, contando también con que la combustion de residuos

agricolas, restos de madera y el aumento de la temperatura de desechos organicos producen



hidrocarburos poliaromaticos que son adheridos a particulas que alcanzan los cuerpos de agua
(Lopez, 1998).

En lo respectivo al uso de combustibles dentro del territorio colombiano, la UPME (Unidad
de Planeacion Minero Energética) proyecta un aumento porcentual en el consumo de diésel y
gasolina de méaximo 7,5% y 9,1% respectivamente para 2030 (Garcia Botero, Obando Anzola,
Martinez, & Rodriguez, 2015). Conjuntamente, de acuerdo con el RUNT (Registro Unico
Nacional de Transito), el 2016 cerr6 con un total de 12°623.300 vehiculos en circulacion, que
incluyen motocicletas, vehiculos familiares, maquinaria, remolques y semirremolques, de los
cuales 1°162.984 se encuentran en el departamento de Cundinamarca, con un porcentaje del 9,2%
frente a los demas departamentos (Redaccién Negocios y Economia, 2016). Lo anterior tiene
representatividad en la problematica, al comparar con los datos establecidos por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) que identifica los 16 HAPs prioritarios,
provenientes exclusivamente de la combustion de fuentes moviles que transitan con diésel y
gasolina (Quijano Parra, Quijano Vargas, & Meléndez Gélvez, 2016). El intenso trafico vehicular
en las carreteras colombianas junto con las corrientes de aire, favorecen que los hidrocarburos
poliaromaticos sean depositados en sitios alejados de su fuente, llegando a diversos cuerpos
fluviales y terminando en cuerpos de agua de abastecimiento para consumo humano (Araujo,

Yegres, Barreto, & Antequera, 2016).

Sumado a lo anterior, desde el siglo XX en el pais se ha presentado la deforestacion de
grandes extensiones de bosques alto andinos, que en los afios 1950-1960 fueron reemplazados por
plantaciones de coniferas (Ledn , Gonzalez, & Gallardo, 2011); el departamento de Cundinamarca
se encuentra entre los que mas han experimentado reforestacion con estas especies, destacando
Pinus caribaea, Pinus oocarpa, Pinus patula y Pinus radiata (Gomez, Rios, & Pefia, 2012). Estas
plantaciones monoespecificas de coniferas han generado polémica sobre los efectos ambientales
a posteriori que podrian tener (Gutiérrez Morales, 2012), incluyendo las cantidades variables de
trementina proveniente de la estructura lefiosa de los pinos resinosos (Zaid Nufiez, 2004), se trata
de una sustancia semisélida de alta viscosidad constituida por una mezcla de hidrocarburos
terpénicos y acidos resinicos principalmente el acido abiético, un HAP derivado del fenantreno
(Vian Ortufio, 2006).



Estos contaminantes son de naturaleza lipofilica, por lo cual mientras algunos se evaporan
hacia la atmdsfera desde la superficie hidrica, la mayoria se adhiere a particulas que precipitan al
fondo de los cuerpos de agua (Agencia para Sustancias Tdxicas y el Registro de Enfermedades,
2016), lo que los hace ademas perjudiciales para los seres vivos con tejidos ricos en grasa, como
reses, bovinos y peces, siendo mas perjudiciales para estos tltimos. Asi mismo el consumo humano
de agua y el contacto con material contaminado con HAPs puede causar distintas afecciones a
largo plazo, aumentando la actividad carcinogénica, mutagénica e inmunosupresora. (Vives,
Grimalt, & Guitart, 2001).

Adicionalmente a los hidrocarburos aromaéticos polinucleares se les ha atribuido
implicaciones en la génesis de tumores cancerigenos cutaneos, con clasificacion en los grupos 2A
(benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno) y 2B (benzo[b]fluoranteno,
benzo[j]fluoranteno y benzo[K]fluoranteno) de posibles carcindgenos en humanos? (Plaza, 2008).
Particularmente el benzo[a]pireno es considerado como agente mutagénico de proteinas, por
metabolizarse en productos que se unen a residuos y producen sustitucion de bases del ADN por
otras, asi como eliminaciones o introduccion de las mismas (Mathews, Van Holde, & Ahern,
2002); en mamiferos la absorcion de este compuesto varia entre el 12 y el 99%, dependiendo la
especie y la dosis de exposicion, principalmente por via oral (Pérez-Morales, Morales Gémez, &
Haza Duaso, 2016).

1.2. Justificacién

El decreto 1594 de 1984 en su articulo 20 considera los hidrocarburos poliaromaticos como
sustancias de interés sanitario en el agua frente a la destinacion del recurso hidrico en Colombia,
con usos para consumo humano, domeéstico y agricola segun el decreto 3930 de 2010. De manera
analoga, el articulo 5 de la resolucion 2115 de 2007 contempla los HAPs dentro de las
caracteristicas quimicas de sustancias que tienen reconocido efecto adverso sobre la salud humana,
y reglamenta el valor maximo aceptable de poliaromaticos en el agua para consumo humano hasta
0,01 mg/L. Dado que el recurso en Colombia tiene mayor demanda en la zona hidrogréfica

Magdalena-Cauca (67% del total nacional), con alto uso en los sectores agricola (46,2%), energia

2 La Organizacion Mundial de la Salud clasifica ciertos agentes en la Evaluacion de Riesgos Carcinogénicos en
Humanos con los siguientes grupos: 1A como carcinogénico, 2A como probablemente carcinogénico, 2B como
posiblemente carcinogénico, 3 como no clasificable en cuanto a su carcinogenicidad y 4 como probablemente no
cancerigeno (International Agency for Research on Cancer, 2017).



hidro y termoeléctrica (22,9%) y doméstico (10,9%), la aplicacion de tratamiento en los cuerpos
hidricos afectados por PAHSs se encuentra necesaria, por la exposicion constante de la poblacion
ante estos contaminantes (IDEAM, 2015).

Para disminuir la concentracion de HAPs en el agua, se distinguen los tratamientos de tipo
bioldgico, que tienen como fin remover o estabilizar materiales contaminantes con el uso de
organismos Vvivos en accion directa o indirecta (Mufioz Couto, 2009). Entre ellos se destaca la
técnica de biodegradacion o biotransformacion de sustancias, mediante la accién de
microorganismos o productos metabdlicos como las enzimas (Repetto Jiménez & Repetto Kuhn,
2009), por ser una estrategia conveniente que genera poca perturbacion en los cuerpos hidricos y
previene la contaminacién de otros medios por la no introduccién de sustancias quimicas en el
entorno (Mayolo, Machin, Rito, & Trejo, 2009).

En este sentido, Segln Davila y Vazquez-Duhalt, en las tltimas décadas se ha demostrado
el potencial de los organismos ligninoliticos, para biotransformacion de contaminantes hasta la
inocuidad, y para su uso en procesos biotecnoldgicos, destacando hongos de la pudricion blanca

de la madera y especies de bacterias ubicuas (Antonio Revuelta, 2013).

Particularmente la enzima lacasa, posee un sistema enzimatico que ha sido de los mas
estudiados desde 1885, encontrando gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas por sus
caracteristicas biocataliticas, dentro de las que resalta la degradacion de PAHs por medio de la
oxidacion, con la ventaja de que al combinar lacasa con productos adicionales serd posible
aumentar la actividad catalitica de la enzima (Martinez Ruiz, 2013). Al ser proveniente de
microorganismos de la podredumbre blanca de la madera, la presencia de este tipo de especies en
el entorno de los cuerpos hidricos tiene mayor probabilidad, contribuyendo a la disminucién en el

uso de materiales introducidos (Arana, Tellez, & Gonzélez, 2002).

De los microorganismos estudiados en general, se ha encontrado que los hongos son los
méas usados para la produccién de la enzima en cuestion, proveniente de hongos del filum
Basidiomycota y Ascomycota, a este ultimo perteneciente el género Fusarium, con la capacidad
de producir grandes cantidades de lacasa de forma intra y extracelular (Paez Llerena, 2012).
Complementario a esto, la lacasa bacteriana intercelular es producida por los géneros

Azospirrillum y Bacillus, para el interés de esta investigacion se selecciona el segundo de ellos,



gue permite obtener una de las enzimas bacterianas mas termoestables conocidas y con vida media

superior a la mostrada por lacasas fungicas (Peralta Villalobos, 2015; Tangarife Morales, 2016).

Favorablemente la produccion de lacasas genera bajos costos econémicos, comparado con
alternativas fisicoquimicas para la eliminacion de HAPs, por lo que puede ser aceptada facilmente
por las comunidades aledafias a cuerpos de agua contaminados, facilitando su aplicacion y
permitiendo la acogida de préacticas culturales orientadas a la recuperacion de la potabilidad del
agua (Volke Sepulveda & Velasco, 2002). Conjunto a esto, la evaluacion de los efectos de la
enzima producida por diferentes microorganismos sobre los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
ayudard a esclarecer las ideas sobre biotransformacion de contaminantes organicos persistentes y
a determinar sus posibles efectos positivos en la calidad fisicoquimica del recurso hidrico, sin

alterar negativamente la composicion microbioldgica del mismo.

1.3.0bjetivos
1.3.1. Objetivo General

Evaluar la sintesis de lacasa a partir de microorganismos ligninoliticos a fin de
implementarlos en la biotransformacion de hidrocarburos aromaéticos policiclicos en agua

contaminada.
1.3.2. Objetivos especificos

. Objetivo 1: Aislar y caracterizar microorganismos fungicos y bacterianos, pertenecientes

a los géneros Fusarium sp y Bacillus sp respectivamente, a partir de muestras ambientales.

. Objetivo 2: Valorar cualitativa y cuantitativamente la capacidad de produccién y la

actividad enzimatica de lacasa en las especies seleccionadas.

. Objetivo 3: Analizar los efectos de la enzima proveniente de cada especie, en la
biotransformacion de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos contaminantes del recurso hidrico.

. Objetivo 4: Seleccionar estadisticamente la especie mas eficaz en la produccion

enzimatica, con base en el efecto sobre los contaminantes poliaromaticos.



1.4.Marco Referencial
1.4.1. Marco Conceptual

En el Decreto numero 1575 de 2007, articulo 1° se establece como agua natural, la no
sometida a proceso de tratamiento para su potabilizacion. Consecuentemente, para efectos de la
presente investigacion, agua natural hace referencia a un sistema de alta complejidad, que
representa un recurso natural variable en cantidad a nivel local y calidad en términos globales,
formado por una fase acuosa, una gaseosa y una o varias solidas, que se encuentran en constante
interaccion regida por leyes termodindmicas, cuya composicion quimica es alterada de acuerdo a
diversos factores hidrogeoldgicos, geoldgicos, geomorfolédgicos, pedoldgicos, microbioldgicos,

climaticos y ambientales (Fagundo Castillo & Gonzélez Hernandez, 2002).

Por otra parte, al hablar de contaminacion hidrica las definiciones son mdltiples, a

continuacion se presentan algunos autores:

En el C.E.E de Las Naciones Unidas, 1961 se menciona que “Un agua estd contaminada
cuando se ve alterada su composicién o estado, directa o indirectamente, como consecuencia de la
actividad humana, de tal modo que quede menos apta para uno o todos los usos a que va destinada,

para los que seria apta en su calidad natural” (Orozco, Pérez, Gonzalez, Rodriguez, & Alfayate,

2003).

Ademas, la Carta Europea del Agua 1968 afirma que “La Polucion consiste en una
modificacion, generalmente provocada por el hombre, de la calidad de agua, haciéndola impropia
0 peligrosa para el consumo humano, la industria, la agricultura, la pesca, las actividades

recreativas asi como para los animales domésticos y la vida natural” (Castells, 2000).
Sanchez y Gandara, 2011, definen la contaminacién como:

“Presencia en el agua de materiales dafiinos que producen efectos adversos sobre mantos
acuiferos, cuerpos de agua, ecosistemas y salud publica; se asocian con el desarrollo de actividades
agricolas cuyos principales contaminantes son residuos agroquimicos y restos de suelos
erosionados, con descargas industriales que contienen sustancias toxicas persistentes y

bioacumulables; y con aguas urbanas con contenidos de materia organica y bacterioldgica,



principalmente, asi como algunos toxicos que provienen de las descargas industriales conectadas

a las redes municipales de alcantarillado”.

Ahora bien, teniendo en cuenta que las definiciones anteriormente descritas parten
principalmente de la presencia de materiales adicionales a la composicién del agua superficial, que
consideran las actividades humanas como principal fuente de contaminacion directa o indirecta y
que los efectos de la misma dependen del uso para el que se destine el recurso, la investigacion
estara basada en la Norma Técnica Colombiana 813, que conceptualiza la contaminacion hidrica
como “la alteracion de las caracteristicas fisicas, quimicas o biologicas del agua, resultante de la
incorporacion en la misma de productos o residuos que ocasionen o puedan ocasionar molestias

directas o indirectas, enfermedades y atin la muerte de seres vivos” (ICONTEC, 2015).

En cuanto a los tipos de contaminantes que puede presentar el recurso se encuentran sélidos
en suspension, organismos vivos y componentes quimicos (Food & Agriculture Org., 1993),
siendo estos Ultimos de interés primordial para la investigacion, los cuales incluyen Contaminantes
Organicos Persistentes, que segun el convenio de Estocolmo del 22 de Mayo del 2001 son
compuestos organicos con propiedades toxicas, resistentes a la degradacion, que pueden llegar a
bioacumularse y son transportados internacionalmente por aire, agua y especies migratorias
llegando a ecosistemas terrestres y acudticos (Sanchez, 2008). Los COPs se subdividen en

Hidrocarburos Poliaromaticos e Hidrocarburos Halogenados (Albert, 1998).

Los Hidrocarburos Poliaromaticos también se conocen como Hidrocarburos Aromaéticos
Policiclicos, son contaminantes atmosféricos prioritarios debido a su incidencia carcinogénica,
mutagénica y teratogénica en la salud humana (Diaz, Alfaro, & Garza, 2001), formados por dos
0 mas anillos bencénicos condensados en forma recta angulados o racimados (Mastandrea et al.,
2005).

Los tratamientos de contaminantes representativos en torno al recurso hidrico, son los de
tipo biolégico, también denominados tratamientos secundarios, que segun Mufioz Couto (2009)
tienen como objetivo principal la remocion o estabilizacion de la mayor parte de materia
contaminante en el agua residual por medio de organismos vivos con la accion directa o indirecta,
es asi como Ortiz, Sanz, Dorado , & Villar en 2007 resaltan como tratamiento para aguas
contaminadas los procesos in situ, que son realizados en el lugar donde se presenta la

contaminacion, dentro de los que se destacan las alternativas de biotransformacion, definida por



Nagel (1991) como “cualquier transformacion quimica de una sustancia producida por seres vivos

o0 por preparaciones obtenidas de estos” (Repetto Jiménez & Repetto Kuhn, 2009).

Al tratarse de preparaciones obtenidas por organismos se habla de las enzimas, que son
proteinas catalizadoras de reacciones quimicas bioldgicas mediante la formacion o rompimiento
enlaces covalentes, (Mendoza Patifio, 2008) y cuya actividad se encuentra sujeta a regulacion, es
medida por medio de la Unidad internacional de actividad enzimatica definida como la cantidad
de enzima necesaria para catalizar un micromol de sustrato por minuto a 25°C y en condiciones
estandarizadas (Macarulla, Marino, & Macarulla, 2002) (Sapag & Schmidt, 2002).

La enzima objeto de estudio de la investigacion es producida por organismos ligninoliticos,
Unicos capaces de degradar y mineralizar la lignina, destacandose los hongos de la pudricion
blanca, produciendo enzimas extracelulares, entre ellas la lacasa, con capacidad de degradar

ademas de la lignina, compuestos fendlicos (Gutiérrez & Martinez, 1996).

Camarero Ferndndez & Carias, 2012 definen las lacasas como “oxidasas multicobre que
catalizan la reduccion del oxigeno a agua a traves de la oxidacion de fenoles substituidos, entre
otros compuestos”, recalcando que son herramientas biotecnoldgicas importantes en procesos de
biocatalisis industrial y ambiental, con alta eficacia en la degradacion de tintes industriales y
PAHSs.

Finalmente, para la obtencion de enzima purificada es empleada la TPP o particion de tres
fases, que Yadav, Gupta y Khare (2017) describen como un proceso para conducir moléculas de
proteinas presentes en una solucién acuosa u otro hacia una fase intermedia, utilizando cantidades
especificas de terc-butanol y sulfato de amonio, lo que genera la division de la solucion en tres
fases, obteniendo material organico en la fase superior, proteico en la fase intermedia y el restante

en la fase acuosa.
1.4.2. Marco Teodrico

Trujillo Mejia en 2010 menciona los HAPs como compuestos provenientes de la
incineracion incompleta del carbén, petroleo, gas, madera, basuras y demas sustancias organicas,
que pueden ingresar al medio acuatico por medio de las descargas de plantas industriales y de
materia organica producto del tratamiento de aguas residuales, y recalca que son compuestos de

alto riesgo para la salud publica, por ello se encuentra regulada su cantidad permisible en el agua



potable por el Decreto 1575, resolucion 2115 de 2007, mencionando en el articulo 5 que los HPAs
no deben sobrepasar la concentracion de 0,01 mg/L en ningln acueducto del pais. De esta manera
decidio realizar el estudio de la concentracion de hidrocarburos poliaromaticos en el Rio Otun,
antes y después de entrar en contacto con los afluentes de Dosquebradas, Pereira y el Parque

Industrial, y posteriormente al tratamiento prestado por el acueducto.

Para la eliminacion de este tipo de compuestos se han desarrollado varias técnicas de
biorremediacion, proponiendo el uso de organismos ligninoliticos como alternativa para la
biotransformacién de HPAs, en este sentido, Mayolo, Machin & Rito (2009) formulan el uso de
Agaricus bisporus, un hongo de la pudricion blanca de la madera como fuente de enzima Lacasa
para la oxidacion de Benzo(a)Pireno , obteniendo el extracto crudo liofilizado y extracto
parcialmente purificado de la composta residual del organismo, obteniendo como resultados del
estudio, la oxidacion del 45% de BaP en aproximadamente 120 horas de reaccion, teniendo en
cuenta gue se trata de uno de los compuestos poliaromaticos de mayor complejidad, lo que dificulta

su oxidacion.

Rodriguez Sanchez (2010) en su tesis doctoral de la Universidad Complutense de Madrid,
tiene como objeto la descripcion de la capacidad de los hongos del género Pleurotus para degradar
compuestos contaminantes y estudiar el papel de las enzimas lignoliticas en el proceso. Para ello
emplea como modelos los compuestos 2,4 diclorofenol y benzo(a)pireno, a los que son sometidas
las especies P. eryngii, P. pulmonarius, P. ostreatus y P. sajor caju, resultando desfavorable
Unicamente para la especie P. sajor caju la adicién de 2,4-DCF en la sintesis enzimética, mientras
que para P. pulmonarius se evidencié el incremento de la actividad tras la adicion de BaP. También
se diferencid la produccion de 3 isoenzimas de lacasa producidas por la especie P. eryngii, siendo
mas eficiente en el proceso degradativo de 2,4 DCF la isoenzima 1, cabe resaltar que para los
estudios con BaP se realizd previamente una prueba con ABTS detectandose igualmente mayor
eficacia para la isoenzima 1. Finalmente se concluy6 un efecto mayor de las enzimas sobre el
compuesto 2,4-DCF por parte de P. eryngii, P. pulmonarius y P. ostreatus, y en menor medida

transformando el BaP.

La produccion de variadas isoformas de lacasas es evaluada por Vidal, Flores & Trejo
(2009) para el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en diferentes especies de los géneros

Agaricus, Pleurotus, Lentinula y Trametes incluso infeccién de Trichoderma sp, con mayor



cantidad y versatilidad en la sintesis enzimatica por parte de la interaccion Pleurotus-Trichoderma
y Agaricus-Trichoderma, demostrando finalmente un aumento en la generacion de isoformas con

basidiomiceto-Trichoderma.

Respecto a las variantes de lacasa, Gupta y Farinas (2010) del Instituto de Tecnologia de
New Jersey, analizan la biblioteca de isoformas del tipo CotA producida en la capa exterior de
Bacillus subtilis, como elemento esencial para la biosintesis del pigmento maron caracteristico de
las esporas, valorando ademas la especificidad del sustrato para las proteinas, encontrando que se
estrecha a medida que son inmovilizadas por causa de la tolerancia de las esporas a extremos
fisicos. La investigacion demostré que las esporas de B. subtilis pueden ser una plataforma atil

para la produccién de bibliotecas de proteina del tipo lacasa.

Por otra parte Gonzalez y Falcdn en 2008 para la universidad de La Laguna en Espafia,
estudian las propiedades de lacasa inmovilizada de la especie fungica Fusarium proliferatum,
demostrando la necesidad de un pH Optimo méas béasico con respecto a la enzima libre, pero
aumentando la actividad con temperaturas de 70 °C (frente a 60° de la enzima libre) y manteniendo
la estabilidad de la reaccion en condiciones extremas de pH, ademas se mostré mayor afinidad con
el sustrato e incremento de la velocidad méxima de la reaccion con una eficiencia catalitica 38

veces superior, convirtiéndola de esta manera en un catalizador ideal para procesos industriales.

En cuanto a las aplicaciones adicionales de la enzima, uno de los estudios mas extensos de
actividad enzimaética de lacasas en procesos de degradacion es realizado por Jiménez y Pennincx
en 2003, sobre la biodegradacion de colorantes, en donde se evalla la produccion enzimatica
positiva de 57 especies de hongos de la coleccion existente en la Universidad Catdlica de Lovaina
y el Instituto de Higiene de Varsovia, Polonia, mediante el ensayo de decoloracion en microplacas.
De estas, 17 especies fueron seleccionadas por mostrar cambios en la coloracion, para proceder a
experimentar con la variacion de la disponibilidad de fuentes de carbono y nitrégeno, condiciones
de temperatura, pH, agitacion y formas de crecimiento libre e inmovilizado, para favorecer la
expresion de las enzimas ligninoliticas, entre ellas lacasa, identificada como responsable de la
degradacion de colorantes. Se muestra la potencialidad de los hongos de la podredumbre blanca
de la madera para degradar colorantes recalcitrantes presentes en afluentes industriales, y se
seleccionan 5 de las cepas con mejores cualidades, para su estudio cuidadoso con el fin de

emplearlas 6ptimamente en procesos de biodegradacion de colorantes y de igual manera que en



estudios mencionados anteriormente, la inmovilizacion de cepas permite apreciar la posibilidad de

aplicacion en procesos industriales.

De forma complementaria se evidencia el trabajo hecho en 2011 por Vinoth y otros en
Tamil Nadu, India, quienes utilizaron un enfoque para la purificacion de lacasa de Pleurotus
ostreatus mediante particion trifasica (TPP), con el objetivo de evaluar la interaccion de variables
como la saturacion de sulfato de amonio, la relacion extracto crudo-terc-butanol y la temperatura,
empleando la metodologia de superficie de respuesta (RSM), como resultados obtuvieron un alto
rendimiento en la purificacion de la enzima, y la aplicacién exitosa del procedimiento de RSM. El
mismo grupo de investigadores usé posteriormente la particion de tres fases en la purificacion de
lacasa, para evaluar el desarrollo 6ptimo de la enzima en diferentes condiciones de crecimiento,
para proceder a ser activada y empleada en la degradacion de colorantes, con propiedades
termoestables y rapidas de decoloracion de tintes, demostrando potencial como un elemento
biocatalizador en aplicaciones biotecnologicas industriales (Vinoth, Sathayaselvabala,

Premkumar, Vidyadevi, & Sivanesan, 2011).

Con respecto a la particion trifasica, Tangarife (2016) para la Universidad Nacional de
Colombia de Medellin, laaplico en la purificacion de lacasa a partir del extracto crudo de Fusarium
spp con rendimientos cercanos al 115%, para proceder a la aplicacion en materiales
lignocelulosicos. La purificacion permitio llegar a remover el 15% de lignina en el sustrato de

raquis de palma.

Dussan Garzon et al. (2009) en su trabajo para la Universidad de Los Andes, mencionan la
evaluacion de las diferentes aplicaciones de lacasa sintetizada por el hongo Trametes pubescens,
con empleo en la industria papelera, textil, nanotecnologia, sintesis quimica y cosmética ademas
de la biorremediacion, reportando en esta Gltima la particularidad sobre compuestos fendlicos, pero
ampliando su rango de accion mediante el acople de moléculas transportadoras de electrones,
pudiendo de esta manera actuar en la degradacion de contaminantes organicos y demas compuestos

clorofendlicos.
1.4.3. Marco Legal

A continuacién se muestra una breve descripcién de la normatividad colombiana vigente

sobre contaminacion hidrica con hidrocarburos aromaticos polinucleares, cabe resaltar que para



Colombia no existe legislacion respecto a calidad de agua superficial, de tal manera que se

adicionan normas extranjeras e internacionales que se relacionan con el tema.

Tabla 1. Normatividad Nacional e Internacional sobre HAPs en el Agua.

NORMA DESCRIPCION

“Articulo 79: Todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente

Titulo 2: De los

sano... Es deber del Estado proteger la diversidad e integridad del
derechos, las _ o _ _
) ambiente, conservar las areas de especial importancia ecoldgica y
garantias y los _
deb fomentar la educacion para el logro de estos fines.” “Articulo 80: El
eberes.
] Estado planificara el manejo y aprovechamiento de los recursos
Capitulo 3: De ) _ _,
naturales, para garantizar su desarrollo sostenible, su conservacion,
los derechos _ o )
) restauracion o sustitucién. Ademas, deberad prevenir y controlar los
colectivos y del ) ) ) ) o
bient factores de deterioro ambiental, imponer las sanciones legales y exigir
ambiente.

Constitucion Politica Colombiana

la reparacion de los dafios causados”

“Por la cual se crea el Ministerio del Medio Ambiente, se reordena el Sector Publico

é encargado de la gestion y conservacion del medio ambiente y los recursos naturales
g renovables, se organiza el Sistema Nacional Ambiental, SINA, y se dictan otras
- disposiciones.”

“Porel cual se  “Libro Segundo: De la propiedad, uso e influencia ambiental de los
< dictael Codigo recursos naturales renovables.” “Parte III: De las Aguas No
5 Nacional de Maritimas.” “Titulo VI: Del uso, conservacion y preservacion de las
§ Recursos aguas.” “Capitulo II: De prevencion y Control de la contaminacion.”
§ Naturales “Articulo 137: Seran objeto de prevencidn y control especial: A) Las
#:,? Renovables y de aguas destinadas al consumo doméstico humano y animal y a la
g Proteccion al ~ produccion de alimentos... Se prohibira o condicionara, segun estudios
o) Medio técnicos, la descarga de aguas negras o desechos sélidos, liquidos o

Ambiente.” gaseosos, provenientes de fuentes industriales o domésticas.”




“Por el cual se

“Articulo 20: Considérense sustancias de interés ambiental las

< .. . .
x siguientes...  Etanos  Clorados:  Hidrocarburos  aromaticos
— reglamenta ] )
2 ) polinucleares:  benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, 3,4 benzo
<  Pparcialmente los ) )
X fluoranteno, benzo(k) fluoranteno, criseno, acenaftileno, antraceno,
< usos del aguay ) ] _
o) " benzo (g,h,i) perileno, fluoreno, fenantreno, dibenzo(a, h)antraceno,
@ residuos
S _ indeno(1,2,3-cd)pireno, pireno, tetracloroetileno, tolueno,
a) liquidos.” . . .

tricloroetileno, cloroetileno.”

“Por la cual se  “Articulo 9: Para los efectos del presente decreto se tendran en cuenta
o . . Jon
§ reglamentan los siguientes usos del agua: 1) Consumo humano y doméstico... 3)
2 usos del aguay Agricola... 4) Pecuario... 6) Industrial...” “Capitulo V: De los
o . . . . v , .

D residuos criterios de calidad para la destinacion del recurso.” “Capitulo VI: De
™

o) liqguidosyse  los vertimientos. Articulo 24: Prohibiciones... Articulo 27: De la
[<B]

E dictan otras reinyeccion de residuos liquidos... Articulo 40: Control de
a : .. ., .

disposiciones.”  contaminacidén por Agroquimicos.”

“Por medio de la “Articulo 5: Caracteristicas quimicas de sustancias que tienen
~  cualsesefialan reconocido efecto adverso en la salud humana. Las caracteristicas
o
Q  caracteristicas, quimicas del agua para consumo humano de los elementos,
[<B]

3 instrumentos ~ compuestos quimicos y mezclas de compuestos quimicos diferentes a

< basicos... para los plaguicidas y otras sustancias que al sobrepasar los valores

c : o . .

2 la calidad del ~ mé&ximos aceptables tienen reconocido efecto adverso en la salud

S o

S agua para humana, deben enmarcarse dentro de los valores maximos aceptables

(7¢]

&) N . . : i

4 consumo que se senalan a continuacion: ... Hidrocarburos Aromaéticos
humano.” Policiclicos (HAP), valor maximo aceptable 0.01 mg/L”




“Por la cual se
establecen los

pardmetros y los

“Capitulo V: Parametros fisico-quimicos y sus valores maximos

permisibles en los vertimientos puntuales de aguas residuales

valores domeésticas y no domésticas (ARD y ARnD) de los prestadores de
et} mMAaximos servicio publico de alcantarillado a cuerpos de agua superficiales.”
o
< permisiblesen  “Capitulo VI:....vertimientos puntuales de ARnD...” “Articulo 8:
©
i losvertimientos Paragrafo: En los casos en que el vertimiento puntual de aguas
O
S puntuales a residuales se realice en un cuerpo de agua superficial receptor o en un
‘© . . .,
S cuerpos de tramo del mismo, que tenga como destinacion el uso de agua para
o
é aguas consumo humano y doméstico, y pecuario la concentracién de
superficialesya Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) en el vertimiento
los sistemas de  puntual de aguas residuales debera ser menor o igual a 0.01 mg/L para
alcantarillado  aquellas actividades que lo tienen definido como analisis y reporte.”
publico”
“Valor de referencia para el Benzo(a)pireno (BaP): 0.0007 mg/L (0.7
ug/L).” “...se recomendd que el control de los HAP en el agua de
9 “Guias parala consumo se basara en la idea de que no deben superarse las
o
8 calidad del agua concentraciones presentes en las aguas subterraneas sin contaminar. ..
% potable.” También se recomend6 abandonar el uso de materiales con alquitran y
otros similares para los revestimientos de tuberias y los recubrimientos
de depdsitos de agua.”
“Norma de ' ‘ ‘
lidad “Numeral 5.2.7. Pardmetros de monitoreo de las descargas industriales
< calida
S ) de importancia.” “Tabla 12: Parametros de monitoreo de las descargas
N ambiental yde . ' o
S industriales... Extraccion de petrdleo y gas natural, Servicios
> descarga de ) y . o
> relacionados con la extraccion de petréleo y gas, excepto actividades
0 efluentes:

Recurso Agua.”

de prospeccion: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP).”




Pera: Decreto supremo N° 015

“Modifican
Estandares
Nacionales

los

“Tabla N° 01. Parametros y Valores Consolidados, Categoria 1A:...
BTEX: Hidrocarburos Aromaticos: para aguas que pueden ser

de

potabilizadas con desinfeccion Benzo(a)pireno: 0.0007 mg/L, para

Calidad Ambiental

para Agua
establecen

disposiciones

complementarias

aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional
0.0007 BTEX:

y

Benzo(a)pireno: mg/L. Categoria 4:...
Hidrocarburos Aromaticos: Lagunas y Lagos, Rios y Ecosistemas
Marino-costeras Benzo(a)pireno: 0.0001 mg/L, Antraceno: 0.0004

mg/L, Fluoranteno: 0.001 mg/L. ”

para su aplicacion.”

“Criterios de

“Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares:... la toxicidad aguda para

la vida acudtica marina ocurre a concentraciones tan bajas como 300

O
x calidad parael pg/L, y puede ocurrir a concentraciones mas bajas entre especies que
—
S agua, son mas sensibles... Salud Humana:... los niveles que pueden resultar
<
E regulacionesy  en un incremento del riesgo de cancer son estimados en 10°, 10°y 10°
- estandares” ’. Los criterios correspondientes recomendados son 28 ng/L, 2.8 ng/L
y 0.28 ng/L respectivamente.”
“Benzo(a)pireno (PAHs). Nivel méximo de contaminante en el agua
. potable (MCL): 0.0002 mg/L. Posibles efectos sobre la salud de la
“Regulaciones L ) .
o ] exposicion a largo plazo por encima del MCL: dificultades
S Nacionales de _ ) ) )
N reproductivas, incrementa el riesgo de cancer. Fuentes comunes del
< Agua Potable _ o o
o, Priraria contaminante en agua potable: lixiviacion de revestimientos de tanques
rimaria.
de almacenamiento de agua y lineas de distribucion. Objetivo de salud
publica: cero mg/L.”
“Criterios “Estos criterios se basan en la carcinogenicidad del riesgo 10-6. Los
nacionales de  niveles de riesgo alternos se pueden obtener moviendo el punto
10 calidad del agua decimal. Antraceno 300 pg/L, benzo(a)antraceno 0.0012 pg/L,
i recomendados - benzo(a)pireno 0.0012 pg/L, benzo(b)fluoranteno 0.0012 pg/L,
o Tabla de benzo(k)fluoranteno 0.012 pg/L, criseno 0.12 pg/L, fluoreno 50 pg/L,
criterios de dibenzo(a, h) antraceno 0.00012 pg/L, indeno(1, 2, 3-cd)pireno 0.0012

salud humana”

ng/L, pireno 20 pg/L, tetracloroetileno 10 pg/L.”




U.E. Directiva 2008/105/CE

“Relativa a las
normas de
calidad
ambiental en el
ambito de la
politica de

aguas”

“Normas de calidad ambiental para sustancias prioritarias y para otros
contaminantes. Concentracion Maxima Admisible en Aguas
Superficiales Continentales y Concentracion Méaxima Admisible en
Otras Aguas Superficiales para Benzo(a)pireno: 0.1 ug/L”

“Lista de sustancias prioritarias en el ambito de la politica de aguas.
Identificadas como sustancias peligrosas prioritarias: Benzo(a)pireno,
Benzo(b)fluoranteno, Benzo(g,h,i)perileno, Benzo(k)fluoranteno,
Indeno(1,2,3-cd)pireno.”




CAPITULO 2: Caracterizacion de especies.

2.1.  Fusarium spp.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos, habitualmente saprofitos del
suelo que se relacionan con materia organica en descomposicion e insectos, y gracias a su amplia
capacidad de crecimiento en un numero variado de sustratos poseen distribucidn universal, ademas
de ser de gran importancia econdmica por categorizarse como fitopatdgenos, asociados a
enfermedades agricolas y horticolas. Debido a la posibilidad de colonizar diversos nichos
ecologicos, existen especies en este género con una marcada variabilidad en cuanto a su fisiologia

y morfologia. (Caudillo Pérez & Herndndez Monjaraz, 2015; Monzén y Rodriguez Tudela, 1997).

Habitualmente las especies de Fusarium crecen rapidamente en agar papa dextrosa (PDA)
a 25°C, logrando didmetros entre 8 y 9 cm en una semana, con caracteristicas macroscépicas como
micelio algodonoso de color blanquecino o incoloro al inicio del crecimiento, y una posterior
maduracion que puede variar el color a crema, amarillo, rosa, rojizo o purpura. (Monzén &
Rodriguez Tudela, 1997; Valencia Guerrero, 2009).

Figura 1. Estructuras Microscopicas del Género Fusarium.*
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*No todas las especies de Fusarium producen todas las estructuras microscépicas, se
encuentran ligadas a las condiciones estandar de crecimiento y el tipo de sustrato (Monzon &
Rodriguez Tudela, 1997).



Las caracteristicas de identificacion microscopica se enmarcan en la presencia de micelio
septado hialino con 3 tipos de esporas asexuales (Figura 1.): Las microconidias de mayor
frecuencia entre las especies, estan formadas por una o dos células que crecen en el micelio aéreo
y se pueden presentar solas o en cadenas. Las macroconidias son tipicas en el género, su forma
particular estd compuesta por tres a cinco células que se adelgazan y encorvan hacia los extremos
y se ensanchan en el centro, son producidas y sostenidas en masas de fialides cortas que se
denominan esporodoquios. Las clamidosporas se componen por una o dos células que tienen en
conjunto forma redonda, son de pared gruesa con alto contenido de lipido, lo que permite una
mayor supervivencia en condiciones adversas. (Valencia Guerrero, 2009).

Al tratarse de la clasificacion taxondmica, los autores han clasificado a este género en
diferentes clases, ordenes y familias, coincidiendo en las que se mencionan en la Tabla 2.
Tabla 2. Clasificacion Taxonémica del Género Fusarium.*

Dominio Eukaryota
Clado Ophisthokonta
Reino Fungi
Subreino Dikarya

Filo Ascomycota

Subdivision  Pezizomycotina

Clase Sordariomycetes — Deuteromycete — Hyphomycetos
Subclase Hypocreomycetidae

Orden Hypocreales — Tuberculariae *

Familia Nectriaceae - Hypocreaceae

Género Fusarium

*Fuente: Caudillo Pérez & Herndndez Monjaraz, (2015); Monzon & Rodriguez Tudela
(1997); Tangarife Morales (2016); Valencia Guerrero (2009).

Con respecto al ciclo de vida, Fusarium posee capacidad de reproduccion asexual y sexual
(Figura 2.). El primer caso funciona con la formacion de nuevas células (conidios) mediante
mitosis, posterior a un proceso de replicacion del material genético; en el segundo caso es necesario

que exista apareamiento de dos células compatibles sexualmente, que pueden provenir de cepas



auto estériles (reproduccion heterotalica) o de cepas auto fértiles (reproduccion homotalica)
(Caudillo Pérez & Hernandez Monjaraz, 2015). Es importante mencionar que solo se cuenta con
micelios de tipo haploide, sin embargo predomina la reproduccion asexual (Tangarife Morales,
2016).

Figura 2. Ciclo de vida de Fusarium.*
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*Los mohos de esta especie crecen en colonias hifales haploides, producen esporas
haploides (ascosporas), tienen dos tipos de reproduccion pero la sexual ha sido poco estudiada.
Abreviaciones: Fg: F. graminearum, Fol: F. oxysporum f. sp. Lycopersici, Fp: F.
pseudograminearum, Fs: F. solani f. sp. pisi, Fv: F. verticillioides (Por Li-Jun, 2013 en (Caudillo
Pérez & Hernandez Monjaraz, 2015)).

2.2.  Bacillus spp.

Bacillus es un género bacteriano que incluye mas de 60 especies de microorganismos
qguimioheterétrofos, con forma de bacilos Gram positivos esporulados, que pueden ser anaerobios
0 aerobios facultativos y normalmente moviles al estar rodeados de flagelos periticos; el tamafio
de las células bacilares varia entre 0.5 - 2.5 um de ancho y 1.2 - 10um de largo (Cuervo Lozada,
2010).

Estos microorganismos son ubicuos en el suelo donde cumplen un papel importante para

los ciclos de carbono y nitrégeno, también se encuentran cominmente en plantas, heces de



animales domesticos, aguas frescas y sedimentos de aguas estancadas. Es posible considerarlos
como una alternativa de agentes de control bioldgico, debido a que proporcionan un sistema de
resistencia inducida en plantas actuando como defensa contra patogenos, ademas de ser
promotores de crecimiento vegetal. (Castafieda Alvarez & Sanchez, 2016; Cuervo Lozada, 2010).

Como se menciond previamente el género Bacillus es productor de esporas, resistentes a la
desecacion y a factores ambientales como temperatura, radiacion UV, solventes organicos, pH, y
salinidad. Las formas esporuladas se clasifican segun la ubicacion dentro de la célula, pueden ser
centrales, subterminales o terminales; tienen la capacidad de permanecer en etapa de latencia por
tiempo prolongado hasta que las condiciones ambientales resulten 6ptimas para la germinacion y
el inicio de su actividad metabdlica. Ademés, después de la germinacion, poseen gran
adaptabilidad frente diversos habitats con variacion de condiciones externas, gracias a la
produccién de una amplia gama sustancias de tipo enzimatico y antibidtico, destacando enzimas
proteoliticas durante su crecimiento y esporulacion, e hidroliticas degradadoras de polisacaridos,
acidos nucleicos y lipidos. (Benavides Rodriguez & Hermida Silva, 2008; Zaragoza Carmona,
2011).

Tabla 3. Clasificacion Taxondmica del Género Bacillus.*

Dominio Bacteria
Reino Procaryotae
Filo Firmicutes
Divisién Protophyta
Clase Schizomycetes
Orden Eubacteriales
Familia Bacilliaceae
Género Bacillus

*La clasificacion taxondmica se especifica en la 72 edicion del Manual de Bergey (1957).

La mayoria de las especies del género crecen en medios sintéticos que tienen como Unica
fuente de carbono azlcares, acidos organicos o alcoholes; la temperatura éptima de crecimiento
en algunos casos de 30-45°C (mesofilos), en otros de 65°C (termdfilos) y en otros de 0°C
(psicrofilos). Otras caracteristicas morfologicas en Bacillus spp. varian en el aspecto de las

colonias, que puede ser liso, mucoide, rugoso o vidrio esmerilado, y los bordes de tipo ondulado



o extendido en el medio de cultivo. (Benavides Rodriguez & Hermida Silva, 2008; Zaragoza
Carmona, 2011). Es por esto que para facilitar la diferenciacion de especies se evalua la
fermentacion de lactosa, manitol, sorbitol, melobiosis, hidrdlisis de la Urea y descarboxilacion de
la lisina (Cuervo Lozada, 2010). En la Tabla 3 se encuentra la clasificacion taxonémica recopilada

para el género en cuestion.

Con relacion al ciclo de vida algunos autores varian en la duracion de las etapas de
crecimiento del género, a continuacion se encuentran los tiempos promedio para algunos de ellos
(Tabla 4).

Tabla 4. Fases de crecimiento para Bacillus spp.

Carrera Cabezas Zuhiga Bravo Zaragoza Carmona

FASE
(2009) (2009) (2010)
Latencia 0 horas 0-1.5 horas 0-2 horas
Exponencial 2-30 horas 3-10.5 horas 2-20 horas
Estacionaria 32-176 horas 10.5-24 horas 24-28 horas
Muerte 176 horas >25 horas 30-48 horas

2.3. Metodologia
2.3.1. Recoleccion de ejemplares

Se tomaron muestras ambientales de diferentes espacios y elementos contaminados, para
aumentar las posibilidades de aislar los microorganismos de interés. Inicialmente para la
recoleccion de mohos, la muestra de ambiente fue tomada en un espacio publico, manteniendo
abierta por 5 segundos una caja Petri con agar PDA mientras se hacia un recorrido longitudinal,
dejando la muestra en incubacion a temperatura ambiente durante una semana. Para la muestra
bacteriana se utiliz estiércol fresco de bovino (Larraea lzurieta, Falconi Borja, & Arcos Andrade,
2015) preparando una solucién con 10 g en 50 ml de agua destilada, la preparacion fue sembrada

por la técnica de agotamiento en agar nutritivo e incubada a 36°C por 24 horas.



2.3.2. Aislamiento de microorganismos

Con base en las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas observadas, fueron
presuntivamente seleccionadas las colonias para purificarlas. En el caso de la muestra micoldgica,
se valoraron caracteristicas macroscopicas como color, textura, produccion de pigmento y
apariencia, se utilizo agar rosa de bengala y se realizo siembra con la técnica de puncion central
(Rozo Torres, 2015), dejando en incubacion a temperatura ambiente por una Ssemana;
simultdneamente se sembraron cajas con agar PDA y se monitorearon durante 12 dias para
puntualizar en sus caracteristicas de crecimiento, con la realizacion de montajes himedos usando
como colorante azul de lactofenol. Las colonias bacterianas se seleccionaron por criterios de color,
superficie, brillo, tamafio y consistencia, fueron sembradas en agar nutritivo por agotamiento con
incubacién a 36°C por 24 horas, para después realizar tincion de Gram como la describe Rodriguez
Cavallini, Gamboa Coronado, Hernandez Chavarria, & Garcia Hidalgo (2005).

2.3.3. Identificacion de géneros microbianos
2.3.3.1. Género Fusarium

En lo concerniente a los mohos se llevo a cabo la preparacion de agar clavel (CLA3), un
medio de cultivo especifico para inducir el desarrollo de esporas de Fusarium spp., a partir de
hojas de clavel que no hubiesen estado sometidas a pesticidas, cortandolas en trozos de 10 mm?
previniendo que con el tratamiento posterior su tamafio disminuyera, se colocaron dentro de bolsas
de aluminio en un horno de secado a 40°C por 2 horas, luego se esterilizaron en autoclave a 121°C
y 21 psi por 15 minutos; simultdneamente se elabord agar al 20%, disolviendo 20g de Agar-Agar
en 100 ml de agua destilada, aumentando la temperatura hasta ebullicion, se esteriliz6 en autoclave
y se dejé enfriar a 45°C para servirlo, cuando estuvo solidificado se colocaron 11 fragmentos de
hoja de clavel por caja de Petri de 11 cm de didmetro, manteniendo entre si una distancia uniforme
(Figura 3) (Fimbres Lopez, 2010; ICA, 2009; Ministerio de Agricultura de Chile, 2009; Pérez
Vicente, Batlle, & Martinez, 2014). El hongo fue sembrado por puncién haciendo cinco inoculos

por cada caja, que quedaran separados de las hojas, y se incubd durante seis dias a temperatura

3 Conocido como Agar Hojas de Clavel o Carnation Leaf Agar (CLA)



ambiente, para llegar a evidenciar las macroconidias en el microscopio usando los objetivos 40X,

en un montaje fresco tefiido con hidroxido de potasio al 40% y con azul de lactofenol.

Figura 3. Montaje de agar clavel para Fusarium sp.*
Inoculo

Hoja de clavel

*Fuente: Autor.

2.3.3.2. Género Bacillus

A partir del crecimiento en placa, para el género bacteriano se llevaron a cabo varias
pruebas, la primera de ellas fue la tincion de Schaeffer y Fulton descrita por Rodriguez Cavallini,
Gamboa Coronado, Hernandez Chavarria, & Garcia Hidalgo (2005), para ella se hizo un extendido
de la colonia a evaluar, se esper6 a que secara y se fijé a la lamina con la llama de un mechero,
posteriormente la ldmina se cubri6 en su totalidad con verde malaquita y fue sometida al calor de
la llama por la parte inferior durante 10 minutos a distancia considerable, fue necesario esperar la
produccidn de vapores sin que la preparacion entrara en ebullicion o desecacion; la lamina se dejé
enfriar y se enjuagé con agua del grifo, para proceder a cubrirla con safranina por 30 segundos y
enjuagar nuevamente (Rodriguez Cavallini, Gamboa Coronado, Hernandez Chavarria, & Garcia
Hidalgo , 2005) (Figura 4). El montaje fue observado al microscopio con el objetivo 100X,

utilizando aceite de inmersion.



Figura 4. Tincion de Shaeffer y Fulton para esporas de Bacillus sp.*

Emision de
vapores

*Fuente: Autor.

La segunda prueba realizada fue la de lecitinasa, con la preparacién de medio de cultivo
MYA* utilizando 3.58 g de agar base Mossel para Bacillus cereus, disolviendolos en 75 ml de
agua destilada por calentamiento hasta ebullicion, la preparacion se esterilizo y se dejo enfriar a
45°C para incorporar 8.3 ml de emulsion de yema de huevo 50% (4.15 ml de yema, 4.15 ml de
solucién salina) en condiciones asépticas, se mezclo y se sirvid en cajas de Petri; la siembra fue
hecha por agotamiento para incubacion a 36°C por 24 horas. (Pascual Anderson & Calderdn y
Pascual, 2000; MicroKit, 2015).

Como tercer prueba se hizo la de hidrdlisis del almidon para la deteccion de la enzima
amilasa, en este caso se fundieron 1.75 g de agar nutritivo en 75 ml de agua, con posterior adicion
de 1.5 g de almidon soluble, el medio de cultivo fue esterilizado, enfriado a 45°C y sembrado con
la cepa de interés por la técnica de agotamiento; la incubacién durd 24 horas a 36°C, para proceder
a revelar el resultado haciendo un bafio del cultivo completo con lugol revelando de esta forma el
resultado de la prueba para amilasa (Rodriguez Cavallini, Gamboa Coronado, Hernandez
Chavarria, & Garcia Hidalgo , 2005).

La cuarta fue la prueba de plasma para coagulasa, realizada en este caso en un tubo con
EDTA?S al cual se le adicionaron 5 ml de sangre humana, que se centrifugaron a 2500 rpm durante

5 minutos para separar el plasma del fluido, posteriormente el plasma se traslad6é a un tubo de

4 Agar manitol yema de huevo, Mannitol-Egg Yolk Agar (MYA).
5> Acido Etilendiaminotetracético usado en este caso como anticoagulante.



ensayo estéril y se inoculd con la cepa bacteriana usando un asa redonda y homogenizando la
preparacion; seguidamente la incubacion durd 24 horas, revisando cada 4 horas el resultado de la
prueba con la formacién de coagulos en el tubo (Pro-Lab-Diagnostics, 2013; Universidad Central
de Venezuela, 2009).

En seguida la quinta prueba fue la de catalasa, realizada en una Iamina portaobjetos
previamente desinfectada con alcohol, en la cual se colocd un fragmento de colonia pura y fresca
(18-24 horas) con ayuda de un asa recta, inmediatamente se afiadié una gota de peroxido de
hidrogeno (H20-) al 3% para completar la reaccion de conversion de H>O, en agua y oxigeno
gaseoso (McFaddin, 2000).

Como sexta prueba se hizo la de hemolisis en agar sangre al 5%, partiendo de 50 ml de
agar nutritivo previamente esterilizado y enfriado a 45°C, al cual se adicionaron 5 ml de sangre
humana en condiciones estériles, la siembra se realiz6 por agotamiento para una posterior
incubacién a 36°C por 24 horas (Laboratorios Britania S.A., 2001).

Como séptima y ultima prueba se hizo el montaje del sistema de identificacion bioquimica

para Gram positivos BBL™ Crystal™ (Figura 5.).

Figura 5. BBL™ Crystal™ para Gram positivos.*

ol * ©

*Por cada montaje el sistema Crystal™ proporciona un tubo de suspension para inculos

(a), una base con 30 pocillos para depositar el inoculo (b), una tapa con los reactivos respectivos



para cada prueba (c), una bandeja de incubacion individual para evitar que se consuma la cantidad
de muestra y una hoja de registro que debe ser llenada por el investigador para obtener el codigo

correspondiente (d). Fuente: Becton Dickinson BD Brasil (2017).

Se inicid con la preparacion de la suspension, usando un escobillon de algodon estéril para
recoger la cantidad de colonia necesaria, de manera que al sumergirlo en la solucion y agitarlo
alcanzara un nivel de turbidez cercano a 5 en la escala de McFarland (Figura 6.). La solucion se
deposito en los pocillos provistos y se homogenizé el contenido dentro de todas las cavidades con
movimientos leves de agitacion, se coloco la tapa alineandola correctamente y presionandola en
cada extremo de forma simultanea. Para la incubacion el montaje se giré y se ubico sobre la
bandeja que contenia agua destilada, manteniéndolo a temperatura de 36°C por 24 horas, para
proceder a su lectura teniendo como referencia los parametros descritos en el manual de uso.
(Winkler, 2014).

Figura 6. Patrones de la Escala de McFarland.*

*De uno a cinco, de derecha a izquierda los patrones de la escala. Fuente: Mesdia Co (2011).

2.4. Resultados y Analisis
2.4.1. Fusarium sp.
2.4.1.1. Aislamiento y monitoreo del crecimiento micelial

El montaje de hongo micelial posee caracteristicas macroscépicas particulares del género,

como el color, la textura algodonosa, produccién de pigmento y crecimiento abundante en una



semana, en la Tabla 5 se describen detalladamente los criterios observados en el medio de cultivo

PDA.

Tabla 5. Descripcion del monitoreo de Fusarium sp en agar PDA.*

Fusarium sp. Fecha de siembra: Febrero 2 de 2017 (Figura 7.)
FECHA DESCRIPCION

Diémetro de crecimiento:  3.5cm
Exudado: Si presenta, incoloro

Febrero 6 de Color: Blanco

2017

Edad: 4 dias Textura: Algodonosa
Borde: Irregular
Pigmento: Rosa claro
Diametro de crecimiento: 5.5cm

Febrero 10 de
2017
Edad: 8 dias

Exudado: No presenta

Color: Blanco, crema hacia el centro
Textura: Algodonosa

Borde: Irregular

Pigmento: Rosa champafia, centro marrén

Febrero 14 de
2017
Edad: 12 dias

Diametro de crecimiento:

6.5cm

Exudado: No presenta

Color: Crema, més oscuro en el centro
Textura: Algodonosa

Borde: Irregular con varias capas
Pigmento: Rosa champafia, centro marrén

Fuente: Autor.



Figura 7. Crecimiento de Fusarium A.*

*Dia 4 parte superior, dia 12 con vista frontal a la izquierda inferior, dia 12 vista posterior a la

derecha inferior. Fuente: Autor.

2.4.1.2. Identificacion del género microbiano

Respecto a la continuaciéon de caracterizacion macroscopica del moho de interés, se
muestra en las figuras siguientes el desarrollo del mismo en agar clavel y rosa de bengala (Figura
8.), apreciado en el dia de nimero seis y evidenciando crecimiento sobre las hojas de clavel y en
los puntos de siembra, sin expandirse a la totalidad del agar. Adicionalmente la identificacion
microscopica a partir de los montajes himedos observados en el microscopio con el objetivo 40X,
en la cual se evidencian las distintas estructuras diferenciales del género, que se manifiestan de

forma mas clara con el aumento de la edad del hongo (Tabla 6.).



Figura 8. Crecimiento de Fusarium sp. en Agar Clavel y Rosa de Bengala.*

*Izquierda y centro: agar clavel con crecimiento de micelio Unicamente en los fragmentos
de hoja y en los puntos de siembra, derecha: siembra en agar rosa de bengala con diametro de 3.6

cm, los cultivos tenian seis dias de edad. Fuente: Autor.

Los montajes himedos tuvieron mayor especificidad en el dia 18 partiendo del agar clavel,
gue como se menciond en el numeral 2.3.3.1 permite la formacién de estructuras caracteristicas
del género Fusarium. De forma complementaria la presencia de macroconidias con tamafio y
forma variable (macro y mesoconidias) se debe a las condiciones de crecimiento como temperatura
y humedad, teniendo en cuenta que la incubacion se realiz6 en un estante expuesto a las variaciones
ambientales. En este sentido, para obtener estructuras de forma y tamafio uniforme, es necesario
mantener el cultivo en condiciones estandar, sin embargo la forma de la macroconidia en media
luna extraida de agar clavel es un caracter fiable, dejando de lado la factores como la longitud y
anchura de las mismas, que son considerados secundarios para la identificacion de especies dentro
del género. Las clamidosporas también son caracteres importantes en la taxonomia del género,



pudiendo formarse por separado o en cadenas con paredes gruesas, rugosas o lisas, que para el

caso se especifican mejor en la observacion del dia 13.

Tabla 6. Descripcién microscopica de Fusarium sp.

Medio de cultivo: Agar Rosa de Bengala.

Edad de la colonia: 6 dias.

Observaciones:

A la izquierda hifas hialinas no
septadas, en el centro una
macroconidia sin visualizarse las

células divisorias.

Medio de cultivo: Agar Rosa de Bengala.

Edad de la colonia: 6 dias.

Observaciones:

Se visualizan dos macroconidias,
aglomeracion de monofialides
hacia la izquierda.

Medio de cultivo: Agar Clavel.

Edad de la colonia: 13 dias.

Observaciones:

Al centro esporodoquias con
macroconidia saliente y una
clamidospora, hifas hialinas no
septadas en la parte izquierda
superior, monofialides.




Continuacion Tabla 6. Descripcién microscopica de Fusarium sp.*

Medio de cultivo: Agar Clavel.

Edad de la colonia: 13 dias.

Clamidosporas hacia la derecha
Observaciones: superior, dos macroconidias en la

parte izquierda central.

Medio de cultivo: Agar Clavel.

Edad de la colonia: 13 dias.

Parte inferior derecha
clamidosporas, aumenta la cantidad

Observaciones: de macroconidias evidenciadas en
el resto del campo, se ven hifas

hialinas.

Medio de cultivo: Agar Papa Dextrosa.

Edad de la colonia: 8 dias

Tefido con azul de lactofenol, se
observan en la parte inferior hifas
] hialinas no septadas y en el resto
Observaciones: o .
macroconidias de menor tamafio
que las presentadas en

observaciones anteriores.

Fuente: Autor.



2.4.2. Bacillus sp.
2.4.1.1. Aislamiento y monitoreo del crecimiento bacteriano

Segun el ciclo de crecimiento especificado en el numeral 2.2., los autores coinciden en la
fase estacionaria hacia las 24 horas, a partir de las cuales se detiene la duplicacion celular propia
de la fase exponencial, inicia el periodo de tiempo en el que el aumento o disminucion de células
no es detectable y favorablemente se registran mayores concentraciones de productos metabélicos
(Unidad 1ll: Taxonomia y Crecimiento Bacteriano, 2014). Por esta razén se monitored el
crecimiento Unicamente a las 24 horas posteriores al aislamiento, a continuacion se muestran las

caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las colonias.

Figura 9. Tincién de Gram para Bacillus sp.*

*Se evidencia la espora sin afinidad por el colorante (circulo inferior izquierdo), bacilos

Gram positivos de gran tamafio organizados en filas. Fuente: Autor.

Las observaciones hechas permiten evidenciar una célula bacilar Gram positiva, con los
espacios en blanco dentro de la misma que indican presencia de espora (Figura 9). Otras
caracteristicas como la corroboracion de la espora en la tincidén con verde malaquita y el aspecto
macroscopico de la colonia, permiten orientar el microorganismo hacia el género especificado en

el numeral 2.2 (Figura 10).



Figura 10. Crecimiento de Bacillus sp.*
Espora en

color verd

*1zquierda: Tincion de Shaeffer Fulton, bacilos esporoformadores de gran tamafio ubicados
en cadenas. Derecha: Colonia bacteriana con crecimiento de 24 horas, se observa de gran tamafio
con aspecto de vidrio esmerilado, borde irregular, elevacion plana, color blanco cremoso. Fuente:
Autor.

2.4.1.2. ldentificacion del género bacteriano

Las pruebas bioguimicas especificadas en la Tabla 7, dan certeza en la identificacién
bacteriana del género y permiten un acercamiento a la especie. También se obtuvo la numeracion
respecto al sistema Crystal para Gram positivos, mostrando variaciones en los codigos, dos de los

cuales arrojaron estadisticas del 99% de confiabilidad para una especie en comun (Tabla 8).

La Figura 11 muestra la morfologia de la colonia en agar sangre, que coincide en varias
caracteristicas con la especie B. subtillis por ser grande, plana, mate con aspecto de vidrio
esmerilado y posibilidad de tener pigmento, sin embargo la caracteristica determinante es la
diseminacion del crecimiento en el agar, es decir que no se ve concretamente la forma de la colonia
sino se agrupa con las demas, consiguiendo también un aspecto plumoso correspondiente a B.
cereus (Forbes, Sahm , & Weissfeld, 2007). Otras pruebas bioquimicas como la catalasa (Figura
12), la coagulasa y la amilasa (Figura 11) son mas uniformes en su comportamiento global dentro
del género, debido a que todas las especies son catalasa positivo, por lo general coagulasa negativo
y amilasa positivo, a excepcion de B. subtilis que puede ser coagulasa positiva con el uso de
plasma citratado u oxalatado, y de B. pumilus, B. globisporus, B. marinus y B. pasteuri que no
presentan hidrélisis del almidén (McFaddin, 2000).



Tabla 7. Pruebas Bioquimicas para Bacillus sp.

PRUEBA Colonia evaluada Bacillus cereus
MY A (lecitinasa) - +
Amilasa + +
Coagulasa - -
Catalasa + +
B-hemolisis + +
(FPH) Fenilalanina** + -

(LAC) Lactosa* - -
(MAB) Metil-ayp-glucosido* - -

(SUC) Sacarosa* + -
(MNT) Manitol* - -
(FRU) Fructosa* + +

(PGO) o-nitrofenil-galactésido y p-nitrofenil-
galactésido (Galactosa)*
(URE) Urea* +/- +

**Pryuebas del sistema Crystal™ observadas con luz ultra violeta. *Observacion con luz

natural. Los resultados para la especie mostrada son un compilado de los estudios hechos por
Benavides Rodriguez & Hermida Silva (2008); Calvo & Zufiga (2010);; Sosa L6pez, Pazos
Alvarez, Torres Campos, & Casadests Romero (2011) y Villota Calvachi (2016).

Figura 11. Prueba en agar sangre para 5 hemdlisis y de lugol para amilasa.™

*|zquierda: B hemolitico. Derecha: Amilasa positivo. Fuente: Autor



Figura 12. Prueba de perdxido para catalasa: positiva.*

*Fuente: Autor

Tabla 8. Identificacion de especie bacteriana mediante el sistema Crystal™.*

3 7 7 5 4 4 1 1

Validez del biotipo —
181.138 ||

|1 > 18.800.000.8608

> 18.908.0600.0860

3 7 5 5 4 4 1 1

Validez del biotipo
181.138

Cadigo B

> 16.060.080.8680

> 16.806.800.060

* Fuente: Autor.

Figura 13. Prueba BBLTM CrystalTM: observacion bajo luz ultra violeta.*

*Tercera columna de izquierda a derecha, fila central corresponde a la variacion de arginina.

Fuente: Autor.



Figura 14. Prueba BBLTM CrystalTM: observacion directa.™

—————— = T = ==

*Extremo superior derecho corresponde a urea, factor variable para codificacion. Fuente: Autor.

Por lo general las cepas de Bacilllus cereus presentan actividad lecitinasa positivo, aunque
algunas producen poco o nada del compuesto (RENALOA, 2013), siendo el caso de la evaluada
en esta investigacion, por ello para corroborar la especie en ocasiones se utilizan otro tipo de
medios diferenciales como los agares CBC (Chromogenic Bacillus cereus) y BCM (B. cereus
group plating médium) (Sanchez, Correa , & Castafieda, 2016); aunque gracias al porcentaje de
confiabilidad de las pruebas Crystal, no se hace necesario recurrir a ese tipo de pruebas fenotipicas

adicionales.

Respecto a la informacion obtenida en el codigo, Sanchez, Correa & Castafieda (2016)
mencionan que B. cereus puede tener hidrolisis de la urea variable, factor que fue diferencial en
la observacion directa del sistema Crystal (Figura 14); también Koneman (2006) afirma que
algunas cepas de esta especie son arginina positivo, esto explica la ambigledad en la lectura del

cambio de color a las 24 horas (Figura 13).



CAPITULO 3: Valoracion de la actividad enzimatica de lacasa.
3.1. Bioquimica de Lacasa

La degradacion de compuestos ligninocelulésicos es catalizada por un complejo de
enzimas modificadoras de lignina (LMEs, Lignin-modifying enzymes) (Revollo Escudero, Serna
Daza, & Hernandez Torres, 2012), al cual pertenecen las peroxidasas y fenoloxidasas, encontrando
en estas Ultimas a las lacasas que oxidan compuestos fendlicos y aminas aromaticas (Duarte
Puentes, 2004). En el complejo de LMEs las principales enzimas son manganeso peroxidasa (Mn-
P), lignina peroxidasa (Li-P) y lacasa, un grupo de proteinas glicosiladas que requieren Oz para
oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y sustancias organicas con la sustraccion de un
electron (Péaez Llerena, 2012), por lo que también son conocidas como oxidoreductasas (Montoya
, Sanchez, & Levin, 2014).. A su vez la lacasa forma parte del sistema de multi cobre-oxidasas
(MCOs) junto con ferrooxidasas, ascorbatooxidasas, ceruplasmina y otras, sin embargo se
diferencian principalmente por presentar en ocasiones coloracion azul; la molécula de lacasa se
caracteriza por una alta estabilidad, gracias a que se constituye por un 10-25% de carbohidratos,
residuos de manosa, n-acetilglucosamina y galactosa (Caudillo Pérez & Hernandez Monjaraz,
2015).

La Comisién de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(CE. IUBMB) establece el nombre sistematico para lacasa como 1,2-bencenodiol: oxigeno
oxidoreductasa y la numeracion E.C.1.10.3.2 que se explica detalladamente en la Tabla 9
(Koolman & Réhm, 2004).

Tabla 9. Nomenclatura para lacasa.*

CLASIFICACION DESCRIPCION
Clase 1 Oxidoreductasas: Cataliza reacciones de Oxido-reduccion
Subclase 1.10 Difenol y sustancias relacionadas como dador o donante
Subgrupo 1.10.3 Oxigeno como aceptor

Identificacién precisa  1.10.3.2  Lacasa, p-difenol oxidasa, 1,2-bencenodiol: oxigeno

*Especificada por CE. IUBMB en 1992. Fuente: Moss (2017).

Respecto al tipo de sustrato en el que interviene la lacasa como catalizador enzimatico,

cuenta con baja especificidad debido al amplio rango de degradacion que posee (Albarracin Pardo,



2016), aunque tiene preferencia sobre compuestos fendlicos como elementos naturales o tipicos
de la enzima, oxidandolos y creando radicales fenoxilos mediante la abstraccion de un electrdn.
Su principio activo es la degradacién por oxidacién de polifenoles, anilinas, metoxifenoles,
hidroxiindoles, bencenotioles, orto- y para- difenoles, aminofenoles, poliamidas, arilo-diaminas,
actua sobre B-dimeros, B-0-4 dimeros mediante el rompimiento de enlaces alquil-aril con la
oxidacion de Ca o Ca-CPB (Duarte Puentes, 2004). La lacasa es capaz de oxidar compuestos
complejos como clorofenoles, hidrocarburos arométicos policiclicos, organofosforados, colorantes
aromaticos (P&ez Llerena, 2012), otros compuestos organicos e inorganicos, e incluso iones de
naturaleza metélica en presencia de un mediador. (Albarracin Pardo, 2016; Caudillo Pérez &

Hernandez Monjaraz, 2015).

De acuerdo con Albarracin Pardo (2016), Caudillo Pérez y Hernandez Monjaraz (2015),
las lacasas tienen vasta distribucion en los ambientes naturales, lo que les permite abarcar procesos
de degradacion o sintesis, con la catalisis de reacciones de 3 categorias principales: reticulacion de
mondmeros, degradacion de polimeros y escision del anillo de compuestos arométicos. Ademas
afirman que por parte de los géneros bacterianos se encuentran presentes en la morfogénesis,
biosintesis de melanina y pigmentos, composicién de la cubierta proteica de esporas, procesos de
resistencia a rayos ultra violeta y peroxido de hidrogeno (H202), homeostasis del cobre y oxidacion
de compuestos toxicos. De igual forma para el caso de hongos ascomicetos y basidiomicetos estas
enzimas participan en el proceso de deslignificacién y patogenicidad en plantas, produccion y
pigmentacion de esporas, morfogénesis, formacion de melanina, reciclaje de materia organica
recalcitrante, desintoxicacién de ambientes naturales, coaccion entre hongos y defensa frente a

sustancias fendlicas provenientes de las plantas como las fitoalexinas.

3.1.1. Mecanismo catalitico de Lacasa

Para iniciar con el mecanismo catalitico enzimatico es pertinente mencionar que las lacasas
poseen un centro activo de cobre con 3 tipos de atomos de colores, que se clasifican segun sus

propiedades espectroscopicas (Albarracin Pardo, 2016).

a. Tipo de centro 1 [T1]: también llamado cobre azul, por aportar este color a la solucion,
se encuentra en un espectro de absorcion de Agoo NM.

b. Tipo de centro 2 [T2]: es un solo atomo y no imparte patron de absorcion visible.



c. Tipo de centro 3 [T3]: dos atomos de cobre que proveen patron de absorcion UV (Aszo)

a la solucion.

El &tomo de cobre del centro T1 es responsable del color azul caracteristico de las lacasas,
aunque pueden existir enzimas que carecen de este atomo tomando el nombre de lacasas blancas
o amarillas (Brijwani, Rigdon, & Vadlani, 2010). De manera analoga los atomos de cobre de los
centros T2 y T3 se organizan en un centro trinuclear que es imprescindible para el sistema catalitico
(Antonio Revuelta, 2013). En la figura 15 se evidencia la estructura de la enzima y a continuacion

se especifican las etapas cataliticas.

Figura 15. Estructura de los centros activos de lacasa.*

*Centro activo T1 con metionina axial (a), sin metionina axial (b), en amarillo se
evidencian las cisteinas, en azul las histidinas. Centros activos T2 y T3 (c), se marcan histidinas
H454 y H452 que conectan los centros T3 con el centro T1. Fuente: Jones & Solomon (2015).

3.1.1.1 Etapas de catalisis enzimética

En la Figura 16 se observa como la oxidacion de un sustrato inicia en el centro T1, donde
el cobre funciona como aceptor de electrones, estos son transferidos a través de un complemento
de aminodcidos histidina-cisteina-histidina hacia el centro T3-T2-T3 donde ocurre la reduccion de

oxigeno y formacion de agua (Albarracin Pardo, 2016).



Figura 16. Mecanismo catalitico de Lacasa.*
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*Fuente: Albarracin Pardo (2016) & Paez Llerena (2012).

Segun Brijwani, Rigdon, Vadlani (2010), Caudillo Pérez & Herndndez Monjaraz (2015) la
catélisis da lugar a radicales libres que pueden ser sometidos a una oxidacion posterior sea 0 no
enzimatica, como es el caso de la conversion a quinonas en un segunda reaccion catalitica de

lacasa, ademas especifican las etapas de la siguiente forma:

e FEtapa 1: Reduccion del cobre de T1 por oxidacion del sustrato para permitir la
separacion de electrones, produciendo radicales libres.

e Etapa 2: Transferencia de electrones capturados por Cu T1 hacia la ramificacion
trinuclear de T3-T2-T3, donde se unen al oxigeno molecular.

e Etapa 3: Reduccion de oxigeno a agua llevada a cabo en el centro T3-T2-T3.

3.2. Purificacién de Proteinas

Entre las técnicas mas usadas para la purificacion de proteinas se encuentran la formacion
de dos y tres fases, en donde los compuestos son separados formando sustancias insolubles o
inmiscibles, manteniendo la enzima estable en alguno de ellos (Tangarife Morales, 2016). La
particion de tres fases (TPP three-phase partitioning) es un proceso no cromatografico de

separacion y purificacion de proteinas de mezclas complejas, se ha utilizado intensivamente para



la purificacion de macromoléculas diana, considerandose como una herramienta de bioseparacion
versatil con un amplia area de aplicacion; se fundamenta en la colectividad de principios usados
en otras técnicas como salado, precipitacion isotonica, precipitacion codisolvente, precipitacion
osmética y cosmotrépica de proteinas (Gagaoua & Hafid, 2016).

3.2.1. Principio de la Particion de Tres Fases

Segun Gagaoua, Hafid (2016) & Tangarife Morales (2016) se parte de la mezcla entre
extracto crudo de proteina junto con un compuesto salino sélido, usualmente sulfato de amonio, y
un solvente organico (que debe ser un alcohol organico de alto peso molecular), frecuentemente
ter-butanol, con el fin de obtener tres fases tras una hora de reaccién con aumento de temperatura,
formando un precipitado intermedio entre una fase superior orgénica y una salina inferior. La
solucion se fracciona selectivamente hacia las dos fases inmiscibles, en la fase salina se ubican
compuestos polares como proteinas y carbohidratos, mientras que contaminantes no polares como
pigmentos y lipidos se trasladan a la fase organica, quedando un precipitado enzimatico interfacial
(Figura 17). EIl ter-butanol convierte la solucion en parcialmente hidratada y parcialmente t-
butanolada respecto a la abundancia de los disolventes, la adicion de la sal secuestra el agua debido
a la gran afinidad entre sus moléculas, de forma que el sulfato de amonio se hidrata y disminuye

la proporcion de agua en la conformacion proteica.

Figura 17. Representacion grafica del sistema TPP.*
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*El precipitado interfacial se forma de manera mas compacta tras la centrifugacion de la

solucion trifasica. Fuente: Rachana & Lyju (2014).

En este sentido la formacion de tres fases depende de la presencia o ausencia de proteina

en la mezcla, de no existir la enzima habra division en dos fases pese a que la solucion madre



contenga agua, porque parte de ella se hace no disponible para el t-butanol; si hay disponibilidad
enzimatica ocurrira un equilibrio entre las proporciones de solventes y en este caso el proceso de
TPP se vera afectado por factores proteicos como hidrofobicidad, peso molecular, carga, punto
isoeléctrico y condiciones fisicas del sistema de fases (Gagaoua & Hafid, 2016).

La capacidad de la particion trifasica para precipitar proteinas se basa en dos reacciones
descritas en 2014 por Rachana y Lyju, partiendo de la molécula en solucion libre, permeada y

completamente soluble (Figura 18):

e Reaccion 1: La molécula de proteina pasa a estar conformacionalmente mas compacta
y menos permeada por el agua.

e Reaccidn 2: Se observa cambios en la viscosidad, la proteina interacta de forma
hidréfoba con otras, produce precipitacion (con sulfato incluido) y hay formacion de la

fase intermedia.

Figura 18. Representacion esquematica de las reacciones de TPP.*
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*La TPP trabaja con dos clases del ion sulfato, uno que es ligado a la proteina y otro que

permanece en el volumen de solucion para actuar como cosmotropo® cuando la concentracion

® Los agentes cosmotrépicos producen interaccion favorable en la estructura tridimensional del agua, estabilizando
también las interacciones proteicas intramoleculares (Gagaoua & Hafid, 2016).



aumenta a 0,5 M o mayor. Lo mismo ocurre con el solvente organico al quedar un remanente en

la solucion, actuando como cosmétropo. Fuente: Dennison & Lovrien (1997).

3.2.1.1. Sulfato de Amonio

La sal (NH4)2SO4 se encarga en este caso del proceso de salting out, es decir que al
aumentar su concentracion, disminuye la cantidad de agua disponible para la proteina; es la mas
usada por su alta solubilidad y fuerza ionica, también por ser econémica, de facil disposicién y
suave con proteinas. Entre los principales beneficios que presta para la particion trifasica se
encuentran la estabilidad de proteinas por su alta solubilidad y de interacciones intermoleculares
en macromoléculas con estructuras protéicas, la importancia de la saturacion para la interaccion
proteina-proteina y el bajo indice de efectos caotrépicos (desorden de la red tridimensional del
agua). (Gagaoua & Hafid, 2016; Tangarife Morales, 2016)

3.2.1.2. Ter-butanol

Este alcohol orgéanico C4 funciona en la TPP como solvente diferenciador, luego de la
adicion de sal solida a la solucion; se usa normalmente debido a sus propiedades de solubilidad y
miscibilidad en agua, reduccion de efectos caotropicos y amplias propiedades como agente
cosmotropico. Para la precipitacién enzimatica es benéfico en cuanto no puede penetrar dentro de
la estructura por su gran tamafio molecular, ademas tiene importantes efectos de amontonamiento
de la proteina de interés con una incubacién entre 20 y 40 °C (temperatura cercana a la ambiente),

mejorando la estabilidad del compuesto. (Gagaoua & Hafid, 2016; Tangarife Morales, 2016).

3.2.1.3.Ventajas y Desventajas

En las ventajas se incluye la rapidez, simplicidad y eficacia en el manejo y concentracion
de soluciones de proteinas, el uso de menos cantidad de reactivos frente a precipitaciones salinas,
permite el manejo de temperaturas cercanas al ambiente y de condiciones que favorecen la
estabilidad enzimatica que también maximizan la TPP; en cuanto a la proteina purificada se obtiene
una estructura mas rigida, aumenta su concentracion con respecto a procesos cromatograficos y
permite fraccionamientos preliminares del extracto crudo. Contrariamente, en las desventajas
resalta la desnaturalizacion de proteinas con estructuras cuaternarias, la eliminacion del (NH4)2SO4

mediante dialisis, la inactividad de algunas enzimas en presencia de grandes cantidades de t-



butanol y que no permite el aislamiento de las proteinas menos concentradas en una solucion.
(Gagaoua & Hafid, 2016; Tangarife Morales, 2016).

3.3.  Metodologia

Al comenzar con la produccion enzimatica de lacasa, fue necesario conocer de antemano
los requerimientos nutricionales en los medios de cultivo que serian utilizados para tal fin. Por esta
razén se toma como referencia lo recopilado por Tangarife Morales (2016), en donde menciona
como fuentes de carbono que pueden ser usadas la glucosa, xilosa, manosa, fructosa, sacarosa,
galactosa, lactosa, acido galacturonico, pectina, inulina, residuos a base de celulosa y almidon
como el arroz y el maiz; también alude como fuentes de nitrdgeno el tartrato de amonio, peptona,
caseina, sales de nitrato, acido glutdmico, glicina, desechos de maiz, extracto de levadura y
extracto de carne; por parte de los inductores sefiala el ABTS’, HBT, acido veratrico, acido
feralico, sales de cobre, etanol y metanol, indicando como valor de pH Optimo de 4 a 6 y

temperatura promedio de 30° C.

3.3.1. Preparacion de in6culo microbiano

Por otra parte para tener certeza de la cantidad de inoculo a sembrar se realizaron métodos

de cuantificacion bacteriana y micética, los cuales se describen a continuacion.

3.3.1.1. Conteo de conidias en hemocitometro o camara de Neubauer

Para hacer el montaje en la cAmara se inicidé con la preparacion de una suspension de
conidias, tomando un disco de agar de 5 mm proveniente de reactivacién del moho en medio PDA
y llevandolo a 20 ml de agua destilada esteril, tras homogenizar la suspension se mezclé una
pequefia porcidn junto con azul de lactofenol, de alli una gota de la mezcla fue colocada en la parte
superior del cubreobjetos sobre el hemocitometro, cuidando que la cantidad inoculada llenara el
campo de medicion por capilaridad (Pefia Sanchez & Paez Mendieta, 2014). El montaje consiste
en una placa de vidrio que tiene dos camaras, divididas cada una en nueve cuadrados de 1 mm?
cubriendo un érea total de 9 mm?, de los cuales se toman cinco para el conteo de esporas grandes,

dando importancia a las divisiones marcadas que sefialan las conidias a contar, generalmente se

7 ABTS abreviatura para 2,2’-azinobis(3-etilbenzatiazolina-6-acido sulfonico)



toman los cuerpos de esporas que se encuentran en todo el campo incluyendo la primera linea
superior y derecha, no asi la primera linea inferior e izquierda (Cafiedo & Ames, 2004). Con el
fin de abarcar el campo visual necesario se hizo observacién microscépica con el objetivo 40x y

se aplico la siguiente ecuacion (Bustillo Pardey, 2010):

células] _ Numero de células contadas * Diluciéon * 10*

Numero total de células [
ml

Numero de areas contadas

3.3.1.2. Conteo de colonias bacterianas en placa con diluciones seriadas.

Se comenzd con la preparacion de una solucion madre, inoculando colonia bacteriana con
un asa redonda en 10 ml de solucion salina isotonica estéril (preparacion en el Anexo 2.1.), la
referencia de turbiedad fue el nivel 4 de la escala de McFarland mostrada en la Figura 6.
Posteriormente se tom6 un mililitro de solucion sin diluir y se complet6 a volumen de 10 ml con
solucion salina para la dilucion 107, de la misma forma se prepararon las demas diluciones,
partiendo de 1 ml de la dilucién anterior hasta llegar a 10*. Para el conteo en placa se elabord
siembra en profundidad, inoculando 1 ml de cada dilucién en cajas de Petri estériles y vaciando
posteriormente agar nutritivo estéril a 45° C, se llevé a incubacion por 24 horas a 36°C
prosiguiendo con el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC) por caja y reportando el
resultado en UFC/ml. (Corral Lugo, et al., 2012).

3.3.2. Valoracién cualitativa de produccion de lacasa
3.3.2.1. Siembra en medios de cultivo sélidos

Ahora bien, la técnica de rastreo de lacasa utilizada en esta investigacion requiere como
inductor enzimatico el ABTS (que también hace parte del sustrato oxidable) en los medios de
cultivo usados, cuya composicion se describe en el Anexo 1.1. Para el caso de la especie fungica
se probaron tres medios, uno selectivo diferencial enriquecido con extracto de salvado de trigo
(EST), otro medio mineral basal (Medio Basico para Lacasa MBL) y un agar OGYE comercial
enriquecido; mientras que para la especie bacteriana se tomé agar nutritivo como base, enriquecido
con carboximetilcelulosa y una alta variacion del inductor enzimatico. Los medios son
suplementados con sulfato de cobre, que adiciona los iones Cu*? necesarios para la funcion de
lacasa y provee un efecto regulador positivo en la expresion de esta oxidasa de organismos

ligninoliticos (Falero Bilbao, 2013; Revollo Escudero, Serna Daza, & Hernandez Torres, 2012).



La metodologia de siembra utilizada en este caso para mohos se trata de la forma de
sandwich, tomando circulos de agar de 5 mm de didmetro provenientes de la reactivacion de
colonia y poniéndolos con la cara del micelio hacia el medio de cultivo limpio; a diferencia de la
especie bacteriana con la que se mantuvo la técnica de agotamiento, partiendo de la dilucion 10,
Seguidamente se llevaron las cajas a incubacion por 14 dias a temperatura ambiente para Fusarium

sp y por 7 dias a 37° C para Bacillus sp. (Antonio Revuelta, 2013).

3.3.2.2. Indice de Potencia

Posteriormente para los medios que mostraron halo de coloraciéon se tomé medicién de
este, indicando [++] para diametro mayor a 3 cm, [+] entre 1y 2,9 cm y [-] menor a 1 cm. De alli
se partio para evaluar el indice de potencia, que define Antonio Revuelta (2013) como la razon
entre el area de crecimiento del halo de (oxidacion) y el area de crecimiento de la colonia

microbiana.

3.3.3. Valoracién cuantitativa de produccion de lacasa
3.3.3.1. Siembra en medios de cultivo liquidos

En esta fase de la investigacion el ABTS no debio ser agregado al caldo de cultivo, sin
embargo fue necesario seleccionar un inductor complementario de los mencionados al inicio del
apartado 3.3., para el caso metanol al 1% (v/v) (Tangarife Morales, 2016) agregado ulteriormente

de la esterilizacion.

La composicion de los medios para moho y bacteria (Anexo 1.2.) se fundament6 en las
especificaciones descritas anteriormente, asegurando que contaran con al menos una de las fuentes
de carbono y nitrégeno requeridas para la produccién enzimatica de interés. Cabe aclarar que las
bases fueron agares comerciales mezclados en agua destilada y filtrados antes de la completa

dilucién con adicion de calor, para eliminar el contenido de elemento gelificante.

Continuando con el método de siembra, se tomaron 120 ml de caldo OGYE y se inocularon
con 6 discos de agar de 5 mm de didmetro, obtenidos de la reactivacion del hongo Fusarium sp en
PDA, afin de coincidir con el conteo de conidias en 1 disco por cada 20 ml de solucién (Sivakumar,
Rajendram, Balakumar, & Tamilvendan, 2010) . De manera semejante fue manejado el inoculo en
los medios PDB y Nutritivo con Bacillus sp, partiendo de 10 ml de dilucion 107 adicionados a 90



ml de caldo, para completar 100 ml de dilucion 10*. Los dos microorganismos fueron puestos en

incubacion a 30° C para finalmente realizar las mediciones fotométricas de la enzima en cuestion.

3.3.3.2. Medicion fotométrica del extracto enzimatico

Por lo referente a la preparacion de la muestra de extracto enzimatico, se probaron dos
metodologias diferentes; en la primera se tomé una alicuota de 10 ml de caldo de cultivo con
crecimiento microbiano y se centrifug6 a 10.000 rpm durante 20 minutos (Revollo Escudero, Serna
Daza, & Hernandez Torres, 2012); en la segunda se manejaron 12 ml de alicuota y se filtraron con
filtros cualitativos Munktell (Ahlstrom) No. 2, usando una jeringa para crear vacio en el montaje
(Péez Llerena, 2012). En los dos métodos se tomo el fluido limpio para medicién, evitando
cuidadosamente el precipitado o el material filtrado.

La mezcla de reaccion referida por Antonio Revuelta (2013) con un contenido de 100 uL
de Buffer acetato 0,1 M pH 5 (preparacion Anexo 2.2.), 800 uL de extracto enzimatico y 100 pL
de ABTS, para un volumen total de 1000 uL; en caso del blanco se reemplaza la cantidad de
inductor con el mismo volumen de solucion tampdn. De alli se partié para establecer la mezcla
que completara volumen de 3000 uL, cerciorando que ocupara mas del 50% de la celda fotométrica
de cuarzo de 10 mm, llegando finalmente a volimenes de 300 pL de Buffer, 2400 pL de muestra

y 300 pL de inductor ABTS, sustituido en el blanco por 300 pL de solucion tampén.

De forma previa a la medicion, se realizd un barrido de absorbancias utilizando el software
UV Probe para identificar puntualmente la longitud de onda en que debe ser analizada la oxidacion
de ABTS. La medicion fotométrica se realizd en dos tiempos, un tiempo t=0 con la mezcla de
reaccién recientemente preparada y un tiempo t=3 después de la incubacion de la muestra a 30 °C
en bafio maria, también se manejo la ecuacién del calculo de la actividad enzimatica (EA), descrita

en la Tabla 10, para el tratamiento de los datos obtenidos fotométricamente.



Tabla 10. Ecuacion de actividad enzimatica para lacasa.*
AAbs x Fd x VT
- txexLxVM
EA  Actividad Enzimatica [U/L]®

AAbs Diferencia de absorbancias

Fd  Factor de dilucion debido a ¢ 1.000.000
VT  Volumen total [ml] 3,0

t Tiempo de reaccion [min] 3

e  Coeficiente de extincion molar [M* cm™] 36

L  Longitud de la celda [cm] 1
VM  Volumen de la muestra de extracto enzimatico [ml] 2,4

*Fuente: Péez Llerena (2012).

3.3.4. Purificacién de lacasa
3.3.4.1. Particion Trifasica (TPP)

Una vez obtenido el fluido limpio (3.3.3.2), se procedi6 a adicionar ter-butanol a la solucion
en razén de 1:1,1 y sulfato de amonio en un porcentaje de 73% p/v, que segun Tangarife Morales
(2016) mejoran en mayor medida la producciédn de lacasa de Fusarium spp los valores del arreglo
gue se encuentran cercanos a estos, De la misma forma mencionan Yadav, Gupta, & Khare (2017)
para Bacillus sp., que las proporciones cercanas a 1:1 de t-butanol y a un 60% de (NH4)2SO4

mejoran el proceso de purificacion enzimatica.

Después de realizada la mezcla, se homogeniz6 en un equipo vortex y se incub0 por una
hora en bafio maria a 38° C, luego se usé un embudo de separacién para disgregar las fases
formadas y se prosiguié con centrifugacion de la fase intermedia a 4000 rpm durante 10 minutos,
facilitando de esta manera la separacion de la composicion proteica mas compacta, la cual fue
suspendida en 15 ml de buffer pH 7 (preparacion en Anexo 2.2.) para finalmente ser utilizada
como muestra en la medicion fotométrica descrita en el apartado 3.3.3.2. (Shah, Sharma, & Gupta,
2004; Tangarife Morales, 2016).

8 Una unidad internacional de actividad enziméatica de lacasa [U] representa la cantidad de enzima capaz de oxidar
1umol de ABTS por minuto, siendo L™ cada litro de disolucién enzimatica (Koch, Naranjo, & Paez, 2011).



3.3.5. Actividad enzimatica especifica (SEA)

Esta unidad es mucho mas concreta para la cuantificacion de la produccion de lacasa, se
maneja como el cociente entre la actividad enzimética [U/L] y la biomasa en base seca [mg/ml], y
permite conocer la cantidad de enzima producida respecto a la masa de contenido proteico celular
en la alicuota tomada (Chavez Lopez, Esparza Garcia, Hidalgo Lara, Loera Corral, & Rodriguez
Véazquez, 2005).

U
Y £4 [7]
SEA [—] = g
mygl  Biomasa [—]
ml

3.3.5.1. Determinacién de la biomasa en peso seco

La técnica usada requirié alicuotas de 10 ml de caldo de cultivo con crecimiento
microbiano, las cuales se filtraron habiendo pesado previamente los filtros, el conjunto se colocé
en un horno de secado a 105 °C por 15 minutos y se pesd nuevamente. Para la determinacién de
biomasa en la particién de tres fases, se tomd la fase intermedia centrifugada proveniente de 10 ml
de extracto crudo y se llevo a las mismas condiciones anteriormente mencionadas, esta vez en

tubos de ensayo con peso conocido para su resta del pesaje final (Torres Vargas, 2013).

3.3.5.2. Tratamiento de datos

A fin de excluir los valores anémalos en las mediciones hechas de actividad enzimatica, se
recurrié a la prueba Q de Dixon para rechazo de datos con el 90% de confianza, aplicando un
criterio de discordancia de 0.6789 para un total de 4 datos (Verma & Quiroz Ruiz, 2006). A
continuacion se especifica la ecuacion empleada (Clavijo Diaz, 2002):

Desvio (Valor sospechoso — Valor vecino mas cercano)

- Amplitud (Mayor valor — Menor valor)

Seguidamente para evaluar la posibilidad de emplear el método de particidn de tres fases,

Berg, Tymoczko, Stryer (2007) y Tangarife Morales (2016) proponen el uso de dos parametros:

e Rendimiento (R): mide la actividad enzimatica existente después del proceso de
purificacion, tomando el extracto inicial como 100%.

_ EA Extracto Purificado

100
EA Extracto Crudo *




e Grado de Purificacion (P): también conocido como veces de purificacion, es la medida
del incremento en pureza de la produccion enzimatica.

_ EAspec Extracto Purificado

EAspec Extracto Crudo

3.4. Resultados y Analisis
3.4.1. Cuantificacion de células microbianas

En lo referente a la medicion en cdmara de Neubauer para conteo de esporas de Fusarium
sp., se obtuvo un total de 7566 células en las cinco areas contadas (Anexo 3). Aprovechando la
ecuacién se calcul6 el numero de conidios por ml de suspension:

7556 * 1 * 10* Células
= 15132 % 103 ———
5 ml

De forma concordante en el caso de Bacillus sp., el nimero de unidades formadoras de
colonia que resultd de interés para la investigacion fue de 81 UFC, pertenecientes a la dilucion 10
4 por ser la que permitiera un mejor conteo. A su vez debido la proveniencia directa de la dilucion
10 que también arrojo resultado cuantificable (302 UFC), permiti6 elaborar las suspensiones

requeridas para el desarrollo de las cepas en medio de cultivo liquido.

3.4.2. Valoracion cualitativa de produccion de lacasa

La siembra en medios de cultivo sélidos arrojé resultados variables entre ambos
microorganismos, que al ser monitoreados continuamente debian impartir un halo de coloracion
proveniente de la oxidacién del sustrato por parte de la enzima en cuestion, sin embargo Fusarium
sp no mostrd coloracion del medio de cultivo en ninguno de los casos (Figura 19), en comparacion
con Bacillus sp que si manifesté pigmento verde azulado (Figura 21). Al ver que el agar nutritivo
para Bacillus sp expuso coloracion, se hizo el montaje con un medio comercial para mohos, en
este caso OGYE, con el fin valorar los distintos tipos de evolucion del moho respecto a la oxidacion
del sustrato, aunque definitivamente no fue posible poner de manifiesto la oxidacion por
produccién de lacasa de Fusarium sp, pese a que se hizo variacién en el tipo de sustrato con la

adicion ETS y carboximetilcelulosa (Figura 19).



Figura 19. Crecimiento de Fusarium sp para valoracién cualitativa de lacasa.*

*A la derecha medio selectivo diferencial con EST no presenta halo de coloracion. A la
izquierda medio de cultivo OGYE con EST y carboximetilcelulosa, no presenta halo de oxidacion,

iméagenes tomadas el dia 10 de crecimiento. Fuente: Autor.

Como explicacion pertinente Paez Llerena (2012) en su investigacion muestra que este
género fungico presenta cambio leve en la coloracion del medio con ABTS, y equivalentemente
Brijwani, Rigdon, & Vadlani (2010) aseguran que no todas las isoformas de lacasa poseen un
atomo de cobre tipo I, de forma que no seria posible evidenciar el color azul caracteristico, en su
lugar poseen otro atomo metélico que cumple la misma funcion oxidativa (Arana, Tellez, &
Gonzalez, 2002). Para el caso de Fusarium sp se trataria de una lacasa blanca o amarilla que pese
a la falta de pigmento puede llegar a oxidar los sustratos respectivos, ya que contaria con los
centros de cobre tipo 2 y 3, ineludibles en el proceso de catélisis. En este sentido se ve necesario
hacer pruebas cuantitativas que cuentan con mayor especificidad y pueden dar certeza de la

produccidn de la enzima en cuestién en los mohos evaluados.

En la Tabla 11 se muestra la relacion utilizada para el calculo del indice de potencia de
Bacillus sp., con aumento de actividad enziméatica manifestada en las cajas de Petri con mayor
contenido de inductor enzimatico. Para una explicacion mas detallada de los resultados obtenidos,
se observa en la Figura 20 el indice de potencia obtenido respecto a las dos concentraciones de
ABTS, entre las cuales existe menor pendiente en el desarrollo del halo de coloracion de la menor

concentracion.



Tabla 11. Medicion del diametro de crecimiento frente al halo de

coloracién de Bacillus sp.*

Nutritivo 50 pl ABTS/caja  Nutritivo 75 pl ABTS/caja

§ © Crecimiento © Halo  © Crecimiento © Halo

a (cm) (cm) (cm) (cm)

1 0,9 - 0,85 - Figura 21. Crecimiento de Bacillus sp para valoracion cualitativa de
2 1 - 0,9 -

3 1,1 - 0,9 -

4 1,1 3,8 [++] 1 4[++]

5 1,1 4,5 [++] 1 54 [++]

6 1,1 5 [++] 1 5,8 [++]

7 1,1 5 [++] 1 5,8 [++]

* Fuente: Autor.

Figura 20. indice de potencia para Bacillus sp.*

*Derecha: Agar nutritivo con 50 pl ABTS por caja. lzquierda:

Indice de Potencia

Agar nutritivo con 75 pl ABTS por caja. Imagen tomada a los 6 dias de

crecimiento bacteriano. Fuente: Autor

4 5 6 7
Dias de crecimiento bacteriano

«=0==Nutritivo 50 pl ABTS por caja ==@==Nutritivo 75 ul ABTS por caja

*Fuente: Autor



El comportamiento del indice de potencia depende del contenido de sustrato susceptible de
oxidacion, de manera que el dia de crecimiento en que se inicié la coloracion se debe a la
disponibilidad de otras sustancias, tomando de referencia que cuando se agotan los demas sustratos
y comienza a estar disponible el inductor, es el momento en que se da la sintesis enzimética (Lewin,
1996; Mateos, 2000). También es necesario tener en cuenta que la velocidad de una reaccién de
catalisis enzimatica es directamente proporcional a la relacién enzima-sustrato (Voet & Voet,
2004); asi, es posible afirmar que con un mayor contenido de ABTS actuando como sustrato,
Bacillus sp produce mayor cantidad de enzima e igualmente agiliza la velocidad de reaccion,

mostrandose un mayor diametro en el halo de pigmentacion.

3.4.3. Valoracion cuantitativa de produccién de lacasa

En esta fase del proceso se adquirieron resultados representativos a partir del dia 10 de
medicion fotométrica a A430 NM, y se evidencid una mejor obtencion de extracto enzimético con el
método de filtracion frente al de centrifugacion, valorando dos criterios particulares como la
obtencion de absorbancias y actividades enziméticas negativas. La Tabla 12 contiene los resultados
con mayor uniformidad en las repeticiones, a partir de los cuales se lleva a cabo la estrategia de
seleccidn de la cepa adecuada; es importante mencionar que en el dia 17 se evaluo la produccién
de lacasa con una concentracion menor del sustrato, usando ABTS diluido al 50% y en esta ocasion

fue posible evidenciar coloracion de la solucion tras el tiempo de reaccion.

Usando la técnica de centrifugacion para la sintesis de extracto enzimatico, se vio necesario
descartar la totalidad de los datos de actividad enziméatica (Anexo 4), en primer lugar por tratarse
de absorbancias negativas, lo que indica que el valor obtenido para el blanco es mayor que el de
la muestra, teniendo en cuenta que la absorbancia se toma como el valor del analito menos el valor
del blanco, suprimiendo inmediatamente el dato por poca fiabilidad (Boqué, 2012); en segundo
lugar, aungue las absorbancias fueran positivas, si en t=0 arrojaba un valor mayor que en t=3, el
calculo tendria un resultado negativo para la actividad enzimatica, igualmente un elemento
descartable debido a que representa una disminucion en la concentracion de ABTS oxidado por

lacasa.



Tabla 12. Actividad enzimatica de extracto crudo de lacasa.*

Fusarium Filtracion OGYE

Bacillus Filtracién PCB

Bacillus Filtracion NUT

Dia Rep Dia Rep
Abst=0  Abst=3 EA Abst=0  Abst=3 EA  Abst=0 Abst=3 EA
A 0,004 0,007 34,72 A -0,031 -0,031 0,000 0,212 0,221 104,167
10 B -0,003 0,0029 6829 10 B 0,087 0,086 -11,574 -0,018 0,179 2280,093
C 0,002 0,006 46,30 C 0,088 0,089 11,574 0,126 0,137 127,315
A 0,009 0,008 -185,19 A 0,254 0,25 -46,296 0,056 0,058 23,148
12 B 0,002 0,004 2315 11 B 0,024 0,021 -34,722 0,002 -0,003 -57,870
C -0,008 -0,005 34,72 C -0,003 -0,002 11,574 0,006 0,0051 -10,417
A 0,001 0,002 11,57 A 0,038 0,04 23,148 0,004 0,014 115,741
B 0,002 0,003 11,57 B 0,182 0,185 34,722 0,014 0,019 57,870
o C 0,005 0,007 23,15 Y C 0,21 0,213 34,722 0,011 0,014 34,722
D 0,004 0,006 23,15 D 0,254 0,257 34,722 0,001 0,006 57,870

*Se muestran en color rojo los valores no descartados para el analisis. EA=Actividad enzimatica en U/L. Fuente: Autor.
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Figura 22. Extractos enzimaticos mediante la técnica de filtracidn.*
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Uno de los factores determinantes durante esta dase fue el tipo de tratamiento para
separacion de enzimas, en este caso la centrifugacion diferencial que busca dividir el homogenado
celular en dos fases diferentes, poniendo como precipitado el material insoluble y dentro del
sobrenadante las proteinas solubles (Lodish, et al., 2005), no obstante la miscibilidad de la lacasa
a causa de la baja solubilidad del cobre, impide que se mantenga estable en la fase acuosa y causa
su precipitacion (Kemira, 2010). De ahi que el sistema de filtracion fuera mas productivo para la
separacion enzimatica, reteniendo los componentes sélidos insolubles y dejando los liquidos

miscibles en la solucidn, lo que se traduce en un aumento en la medicion.

De igual forma los dias de crecimiento microbiano en que se llevd a cabo la medicion,
junto con la concentracion de sustrato son determinantes en la actividad enzimatica para ambos
microorganismos, en la Figura 22 se observa graficamente el comportamiento de estos dos
factores. Primeramente menciona Paez Llerena (2012) que la mayor actividad de lacasa para
Fusarium sp se presenta alrededor del dia 16, concordando con el resultado en esta investigacion
para el dia 17 de crecimiento; asi mismo Bacillus sp ingresa en su fase estacionaria entre el segundo
y séptimo dia de crecimiento en promedio, momento en el que inicia la produccién de sustancias
metabolicas como las enzimas (Universidad Nacional de Cordoba, 2014), lo que se evidencio con

un aumento en la actividad enzimatica desde el dia 10.

Seguidamente se tiene una concentracion alta de ABTS en las primeras mediciones hechas,
dando importancia a que en la preparacion de la mezcla de reaccién no se utilizé6 como inductor
sino como compuesto diana para oxidacion; se observaron modificaciones en la actividad
enzimatica de lacasa con disminucidn de las reacciones por exceso de sustrato, que tiende a saturar
los mecanismos de oxidoreduccion (Repetto Jiménez & Repetto Kuhn, 2009) y puede generar
falsos positivos en las absorbancias, de manera que los resultados obtenidos para las mediciones
hechas el dia 10, 11 y 12 son poco confiables por la variabilidad observada en comparacion con el
dia 17. Es asi como la dilucién del sustrato en la mezcla permitié una mayor velocidad en las
reacciones y por tanto uniformidad en las mediciones de los dos microorganismos, dando certeza
de la disponibilidad de la enzima para la oxidacion parcial del sustrato, de forma que el mismo dia

de crecimiento permite realizar el procesos de purificacién por particion de tres fases.



3.4.4. Purificacion enzimatica por Particién Trifasica

Por lo relacionado con la purificacion de lacasa se visualiza la formacion de las tres fases
del complejo organico-salino, mostrado en la Figura 23, adicionalmente las mediciones
fotométricas evidencian coherencia en las actividades enzimaticas calculadas (Tabla 13).

Figura 23. Formacion de tres fases en la TPP.

Fase intermedia,
agrupamiento proteico

*Fuente: Autor.

Tabla 13. Actividad enzimética de purificacion de proteinas por TPP.

Rep  Abst=0  Abst=3 EA

g A 0,011 0,007  -46,30
8 B 0004 0011 8102
§ C 0,009 0,012 34,72
L% D 0,012 0,013 11,57
o A 0,002 0,005 34,72
g B 0,006 0,026 231,48
% C 0,003 0,028 289,35
& D 0,012 0031 219,91
o A 0,004 0029 347,22
2 B 0,007 002 180,56
8 E C 0,013 0,157  2000,00
Z D 0,007 0,012 60,44

*EA=Actividad enzimatica en U/L. Fuente: Autor.



El caso de la primera repeticion en la medicion de lacasa de Fusarium sp incumple uno de
los criterios mencionados en el apartado anterior, la actividad enzimatica negativa como dato
inconsistente dentro del grupo. Al respecto es importante considerar los valores sospechosos para
suprimirlos de la comparacion a partir de la prueba de Q, que evidentemente alteran el
comportamiento del promedio como se puede ver en la Figura 24, que pone en paralelo las
actividades enzimaticas medidas el dia 17 para el extracto crudo y purificado, y muestra un
incremento considerable en la actividad de lacasa usando la TPP, sin embargo no es suficiente el
aumento de los valores para definir que este tipo de purificacion es viable en la investigacion.

Figura 24. Actividades enzimaticas del extracto de lacasa crudo y purificado.*
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Las respectivas pruebas de Q se observan en la Tabla 14 con los valores ordenados de
menor a mayor, con el fin de dejar un conjunto de 3 datos de actividad enzimatica para cada
variante de los microorganismos, posteriormente en la Tabla 15 se incluye el cambio en el

promedio de EA en cada microorganismo junto con las determinaciones de biomasa en peso seco



de ambos casos (antes y después de la purificacion), para finalmente ver la actividad enzimatica

especifica correspondiente.

Tabla 14. Tratamiento de datos de actividad enzimatica antes y después de purificacion.*

Extracto Crudo Extracto Purificado

Rep EA Q-Dixon EA Q-Dixon
WA 1157 0,000  -46,30 0,455
3 B 1157 1,000 1157 0,182
§ C 2315 0,000 34,72 0,182
L% D 2315 0,000 81,02 0,364
o A 2315 1,000 34,72 0,727
g B 3472 0,000 219,91 0,045
% C 3472 0,000 23148 0,227
8 D 3472 0,000 289,35 0,227

o A 3472 0,286 60,19 0,058
E 2 B 5787 0,286 156,48 0,086
8 E C 5787 0,286 300,93 0,086
Z D 11574 0,714 1733,33 0,856

*En color rojo se muestran los resultados de la prueba de Q que indican inconsistencias.
EA=Actividad Enzimatica (U/L). Fuente: Autor.

Tabla 15. Biomasa en peso seco y actividad enzimatica especifica (SEA).*

Extracto Crudo Extracto Purificado
Fusarium EAProm Biomasa SEA EAProm Biomasa SEA R i
OGYE 19,29 1,26 15,25 42,44 4,80 8,84 220% 0,58
Bacillus PCB 34,72 491 7,07 246,91 0,80 308,64 711% 43,64
Bacillus NUT 50,15 437 11,49 172,53 290 5949 344% 5,18

*EA Prom=Actividad Enzimatica promedio con exclusion de datos (U/L). Biomasa (mg/ml).
SEA=Actividad Enzimatica Especifica (U/mg). R= Rendimiento. P=Veces de purificacion.

Fuente: Autor.



La actividad enzimatica especifica explica la cantidad de material celular y proteico en
miligramos, que se requiere para producir cierta actividad de lacasa en unidades por litro, lo que
quiere decir que antes del proceso de purificacion Fusarium sp usa una minima cantidad de
biomasa para producir actividad enzimatica considerable, mientras que para originar la misma
actividad enzimaética Bacillus sp necesita mayor contenido proteico y por tanto un mayor volumen
de suspension de extracto crudo. Contrariamente, despues de la particion trifasica los papeles se
intercambian, siendo mé&s productiva una minima cantidad de biomasa en Bacillus sp que en

Fusarium sp.

Ahora bien, para facilitar la evaluacion de productividad enzimatica (equivalente a la
actividad especifica) en la fase posterior a la purificacion, se tiene el porcentaje de rendimiento
que muestra en qué medida es viable aplicar la particién trifasica, considerando la actividad
enzimatica inicial como un 100%, y por lo mismo, que cualquier valor superior indica que la
purificacion fue exitosa al producir mayor actividad enzimatica, partiendo del mismo volumen de

extracto crudo.

En este sentido las dos cepas microbianas arrojaron porcentajes de rendimiento mayores al
200%, lo que indica que la actividad enzimética incrementd mas del doble, un comportamiento
normal para la particidn trifasica que puede tener rendimientos entre 100 y 1000% para diferentes
enzimas (Rajeeva, 2011), particularmente pueden ser iguales o superiores al 160% en lacasas
fangicas y al 300% en lacasas bacterianas. Adicionalmente el grado de purificacién es bastante
variable, pero puede encontrarse cercano a 8 y 10 veces la actividad especifica, de forma que las
veces de purificacion obtenidas para Bacillus sp en medio PCB resultan bastante altas conforme
al promedio y por esta razon se decide trabajar mas adelante Unicamente con los extractos
enzimaticos provenientes de los medios OGYE y Nutritivo (Dennison & Lovrien, 1997) (Vinoth,

Sathayaselvabala, Premkumar, Vidyadevi, & Sivanesan, 2011).



CAPITULO 4: Efecto de Lacasa microbiana sobre HAPs.
4.1. Propiedades Fisico-Quimicas de los HAPs.

Los hidrocarburos poliaromaticos se componen por dos o mas anillos de benceno
fusionados, son no polares, altamente hidrofdbicos, con baja solubilidad en el agua que disminuye
con forme aumenta el nimero de anillos (Garcia Martinez, 2005). Estas sustancias poseen la mayor
variabilidad estructural en la naturaleza con distintos pesos moleculares, si se compara con las
demés moléculas no halogenadas, asi mismo su composicion quimica es variable y compleja; estas
caracteristicas se encuentran contenidas en la Tabla 14 (Kadri et al., 2017). (Quinceno Pérez &
Rios Osorio, 2014).

Tabla 16. Propiedades fisico-quimicas de algunos HAPs.

. MASA
ESTRUCTURA FORMULA L DENSIDAD SOLUBILIDAD

HAP i i MOLAR
QUIMICA QUIMICA (g/cmd) (mg/L)
(9/mol)
Antraceno C14H10 17822 1,28 0,015
Acenafteno C% C12H10 154,2 1,2 NR
Benzo (a) ‘
C18H12 2283 1,28 NR
antraceno Oee
Fluoreno Q.O C13H10 166,22 1,2 NR
Naftaleno CI0H8 128,18 1,14 30
Benzo (@) “ C20H12 252 31 1,4 0,0038
pireno.~~ (_I_I_ | | |
Fenantreno QCO C14H10 178,23 1,18 la2




Continuacion Tabla 16. Propiedades fisico-quimicas de algunos HAPS.*

Pireno ‘O C16H10 202,26 1,27 0,12a0,18
Fluoranteno "8 C16H10 202,26 1,25 0,25
Dibenzo O
(@h) O‘O‘ C22H14 278,36 1,23 NR
antraceno
Criseno OO‘O C18H12 228,29 1,27 NR
fizzzt(el;)o 00.8 C20H12 252,32 1,28 NR
Benzo (b) ‘ C20H12 252,31 1,27 NR
fluoranteno O0.0 ’ ’
Benzo O
(@.h,i) %‘O?] C22H12 276,33 1,24 NR
perileno
Indeno O‘
(1,2,3cd) .OO C22H12 276,33 1,07 NR
pireno O

*NR=No reporta solubilidad, los valores son tan bajos que no tienen gran relevancia. Fuente:
Kadri et al. (2017), Martinez Jara (2017).

4.1.1. Técnicas de analisis quimico de HAPs en agua

Estos hidrocarburos al entrar en el agua se adsorben rapidamente en el material
particulado, quedandose en los sedimentos y condicionando la concentracion a ser menor en la
columna de agua que en el deposito de los cuerpos hidricos (Garcia Martinez, 2005). Por esta razon
suelen encontrarse en niveles traza y requieren instrumentacion analitica avanzada para su analisis,

al respecto la EPA establece el método 610 para analisis quimico organico de aguas residuales



municipales e industriales, y el método 510 para determinar HAP en agua potable mediante
cromatografia de liquidos (Diaz, Alfaro, & Garza, 2001); igualmente el Registro Estatal de
Emisiones y Fuentes Contaminantes de Espafia (2013) propone la determinacion por cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC/Fluorescencia), la medicion por fluorescencia UV tras
cromatografia en capas finas y la evaluacion por cromatografia en fase gaseosa como posibles

técnicas para analisis de HAP.

4.2. Biotransformacion de HAP en el agua

Debido a la capacidad que poseen los microorganismos para transformar compuestos
hidrocarbonados, se emplean en la recuperacién de ambientes contaminados con HAPs (Bracho,
Diaz, & Soto , 2004), usando generalmente productos metabolicos que permitan la oxidacion de

los contaminantes, sin necesidad de producir un crecimiento directo en los cuerpos de agua.

El proceso biorremediador depende directamente de los mecanismos de sorcidn,
adsorcién o desorcidn que determinan la accesibilidad de los contaminantes para ser degradados,
de forma que en ocasiones se requieren estrategias de intensificacion, con el uso de potenciadores
metabolicos de los microorganismos, que apoyen las técnicas de biotransformacion y mejoren sus
resultados (Quinceno Pérez & Rios Osorio, 2014). Asi mismo la tasa de biorremediacion esta
ligada a las condiciones ambientales, el tipo de microorganismo del que se obtiene el producto

metabolico, la naturaleza y estructura del compuesto a eliminar (Kadri et al., 2017).

Las enzimas microbianas, entre ellas las lacasas, se consideran una opcién eficaz para la
degradacion de HAPs, con factores ligados directamente al nivel de biodegradacion como el
oxigeno, la accesibilidad de los nutrientes y las condiciones dptimas de pH y temperatura para las
enzimas (Kadri et al., 2017). La lacasa actGa como catalizador en la oxidacién de cuatro electrones
de los compuestos ricos en radicales libres, con la reduccién simultanea de O; a agua (Bautista,
Morales, & Sanz, 2015). Esta oxida los HAP a dihidroles que con una segunda oxidacién pueden
ser llevados a catecoles y finalmente a CO> y agua, si es proveniente del metabolismo bacteriano
se producen cis-dihidrodioles a través de un dioxetano, mientras que al ser lacasas fungicas se
producen trans-dihidrodioles con la formacion previa de un epoxido (Garcia Martinez, 2005). Se
pueden encontrar en la Figura 25 los productos obtenidos despues de oxidacion por parte de

metabolitos microbianos para el caso de algunos HAP.



Figura 25. Productos de la oxidacion de HAPs.*
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*Productos de la oxidacion de pireno, benzo(a)pireno, antraceno, fenantreno y fluoreno.
Los dos ultimos corresponden a la accién de lacasas propias del metabolismo microbiano. Fuente:
Kadri et al. (2017), Garcia Martinez (2005).



4.3. Metodologia
4.3.1. Preparacion del analito

Con fines de preparacion de una muestra inicial de agua, que tuviera contenida la mayor
variedad de hidrocarburos aromaticos policiclicos, se realizd un montaje para introducir gases
provenientes de la combustion incompleta de gasolina y carbén (Trujillo Mejia, 2010), que
consistia en un bidon con agua destilada al cual se conecté de forma hermética una manguera
plastica y un embudo en el extremo (Figura 26), para permitir la entrada de humo procedente de
los tubos de escape de un vehiculo automotor y de una chimenea.

Figura 26. Montaje de preparacién de agua contaminada con HAPs.*

*Fuente: Autor.

Posteriormente se cerr0 el bidon y se almacend en un lugar frio, cubriéndolo con papel de
aluminio para proteger la muestra de la luz solar, tratando de prevenir su degradacion debido a la
inestabilidad fotoquimica que poseen (Chirino Betancourt, Benzo, & Fernandez, 2015). La
muestra fue enviada al laboratorio SGS Colombia S.A.S, siguiendo el protocolo de refrigeracion
y entrega de cuatro litros en frascos de vidrio con tapa de tetrafluoroetileno (TFE), donde se realiz6

el analisis quimico por el método EPA 610-GC/FID.

4.3.2. Biotransformacion de HAP con el uso de lacasa

En este proceso se retomaron las suspensiones de crecimiento microbiano hechas en agar

OGYE vy Nutritivo con 17 dias de crecimiento, se tomaron 120 ml de cada una y se realizo



purificacion por particion de tres fases. EI complejo proteico fue homogenizado en 150 ml de

buffer acetato pH 7 con posterior adicion a la muestra contaminada.

Para la preparacion de la mezcla de reaccion se tomaron las proporciones usadas
previamente en la medicion fotométrica, poniendo en 31,25 ml de solucion un 80% de enzima
purificada junto con 10% de buffer acetato 0,1 M pH 5y 10% de ABTS al 50%, esta composicion
se afor6 a 1 litro con el agua hidrocarbonada, con el objetivo de alcanzar una concentracion cercana
a5 U/Ly 20 U/L para cada 100 ml de agua. El proceso se realizo directamente en frascos de vidrio
con tapa de TFE, dejandolos en incubacion por 24 horas a 25°C, para llevarlos posteriormente al
andlisis quimico de HAPs. (Alcalde, Bulter, & Arnold, 2002; Eibes Gonzélez, 2007).

4.4. Resultados y analisis

Para conocer la cantidad de lacasa que fue utilizada en ambas muestras, basta con la
realizacion del célculo respectivo de la actividad enzimética (U/L) total en 100 ml de solucién con
buffer pH 7, que se puede ver en la Tabla 17.

Tabla 17. Célculo de U/L de lacasa por muestra de HAPs.*

Muestra con lacasa fungica Muestra con lacasa bacteriana
(42.44 U/L)(100 ml) (172.53 U/L)(100 ml)
=7.073U/L =28.75U/L
15ml + 40 / 15 ml * 40 /

Actividad enzimatica después de purificacion=42.44 U/L (Bacillus) 172.53 U/L (Fusarium)

Total de solucién buffer + lacasa purificada= 100 ml

Solucién medida inicialmente = 15 ml

Factor de dilucion para U/L por cada 100ml = 40

*En negrita la actividad enzimatica de lacasa agregada por cada 100 ml de muestra. Fuente: Autor.

A partir de las alicuotas enviadas para el analisis quimico en laboratorio certificado, se
reportan los resultados antes y después de la inoculacion con lacasa microbiana en la Tabla 18, se
especifican los valores obtenidos para un total de 19 hidrocarburos aromaticos policiclicos, dos de
los cuales no muestran reduccién alguna en la concentracion con ninguno de los tipos de lacasa y
uno que solo disminuye con el uso de lacasa bacteriana, también contiene los porcentajes de

remocion de cada contaminante. De igual manera fue reportada la presencia de decafluobifenilo,



sin embargo su baja concentracion no se hace detectable para cuantificacion mediante la técnica
(Anexo 5).

Tabla 18. Resultados del andlisis quimico de HAPs.

COMPUESTO Inicial Lacasa Fungica Lacasa Bacteriana
(mg /L) (mg /L) % Rem (mg /L) % Rem
1-Metilnaftaleno 0.00004  0.000030 25% 0.000030 25%
2-Metilnaftaleno 0.00003 0.000020 33% 0.000021 30%
Acenafteno 0.00031 0.00018 42% 0.00015 52%
Acenaftileno 0.00029 0.00020 31% 0.00019 34%
Antraceno 0.00030 0.00018 40% 0.00014 53%
Benzo(a)antraceno 0.00030 0.00029 3% 0.00028 7%
Benzo(a)pireno 0.00029 0.00026 10% 0.00027 7%
Benzo(b)fluoranteno 0.00029 0.00025 14% 0.00025 14%
Benzo(g,h,i)perileno 0.00031 0.00031 0% 0.00031 0%
Benzo(k)fluoranteno 0.00030 0.00030 0% 0.00027 10%
Criseno 0.00029 0.00020 31% 0.00017 41%
Decafluobifenilo 0,00000 0,00000 - 0,00000 -
Dibenzo(a,h)antraceno 0.00030 0.00024 20% 0.00026 13%
Fenantreno 0.00030 0.00023 23% 0.00021 30%
Fluoranteno 0.00029 0.00026 10% 0.00021 28%
Fluoreno 0.00030 0.00020 33% 0.00017 43%
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.00031 0.00031 0% 0.00031 0%
Naftaleno 0.00030 0.00016 47% 0.00017 43%
Pireno 0.00030  0.000245 18% 0.00022 27%
Totales 0.000287  0.000275 4% 0.000262 9%
Promedio 20% 25%

*En rojo las concentraciones que no disminuyen después del tratamiento. En verde los
porcentajes de remocion mayores o iguales al 40%. Fuente: Autor, Laboratorio SGS Colombia
SAS.



Figura 27. Comparacion de concentraciones de HAPs.*
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Las Figuras 27 y 28 muestran la diferencia entre las concentraciones y los porcentajes de
remocion encontrados en las tres situaciones: la muestra de agua contaminada con hidrocarburos,
el uso de lacasa purificada proveniente de Fusarium sp® y de Bacillus sp'°. Para efectos del analisis
se determing la tasa de remocién promedio que generaron los dos tipos de lacasa, siendo de 22,5%

y enmarcada en la figura 28 como la linea horizontal de color naranja.

Se observa que el 1-metilnaftaleno y 2-metilnaftaleno presentan concentraciones bajas en
las tres muestras, con una minima disminucion después del tratamiento con ambas lacasas, aun asi
posee un porcentaje alto de remocidn cercano al promedio; particularmente el 2-metilnaftaleno se

ve disminuido en mayor proporcién por LacFuP que por LacBaP, al igual que el naftaleno,

% En adelante entiéndase como lacasa flngica o lacasa de Fusarium sp con la abreviatura LacFu para el extracto
crudo y LacFuP para el extracto purificado.

10 En adelante entiéndase como lacasa bacteriana o lacasa de Bacillus sp con la abreviatura LacBa para el extracto
crudo y LacBaP para el extracto purificado.



benzo(a)pireno, y dibenzo(a,h)antraceno, estos dos ultimos por debajo de la media de remocion,

mientras que el naftaleno cuenta con la mayor eliminacién para lacasa de Fusarium sp.

Figura 28. Comparacion porcentajes de remocién de HAPs.*
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*Fuente: Autor.

Por parte de los compuestos que mostraron mayores tasas de remocion, el acenafteno,
acenaftileno, antraceno, criseno y fluoreno, coinciden en tener una disminucién de la
concentracion mas marcada con el uso de LacBa, aungue todos superan el promedio de remocién,
especificamente el antraceno cuenta con el porcentaje mas representativo para lacasa bacteriana;
es debido mencionar que el comportamiento del criseno y el fluoreno es muy similar, con

diferencia entre las tasas de remocion de LacBaP y LacFuP de 10%.

En sentido contrario el benzo(a)antraceno, el benzo(b)fluoranteno y los hidrocarburos
totales se encuentran entre los porcentajes mas bajos de remocion, con accion mayor de LacBa
para los dos primeros, e igual representatividad de lacasa fungica y bacteriana para el tercero. Los
compuestos que tienen tasas de remocidn cercanas a la media son 1-metilnaftaleno, dibenzo(a,
h)antraceno, fenantreno, fluoranteno y pireno, siendo el fluoranteno mas variable para los dos tipos

de lacasa, con un porcentaje de diferencia del 18% entre LacBaP y LacFuP.



Adicionalmente, el benzo(g,h,i)perileno y el indeno(1,2,3-cd)pireno estan exentos de
disminucion de su concentracion en ambos tratamientos, al igual que el benzo(k)fluoranteno

unicamente frente al tratamiento con LacFuP y con una baja remocion por parte de LacBaP.

En resumen, el tratamiento que presentd tasas de remocion mas altas fue el realizado con
lacasa de Bacillus sp, viendo que generalmente las bacterias son més eficientes en la degradacion
metabolica de HAPs, debido a la necesidad que presenta el metabolismo fungico de producir
cometabolitos (en este caso enzimas complementarias como las peroxidasas) para su degradacion
(Llad6 Fernandez, 2012). Es importante mencionar que 1 U/L de LacFuP produjo un 2.84 % de
remocion total de hidrocarburos arométicos policiclicos, mientras que 1 U/L de LacBaP tiene una
tasa de 0.87 %, lo que indica que en términos de efectividad del tratamiento, existe un mejor

comportamiento para lacasa fungica.

Generalmente las especies bacterianas no son capaces de transformar benzo(a)pireno
cuando se usa como Unica fuente de carbono, sin embargo, se ha demostrado que al fomentar la
produccidn metabdlica con el uso de una fuente de carbono diferente, se puede lograr la oxidacion
a cis-dihidrodiol y la reduccion de Oz a agua. De forma que se evidencia la disminucién de la
concentracion de este compuesto aunque con un menor porcentaje para LacBa que para LacFu
(Ye, Siddigi, Maccubin, Kumar, & Sikka, 1995).

También se observa que la complejidad en las estructuras de los contaminantes y su peso
molecular, influyen directamente en la efectividad de cada tipo de lacasa; en este sentido las
enzimas bacterianas pueden no ser capaces de degradar de forma eficiente los HAP de 4 0 mas
anillos aromaticos, por lo cual compuestos como el pireno y el dibenzo(a, h)antraceno mostraron

maés eficiencia con el tratamiento de LacFuP (Llad6 Fernandez, 2012; Solanas, 2009).

La lacasa en la oxidacién de HAPs esté dirigida por el uso de un mediador y por el tipo de
metabolismo microbiano, con la opcion de tomar dos rutas alternas en la reaccion. La primera es
utilizar la transferencia de electrones (ET) aprovechando la diferencia entre las energias de
disociacion, producida por los enlaces rotos en los hidrocarburos (C-H) y formados en el mediador
(RO-H, en este caso el ABTS), dando lugar a la sustraccion de un anillo del HAP y formando su
radical catidnico, el cual puede originar un intermediario por el ataque nucleofilico de los aniones
de acetato que existen en el medio. Esta via es mas comun para lacasa de Bacillus sp, que es

anaerobio facultativo con metabolismo fermentativo (Rodriguez Millan, et al. 2013), y por tanto



requiere de una sustancia adicional para extraer los electrones y oxidar el sustrato. La segunda ruta
no produce el intermediario, debido a la formacion de radicales libres con la transferencia de
atomos de hidrégeno (HAT), y utiliza el oxigeno del medio para obtener energia, junto con la
formacion de los enlaces en ABTS y una posterior oxidacion del sustrato. Este es el caso de LacFu,
cuyo organismo de origen es aerobio estricto con metabolismo oxidativo (Davis, 2012). (Cafias
Portilla, 2009). Por esta razén la lacasa de Fusarium sp resultd mas eficiente en el tratamiento de
HAPs, debido a la posibilidad de tener mayor energia en las reacciones, producto del mediador y
del oxigeno molecular. En la figura 29 se muestra el ejemplo de oxidacion de benzo(a)pireno con

las diferentes rutas explicadas anteriormente.

Figura 29. Oxidacion con lacasa de benzo(a)pireno.
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CAPITULO 5: Seleccion de especie con analisis estadistico.
5.1. Pruebas de estadistica inferencial

Para comenzar, las pruebas estadisticas inferenciales permiten confirmar una propiedad
que se cree que tiene una poblacion, a partir de la observacion de una muestra y llevando como
procedimiento la formulacion de hipdtesis poblacionales, con posterior eleccion de la prueba

adecuada para su aplicacion y contraste (Sabado, 2009).

Los test inferenciales pueden clasificarse en paramétricos y no paramétricos, los primeros
son formulados a partir de supuestos o caracteristicas paramétricas que debe tener la muestra,
relacionadas con el ajuste a distribuciones conocidas previamente y que, en caso de no cumplirse,
pueden originar errores en el desarrollo de los mismos y Iégicamente conclusiones equivocadas
(Marin, Jiménez, & Herndndez, 2015). Los segundos, por lo contrario, no requieren distribucién
particular, por lo que comunmente se denominan “Test de libre distribucion”, que generalmente

obtienen sus resultados con métodos de observacion y recuento (Sabado, 2009).

Ahora bien, los supuestos que se manejan generalmente en las pruebas paramétricas son
(Marin, Jiménez, & Hernandez, 2015):

a. Los valores de la variable dependiente siguen una distribucién normal.

b. Las varianzas son aproximadamente iguales, es decir hay homogeneidad de
varianzas u homoscedasticidad.

c. Las muestras de las que se obtiene la variable dependiente, son independientes entre
ellas.

5.1.1. Analisis de varianza (ANOVA)

El ANOVA es una potente herramienta estadistica, ideada por R, A Fisher, que tiene gran
utilidad en la industria para el control de procesos y en el laboratorio de anélisis para el control de
métodos analiticos. Esta prueba paramétrica de significacion, ayuda al estudio de la diferencia
entre las medias de varias poblaciones (Marin, Jiménez, & Hernandez, 2015), mediante el calculo

de la probabilidad que existe de encontrar medias muestrales con igual o mayor disparidad que las

11 Por sus siglas en ingles Analysis of Variance, también llamado ADEVA.



analizadas (Prieto Valiente & Herranz Tejedor, 2010). Concretamente, determina que porcentaje
de la variacion entre las medias puede ser explicado mediante el error intrinseco de las medidas
experimentales, o mediante el factor que diferencia los grupos muestrales, denominado factor
controlado o efecto fijo (Serrano Gallego, 2003). Especificamente cuando existe un solo factor
controlado o aleatorio, se hablara de ANOVA unifactorial, es decir que la media de cada variable

solo depende de un factor conocido que es la muestra a la que pertenece (Moynihan, 2005).
5.1.2. Pruebat de Student

La prueba t de Student-Fisher, desarrollada por William Seally Gosset, se deriva de la
familia de distribuciones simétricas t con forma de campana, es decir que se encuentran en una
distribucion normal, aclarando que la forma cambia a medida que varia el tamafio de la muestra.
Se emplea para comparar diferencias entre los promedios de dos muestras de tamafio menor a 30,
que pueden tener observaciones independientes o apareadas. (Moncada Jiménez, 2005; Sanchez
Turcios, 2015). Particularmente, la prueba t de student para muestras independientes, debe usarse
para comparar la media de una variable cuantitativa, entre dos grupos muestrales distintos cuando
sean distintos, es decir que los sujetos pertenecientes a un grupo son diferentes a los de otro (Garcia
Bellido, Gonzélez Such, & Jornet Melig, 2010; Guardia & Pero, 2001).

5.2. Metodologia

Para los andlisis estadisticos se emple6 el software IBM® SPSS Statistics®. Creando
inicialmente una base de datos que proporcionara todos los datos relacionados con el modelo
(Garcia Bellido, Gonzélez Such, & Jornet Melia, 2010):

Variables Independientes:

e Tipo de microorganismo para extraccion de lacasa.
e Muestra de agua con HAPs.

e Muestra de agua inoculada con lacasa microbiana.
Variables Dependientes:

e Actividad enzimatica de lacasa.
e Concentracion de HAPs.

e Porcentaje de remocion de HAPs.



Adicionalmente se requirio plantear las hipotesis a corroborar:

e Ho (Hipotesis nula): No existe diferencia significativa en las medias de las
poblaciones muestrales.
e H1 (Hipotesis alternativa): Al menos una de las medias de las poblaciones

muestrales presenta diferencia frente a las demas.
5.3.1. Validacion de Supuestos

El Software provee la técnica analitica especifica para la validacion de los supuestos de
normalidad y homoscedasticidad, aunque solo fue necesario realizar la primera de forma
individual, que se toma como Kolmogorov y Smirnov para menos de 50 datos y como Shaphiro
Wilk para méas de 50, y la homogeneidad de varianzas se calcul6 junto con los métodos de analisis
de medias.

Para iniciar con la validacion de normalidad, en la base de datos se abrio la pestafia
Analizar, luego se selecciond la opcion Estadisticos descriptivos y Explorar, donde posteriormente
aparecié la ventana correspondiente (Figura 29). Alli fue necesario seleccionar las parejas de
variables, poniendo la variable dependiente en el recuadro Lista de dependientes, luego se abrio la
opcién Graficos y se selecciond Graficos de normalidad con pruebas, se oprimid en aceptar e

inmediatamente el software arrojé los calculos en la ventana de resultados.

Figura 30. Procedimiento prueba de normalidad en SPSS.*
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5.2.2. Prueba de ANOVA unifactorial

Para el analisis de varianza, se procedio a seleccionar la pestafia Analizar, luego la opcion
Comparar medias y ANOVA de un factor, de ahi se abri¢ la ventana respectiva en donde se coloco
la variable dependiente en Lista de dependientes y la independiente en Factor, teniendo en cuenta
que deberian ser variables con mas de 2 poblaciones muestrales (Figura 30). Después fue necesario
abrir Opciones y elegir los estadisticos Descriptivos y Prueba de homogeneidad de las varianzas,
que el software toma como el test de Levene, dando la opcion de continuar; a continuacion se abrio
Post hoc y se seleccion6 la comparacion de varianzas multiples asumiendo varianzas iguales
mediante la prueba Bonferroni, con un nivel de significacion entre 0.05 y 0.1. De forma inmediata,

el programa estadistico mostro los datos en la ventana de resultados (Serra Ao, Ponce Daros,

Lopez Bueno, Gonzalez Moreno, & Garcia Mass0, 2014).

Figura 31. Procedimiento prueba de ANOVA unifactorial en SPSS.*
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5.2.3. Prueba t de Student para muestras independientes

En esta prueba se siguieron los pasos iniciales de igual forma que para el ANOVA hasta
comparacion de medias, de ahi en adelante se abri¢ la ventana de la Prueba T para muestras
independientes, en donde se ubicd la Variable de agrupacion como la variable dependiente que
manifestaba la necesidad de Definir grupos, poniendo respectivamente los nimeros asignados a

las dos poblaciones muestrales, y la variable independiente se localizo en las Variables de prueba

(Figura 31) (Garcia Bellido, Gonzalez Such, & Jornet Melig, 2010).

Figura 32. Procedimiento prueba t de Student para muestras independientes en SPSS.*
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5.3. Resultados y Anélisis

Los resultados concretos de los andlisis estadisticos arrojados por el software SPSS

pueden encontrarse en el Anexo 4.

5.3.1. ANOVA de produccion de lacasa microbiana

El conjunto de datos relacionados con la produccion de lacasa microbiana mostro
validacién del supuesto de normalidad, con el estadistico de Kolmogorov-Smirnov, por tener

menos de 30 datos; se acepta con un 95% de confianza la Ho que representa una distribucion

normal (E = 0.291, p > 0.05, Sig. = 0.122), por lo tanto es valido iniciar con el ANOVA.




Respecto al test de homoscedasticidad, el estadistico de Levene permite aceptar la hipotesis
nula, con un 95% de confianza, que afirma que existe homogeneidad en las varianzas, es decir que
no son significativamente diferentes (L [3, 8] = 2.578, p > 0.05, Sig. = 1.26 y 2.60).

Ahora bien, el ANOVA permite afirmar con un 90% de confianza que las medias
encontradas en los conjuntos de datos respectivos son significativamente diferentes unas de otras,
rechazando Ho (F [3, 8] = 3.833, p < 0.1, Sig. = 0.57), es decir que las actividades enzimaticas
difieren segun el tipo de microorganismo que se esté analizando. Complementariamente el tamafio
del efecto (n? = 1.44), indica que la variacion de los resultados obtenidos para EA dependen
significativamente del modelo que se manejé y no de las caracteristicas intrinsecas de cada
microorganismo (Serra A0 et.al, 2014), en este sentido se puede afirmar que las condiciones
externas como la temperatura, el tipo de sustrato y las fuentes de carbono y nitrogeno influyen en
la sintesis enzimatica de lacasa con Bacillus sp y Fusarium sp (Caudillo Pérez & Hernandez
Monjaraz, 2015).

Por otra parte las comparaciones maltiples hechas mediante la prueba de Bonferroni, dan
cuenta de la diferencia existente en la produccion de LacFu y LacBa, particularmente en las
enzimas bacterianas purificadas que con una media de 199.073 U/L superan bastante la produccion
enzimatica en el extracto crudo proveniente de Fusarium sp (Dif.medias [LacFu, LacBaP] =
179.78, t [8] = 3.04, p < 0.1; Sig. = 0.97).

Adicionalmente la comparacion hecha entre las lacasas purificadas arroja un nivel de
significancia insuficiente para rechazar la hipétesis nula que afirma la igualdad en actividades
enzimaticas (Dif.medias [LacFuP, LacBaP] = 156.64, t [8] = 2.65, p > 0.1; Sig. = 0.177). No
obstante la diferencia entre las medias es bastante alta y aunque la variabilidad de las unidades
enzimaticas no se manifiesta en el estadistico t, es valido decir con un porcentaje de 80% de
seguridad, que Bacillus sp es significativamente mas productivo en actividad enzimatica de lacasa
purificada que Fusarium sp; es decir que existe un 17.7% de probabilidades de que la
productividad de lacasa sea igual para ambos microorganismos o mayor para el hongo (Prieto
Valiente & Herranz Tejedor, 2010).



5.3.2. ANOVA de concentraciones de HAPs

Las concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos en las tres muestras (inicial
sin indculo enzimatico, con LacFuP, con LacBaP), no evidencian una distribucién normal con la
prueba de Shapiro-Wilk (E = 0.810, p < 0.05), y aunque Serra Afd et.al (2014) afirman que
ANOVA es robusta para el no cumplimiento de este primer supuesto, se puede trabajar eliminando

los datos extremos, de tal forma que se decide continuar con el analisis.

La homogeneidad de las varianzas es confirmada, se acepta Ho con un 95% de confianza
en el test de Levene, confirmando que no existe diferencia significativa entre las mismas (L [3, 8]
=0.05, p > 0.05, Sig. = 0.995)

En cuanto al estadistico F encontrado mediante ANOVA, existen grandes diferencias entre
las medias de las concentraciones de las muestras, que se ven reflejadas por el 95% de confianza
(F[2,47] =3.363, p<0.05, Sig. = 0.43), lo que permite rechazar la hip6tesis nula de que no existe

variacion entre las muestras de agua con hidrocarburos poliaromaticos.

Ademas el tamafio del efecto (n? = 0.143), muestra que un 10% de la variabilidad en los
resultados es explicado por el modelo, es decir el tipo y la cantidad de lacasa microbiana
adicionada, y por tanto un 90% depende de las propiedades inherentes a los sujetos evaluados, en
este caso los HAPs; esto corrobora la explicacion planteada en el capitulo anterior, afirmando que
la efectividad de cada lacasa se encuentra ligada al tamafio de las estructuras de los HAPs y
también a los pesos moleculares, mostrando mayor dificultad de degradacién en estructuras mas
complejas y pesadas (de mas de cuatro anillos arométicos) (Lladé Fernandez, 2012; Solanas,
2009).

Continuando con la prueba de Bonferroni, se observa una diferencia significativa entre la
muestra sin inoculo y con inoculo bacteriano, lo que permite rechazar la Ho con un 90% de
confianza (Dif.medias [Inicial, con LacBaP] = 7.48X10°, t [47] = 2.46, p < 0.1; Sig. = 0.052), y
afirmar que la concentracidén es mucho menor en la muestra con lacasa de Bacillus sp, con un valor
promedio de 1.93x10* mg HAP/L. Si se observan las demas comparaciones, cabe la posibilidad
de asegurar con un 80% de confianza que la diferencia entre la muestra inicial y la muestra con

LacFuP es significativa, mayor para la segunda (Dif.medias [Inicial, con LacFuP] = 5.59X107, t



[47] = 1.95, p < 0.2; Sig. = 0.169), aunque en otras investigaciones que manejen las mismas
caracteristicas muestrales existe la probabilidad de que ocurra una igualdad en las concentraciones
(Prieto Valiente & Herranz Tejedor, 2010). Finalmente se evidencia que la diferencia entre las
medias de las dos muestras con inoculo es insignificante, es decir que los dos tratamientos
mostraron concentraciones iguales en promedio (Dif.medias [con LacBaP, con LacFuP] =
1.45X10°%, t [47] = 0.52, p > 0.1; Sig. = 1).

5.3.3. Pruebat de Student de porcentajes de remocion de HAPs

Los valores calculados para el porcentaje de remocion de HAPs, cumplen con los supuestos
usando las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene (E = 0.944, p > 0.05, Sig: 0.057; L =0.321, p >

0.05, Sig. = 0.574), y aceptando las hipdtesis nulas de normalidad e igualdad entre varianzas.

Con el fin de tener certeza de la diferencia existente en los porcentajes de remocion para
LacFuP y LacBaP, se realiza la prueba asumiendo varianzas iguales (t [36] = -0.803, p > 0.05, Sig.
= 0.428) y se confirma la hipotesis nula de una igualdad de la media en los dos casos, también es
posible corroborar a partir del efecto (r = 0.1326) que la varianza se ve directamente afectada por
las caracteristicas del hidrocarburo y no por el modelo. Asi mismo se reafirma que la efectividad
tiende a ser mayor por lacasa de Fusarium sp que por Bacillus sp, debido a la diferencia de
concentraciones de enzima manejada en cada una de las muestras, siendo menor para la primera,

y teniendo en cuenta que la tasa de remocidn es equitativa en ambas.



6.1.

CAPITULO 6: Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones

La isoforma de la enzima producida por Fusarium sp no manifiesta indice de potencia en
las pruebas cualitativas por tratarse de una lacasa blanca o amarilla, al carecer del &tomo
de cobre que proporciona la coloracion. Por otra parte la concentracion mas alta del
inductor enzimatico, permite la mayor coloracion del sustrato por Bacillus cereus, dada a

partir del dia 4 de crecimiento microbiano.

En la valoracion cuantitativa de lacasa, hubo mayor efectividad con el método de filtracion
que con el de centrifugacion en la obtencion del extracto crudo enzimatico, e igualmente
mejora el comportamiento de la actividad enzimatica con la disminucion en la

concentracion del sustrato ABTS.

La actividad enzimatica especifica (SEA) de lacasa, al ser mayor en el extracto crudo
fangico que en el bacteriano, indica que se requiere menor cantidad de biomasa de
Fusarium sp para producir una unidad de actividad enzimatica (EA), contrariamente en el

extracto purificado es necesaria menos biomasa de Bacillus sp.

La particién trifasica con proporcion 1:1,1 de ter-butanol y 73% de sulfato de amonio,
permite evidenciar la formacion de tres fases en el complejo organico-salino; se corrobora
que la técnica es viable para la purificacion de lacasa en las especies estudiadas, con un
rendimiento de 220% para Fusarium sp y de 344% para Bacillus sp y veces de purificacion
de 0.58 y 5.18 respectivamente, produciendo mayor actividad especifica con el extracto

puro bacteriano.

Condiciones externas al cultivo microbiano como la temperatura, el tipo de sustrato e
inductor, las fuentes de carbono y de nitrégeno tienen influencia directa en la produccion

de lacasa para ambos microorganismos.

La actividad enzimatica de lacasa purificada tiene un promedio de 199.07 U/L en Bacillus

sp, superando estadisticamente la cantidad sintetizada por Fusarium sp, sin embargo existe
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un 17.7% de probabilidades de que la productividad sea igual para ambos géneros o mayor

para el segundo en mediciones proximas.

Respecto a la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos, las isoformas
enzimaticas presentan una eficiencia equitativa, aun asi la mayor tasa de remocion que
produce la lacasa de Fusarium sp se da en el naftaleno y en el caso de Bacillus sp es para
antraceno, ambos tipos de enzima tienen la capacidad de transformar benzo(a)pireno pese

a su complejidad estructural.

En términos generales la efectividad de lacasa se encuentra ligada al tamafio y peso de las
estructuras moleculares de HAP, evidenciandose en el presente estudio una mayor
dificultad de transformacion en estructuras de méas de cuatro anillos arométicos, como es
el caso de benzo(g, h, i)perileno, indeno(1, 2, 3-cd)pireno que no presentan disminucién

en la concentracidn después de los tratamientos enzimaticos.

Los tratamientos con lacasa de Fusarium sp y de Bacillus sp, presentan promedios de
disminucion de la concentracion de HAP muy cercanos y porcentajes de remocion
homogéneos, de forma que no se manifiesta distincion de los contaminantes poliaromaticos

por una u otra isoforma de enzima.

Entre las dos especies evaluadas se selecciona Bacillus cereus como la mejor en términos
de productividad enzimatica, y aunque en la disminucion de HAPs no difiere
significativamente entre los dos tipos de lacasa, es Fusarium sp quien produce la isoforma
con mayor efectividad en el tratamiento, ya que se requiere menos cantidad de enzima para

biotransformar en una tasa equivalente a la de Bacillus sp.

Recomendaciones

Se recomienda realizar la clasificacion taxonémica del microorganismo flngico para
profundizar en el comportamiento que tiene la especie en la sintesis de lacasa, asi como
estudiar la genética microbiana para conocer puntualmente los mecanismos de regulacion

enzimatica.



Valorar cualitativamente la produccion enzimatica de lacasa en Fusarium sp, con la
variacion de temperatura, los tipos de sustrato, concentracion de inductores enzimaticos y

condiciones de agitacion.

Evaluar el uso de diferentes concentraciones de ABTS en la medicion fotométrica de
lacasa, con el fin de poder identificar en qué punto se produce la mayor actividad

enzimatica.

Realizar estudios de particion de tres fases para purificacion de lacasa, que propongan
distintos arreglos en la concentracion de ter-butanol y la saturacion de sulfato de amonio y

den a conocer el nivel 6ptimo para enzimas de Fusarium sp y Bacillus sp.

Profundizar en la biotransformacion de HAPs por parte de LacFuP y LacBaP mediante el
cambio en la mezcla de reaccién, variacion de tiempo, temperatura de incubacion,
concentracion enzimatica, teniendo en cuenta otros factores externos que puedan incidir en

la remocioén de estos contaminantes.

Evaluar el potencial biotransformador de lacasas fungicas y bacterianas de las especies
trabajadas en este estudio, frente a otras sustancias de interés sanitario y ambiental como

los plaguicidas y los contaminantes organicos persistentes (COPS).
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ANEXQOS

Anexo 1: Composicion de Medios de Cultivo para Lacasa

Anexo 1.1: Medios de cultivo sélidos para medicion cualitativa de lacasa.

Agar Composicion (g/L) Fuente | Agar Composicion (g/L) Fuente
Celulosa 10 Glucosa 10
- Peptona 5 KH2PO4 2
n ©
L Extracto de S Extracto de S
S I3V _ 0,2 —
S Levadura = g levadura <
2 MnSOsHO 0075 5 | g MgSOsTHO 05 £
@ <
T CuSOs 7H,0 01 2 &  caCl 0,1 -
S (7)) o ~
&  Agar Agar 20 3 §  CuSOs 7H,O 0,0064
T o = S
'S Extracto de B 3 38 5
o Solucién @ 8 n
& salvado de 3 o (NH4)2S04 0,5 iy
S ) de aforo ‘g o 2
o  trigo 2 S =
E g = S
8 50,100, & Agar agar 22 >3
S ABTS 150,200 <
. ABTS 0,35
uL/caja
Agar OGYE 37 Agar nutritivo 28 o3
©
Carboximetil- o Carboximetil- 3 o
o o ()] b=
% celulosa 8 celulosa S «
o S S v
(on [<§)
o CuSO4 7H20 0,1 5 = CuSO4" 7H0 1,25 w =
— - C o
S  ABTS 0,35 3 = s
m = 3
> Extracto de _ £ 75y50 @ g
S Solucién £  ABTS =
salvado de Z ulL/caja = 2
) de aforo S
trigo o




Anexo 1.2: Medios de cultivo liquidos para medicion fotométrica de lacasa.

Medio Composicion (g/L) Medio Composicion (g/L)

Extracto de 4

Caldo OGYE* Extracto de
Levadura**

(Oxytetracycline- carne**

Glucosa*** 20

Glucose-Yeast
Metanol 1% [viv] Extracto de

Extract)
pH 7,6 +/-0,2 levadura**
i Caldo
Triptona 5 o Peptona** 5
Nutritivo
Extracto de 2,5
Cloruro de
PCB (Plate- levadura** _
Sodio

Count Broth)  Glucosa*** 1
Metanol 1% [viv] Metanol 1% [v/v]
pH 7+/-0,2 pH 7,4 +/-0,2

*El caldo OGYE fue el Unico empleado para crecimiento y produccién enzimatica de
Fusarium sp, mientras que los dos restantes se usaron con Bacillus sp. **Fuente de nitrégeno.

***EFuente de carbono. Fuente: Oxoid Microbiology Products (2007).



Anexo 2: Preparacion de Soluciones

Anexo 2.1: Solucion salina isotonica estéril.

Concentracion 0,9% p/v
Agua Destilada (AD) 250 ml
Cloruro de Sodio (NaCl) 2,259

O,9gNaCl)
100 ml AD
=2,25gdesal

250ml AD(

Anexo 2.2: Solucion buffer acetato.

Constante acida (Ka) = 1,75X10°
Acido acético (CH;COOH) Masa molar [g/mol] = 60.05
Densidad [g/ml] = 1,05
Acetato de sodio (C2H3NaO») Masa molar [g/mol] = 140
Concentracion de la solucién buffer [Acido] = 0,1 M 00,001 M
pH de la solucién buffer [H] = 507
Volumen final de la solucién buffer [mI] = 250
(H'] = Ka [Acido] L [sal] = K [Acido]

[Sal] aAntilog (—pH)

Para solucién buffer pH 5 [0,1M]:

e Solucidn de acido acético 0,1 M:

0.11%91) (60.05g>( 1ml

250t (10007%@ 1mel /\1.05¢g

) = 1,43 ml CH3COOH

e Concentracion de acetato de sodio:

[0.1 M]

1,75X107° ————
/75X10 Antilog (—5)

= 0,175 M C,H5NaO,

e Cantidad de acetato de sodio:



0.175 me%) (140 g

250 mi ( 1000 7t / \ 1 mel

) = 6,125 g C;H3;NaO,

Para solucién buffer pH 7 [0.001M]:

e Soluciodn de acido acético 0.1 M:

0.001 mel) (60,05 g ) ( 1ml
1000 mi 1mel /\1.05g

250 md ( ) = 0.0143 ml CH3COOH

e Concentracion de acetato de sodio:

[0,001 M]

1.75X107° —————
°X10 Antilog (—7)

= 0,175 M CzHgNaaz

e Cantidad de acetato de sodio:

0,175 me%) (140 g
1000 mi / \ 1 mel

2509%1‘ ( ) = 6,125 g CzH3Na02



Anexo 3: Conteo de esporas de Fusarium sp

Anexo 3.1: Hemocitometro con objetivo 10X.

Anexo 3.2: Recuento en hemocitdmetro o camara de Neubauer.

42 | 49 | 20 | 12 53 | 44 | 46 | 62
20 | 21 | 33 | 31 53 | 74 | 90 | 57
21 | 24 | 14 | 21 41 |90 | 71 | 93
32 | 15 | 40 | 49 34|85 | 72|71

128 | 165 | 165 | 136 | 107

120 | 153 | 175 | 147 | 104

142 | 133 | 127 | 18 | 99

112 | 107 | 144 | 144 | 111

102 | 122 | 112 | 154 | 161
79 | 98 | 86 | 70 77 | 33|82 | 54
86 | 142 | 157 | 103 80 | 68 | 67 | 81
130 | 166 | 133 | 132 57 | 86 | 56 | 70
102 | 110 | 118 | 107 60 | 66 | 68 | 74

Recuento = 7566
Total = Recuento x10° = 15'132.000

5




Anexo 4: Datos de Actividad Enzimatica

Anexo 4.1: Datos rechazados correspondientes al extracto crudo.

Bacillus Centrifugacion PCB

Bacillus Centrifugacion NUTRITIVO

Fusarium Centrifugacion OGYE

Dia Rep Abst=0 Abst=3 EA Dia Rep Abst=0 Abst=3 EA Dia Rep Abst=0 Abst=3 EA
A -0,012 -0,013 -55,56 A -0,004 -0,008  -222,22 A -0,006  -0,013 -388,89

1 B -0,011 -0,013 -111,11 1 B -0,008 -0,017  -500,00 2 B -0,009 -0,01  -55,56
C -0,012 -0,009 166,67 C -0,005 -0,019 -777,78 C -0,012 -0,013  -55,56

A 0,001 -0,002  -166,67 A -0,012 -0,013 -55,56 A 0,007  -0,003 -555,56

2 B 0,004 -0,002 -333,33 2 B -0,013 -0,011 111,11 5 B 0,004 -0,003 -388,89
C -0,008 -0,01 -11111 C -0,006 0,004 555,56 C 0,002 -0,001 -166,67

A -0,002 -0,005  -166,67 A -0,002 0,001 166,67 A -0,004  -0,001 166,67

5 B 0,025 -0,015 -2222,22 5 B 0,002 0,002 0,00 8 B -0,013  -0,007 333,33
C -0,003 -0,006  -166,67 C 0,004 0,002 -111,11 C -0,004  -0,001 166,67

A -0,006 -0,01 -46,30 A -0,004 -0,008 -46,30 A 0,073 0,169 111111

11 B 0,031 0,019 -222222 11 B 0,173 0,114 -109259 12 B -0,008  -0,007 11,57
C -0,188 -0,171  3148,15 C 0,014 0,01 -740,74 C -0,013  -0,011 23,15

*En rojo se muestra el Unico dato que no tenia susceptibilidad de rechazo.



Anexo 5: Analisis de HAP en laboratorio certificado

Anexo 5.1: Muestra inicial sin in6culo microbiano.

EHS-LAB-I-F-09-05
Versién 5. 2017 Junio

INFORME DE ENSAYO
B0O1706972

Pagina 2 de 3

Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares

T B01706572.001
Identificacién SGS
Matriz AGUA_RESIDUAL
CLIENTE
Muestreado por
., AGUA_RESIDUAL
Especificacion del Producto Cliente
PREPARACION LABORATORIO UDEC
Identificacion de la Muestra - Cliente FACATIVA
Lugar de Muestreo 2017-08-28 11:30
Fecha de Muestreo
L.C. Fecha de Andlisis
1-Metilnaftaleno (mg CompuestofL) (A) 3.7e-005 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00004
2-Metilnaftalena (mg Compuesto/L) (A) 3.3e-005 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00003
Acenafteno (mg CompuestofL) (A) 0.000313 | 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00031
Acenaftileno (mg Compuesto/L) () 0000293 | 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00029
Antraceno (mg Compuesto/L) (A) 0.000298 |  2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Benzo(a)antraceno (mg Compuesto/L) (4) 0.000304 |  2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Benzo(a)pireno (mg Compuesto/L) (A) 0.000287 |  2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00029
Benzo(b)fluoranteno (mg Compuesto/L) (A) 0.00029 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00029
Benzo(g,h,ijperileno (mg Compuesta/L) (4} 0.000307 | 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00031
Benzo(k)fluoranteno (mg CompuestofL) (A) 0.000296 |  2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Criseno (mg Compuesto/L) (A) 0.000291 | 2017-09-06 - 2017-09-06 <0,00029
Decafluabifenilo {mg Compuesto/L) (A) - 2017-09-06 - 2017-09-06 0.00000
Dibenzo(a h)antraseno (mg Compuesto/L) (A) 0.000296 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Fenantreno (mg Compuesto/L) (A) 0.000299 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Fluoranteno (mg Compuesto/L) (A) 0.00029 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00029
Fluarena (mg Compuesto/L) (A} 0.000298 |  2017-09-06 - 2017-09-06 <0,00030
Indeno(1,2,3-cd)pireno (mg Compuesto/L) (A) 0,000307 2017-09-06 - 2017-09-06 <0,00031
Naftaleno (mg Compuesto/L) (A) 0.000297 2017-09-06 - 2017-09-06 <0.00030
Pireno (mg Campuesta/L) (A} 0.0003 2017-09-06 - 2017-09-06 <0,00030
Totales (mg Compuesto/L) (A) 0.000267 | 2017-09-06 - 2017-09-06 £0.000287
Lafechadeanalisisrelacionadaenlatablad Itad: pondealafechadereported: Itados.

(A) = Estos resultados de Andlisis estan acreditados por el IDEAM bajo Resolucién Nimero 1566 del 21 de Julio de 2016, 2271 del 5 de octubre
de 2016, 1083 del 16 de mayo de 2017,
Para Barranquilla aplican las resoluciones: 2631 del 18 de noviembre de 2016, 0859 del 27 de abril de 2017

N.R. = No Reportado
ADVERTENCIA: La(s) muestra(s) a la(s) que se refiere(n) las conclusiones registradas en este documento (los “Resultados") fueron elaboradas vy/o proporcienadas por el
Cliente o por un tercero que actia bajo las directrices del Cliente. Los hallazgos no constituyen garantia de la representatividad de la muestra de ninguna mercancfla y se
refieren estrictamente a la(s) muestra(s). La Compafifa no acepta ninguna responsabilidad con respecto al origen o |a fuente de donde se indica que la(s) muestra(s) es/fue

5GS COLOMBIASAS Environment Health and Safety, Carrera 100 No. 25C-11, Bogota - Cundinamarca
Calle 30 Km 8 Via al Aeropuerto, Barranguilla - Atlantico

Mamber f the $G8 Group ( Seciéts Géndrals de Surveillince )

Este documento es emitido por la Compafifa bajo sus Condiciones Generales de Servicio accesibles en <http: / /www.sgs.com/en/Terms-and-Conditions.aspx>. Se
destacan las estipulaciones que sobre limitacion de responsabilidad, indemnizacién y jurisdiccidn se encuentran induidas en las Condiciones Generales de Servicio.
Se advierte a cualquier tenedor de este documento que la informacién aqui contenida refleja las conclusiones de la Compafifa para el momento de su intervencidn y dentro de
los limites de las instrucciones del Cliente, si las hubiere. La responsabilidad de la Compafiia es exclusiva para con su Cliente v este documento no exonera a las partes de una
transaccidn de ejercer todos sus derechos v obligaciones bajo los documentos de la misma. Cualquier alteracién no autorizada, adulteracidn o falsificacidn del contenido o
apariencia de este documento es ilegal y los infractores podrdn ser procesados hasta los maximos que permita la ley.
Los reportes emitidos como consecuencia de inspecciones o ensayos con base en muestras, contendrdn la opinién de la compafifa, Onica y exclusivamente sobre las muestras
que hayan sido objeto de inspeccion o ensayo, por lo que bajo ninguna circunstanda podrd interpretarse que contienen una opinion sobre la totalidad del lote del que haya sido
obtenida la muestra objeto de la inspeccidn o ensayo.
Li i} laci | brelavalidezd tificad dranser enviadasalcorreo co.servicioalcliente@sgs.com

<mailto:co.servicioalg 15, COM: 74222 i6n2557.




Anexo 5.2: Muestras con in6culo bacteriano y fungico.

EHS-LAB-I-F-09-05
Versi6n 5. 2017 Junio

Pagina 2 de 3
Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares
Identificacién SGS 8 ot Bot7osmss 00
AGUA_RESIDUAL AGUA_RESIDUAL
Matriz
CLIENTE QIENTE
Muestreado por
. AGUA_RESIDUAL_IND AGUA_RESIDUAL_IND
Especificacién del Producto Cliente
1 - BACILLUS LAB UDEC 2 - FUSARIUM LAB UDEC

Identificacion de la Muestra - Cliente FACATATIVA EACATATIVA

Lugar de Muestreo 2017-09-29 08:30 2017-09-29 08:50

Fecha de Muestreo

LC. Fecha de Andlisis
1-Metilnaftaleno (mg Compuesto/L) () 3.7¢-005 2017-10-06 - 2017-10-09 <0.000030 <0.000030
2-Metilnaftaleno (mg Compuesto/L) () 3.3e-005 2017-10-06 - 2017-1009 | <0.000021 | <0.000020
Acenafteno (mg Compuesta/L) (4) 0.000313 2017-10-06 - 2017-1009 | <0.00015 | <0.00018
Acenaftileno (mg Compuesto/L) (A) 0.000233 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00019 | <0.00020
Antracena (mg Compuesto/L) (A) 0.000258 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00014 | <0.00018
Benzo{a)antraceno (mg CompuestofL) (A) 0.000304 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00028 | <0.00029
Benzo{a)pireno (mg Compuesto/L) (A) 0.000287 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00027 | <0.00026
Benzo(b)fluoranteno (mg Compuesto/L) (A) 0.00029 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00025 | <0.00025
Benzo{g,hi)perileno (mg Compuesto/L) (A) 0.000307 2017-10-06 - 2017-1009 | <0.00031 I <0.00031
Benzo{k)fluoranteno {mg Compuesto/L) (4) 0,000296 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00027 | <0.00030
Criseno (mg Compuesto/L) (A) 0.000291 2017-10-06 - 2017-1009 | <0.00017 I <0.00020
Decafluobifenilo (mg Compuesto/L) () - 2017-10-06 - 2017-10-08 | 0,00000 | 0,00000
Dibenza(a,h)antraseno (mg Compuesto/L) (A) 0.000296 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00026 I <0.00024
Fenantreno (mg Compuesto/L) (A) 0.000259 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00021 | <0.00023
Fluaranteno (mg Compuesto/L) (A) 0.00029 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00021 | <0.00026
Fluoreno (mg Compuesto/L) (A) 0.000298 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00017 I <0.00020
Indena(1,2,3-cd)pireno (mg Compuesto/L) (A) 0.000307 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00031 I <0.00031
Naftaleno (mg Compuesto/L) (A) 0.000257 2017-10-06 - 2017-1008 | <0.00017 I <0.00016
Pireno (mg Compuesto/L) (A} 0.0003 2017-10-06 - 2017-10-08 | <0.00022 I <0.000245
Totales (mg Compuesto/L) (A) 0.000287 2017-10-06 - 2017-10-09 <0.000262 <0.000275
Lafechadeanalisisrelacionad. dere: doscorrespondealafechadereporteder d
(A) = Estos Itados de Anlisis estan acreditados por el IDEAM bajo Resolucién Niimero 1566 del 21 de Julio de 2016, 2271 del 5 de octubre de 2016,

1083 del 16 de mayo de 2017.
Para Barranquilla aplican las resoluciones: 2631 del 18 de noviembre de 2016, 0859 del 27 de abril de 2017

N.R. = No Reportado
ADVERTENCIA: La(s) muestra(s) a la(s) que se refiere(n) las condusiones registradas en este d (los ") fueron elaborad: y/o propordonadas por el Cliente o por
un tercero que actda bajo las directrices del Cliente. Los hallazges no constituyen garantia de la representatividad de la muestrz de ninguna mercanda y se refieren estricamente a la (s)
muestra(s). La Compafiia no acepta ninguna responsabilidad con respecto al origen o la fuente de donde se indica que 1a(s) muesira(s) es/fue exiraida.

SGS COLOMBIASAS Environment Health and Safety, Carrera 100 No. 25C-11, Bogota - Cundinamarca
Calle 30 Km 8 Via al Aeropuerto, Barranguilla - Atlantico

Member of the SG3 Greup ( Société Géndrale de Survelancs )

Este documento es emitido por la Compafiia bajo sus Condidones Generales de Servido accesibles en <htip:/ /www.sgs.com /en/Terms-and-Conditions.aspx>. Se destacan las

estipuladiones que sobre limitacidn de responsabilidad, indemnizadén y jurisdicddn se encuentran induidas en las Condidones Generales de Servido.

Se advierte a cualquier tenedor de este documento que Iz informaddn agui contenida refieja las condusiones de Iz Compafiia para &l momento de su intervenddn y dentro de los limites de las

instrucciones del Cliente, si las hubiere. La responsabilidad de |z Compaiiia es exdusiva para con su Cliente y este documento no exonera a las partes de una transacdon de ejercer todos sus

derechos y obligaciones bajo los documentes de la misma. Cualguier alteradidn no autorizada, adulteraddn o falsificacidon del contenido o aparienda de este documento es ilegal v los

infractores podran ser procesados hasta los maximos gue permita la ley.

Los reportes emitides como consecuencia de inspecciones o ensayos con base en muestras, contendrdn Iz opinion de la compafiia, Onica vy exdusivamente sobre las muestras que hayan sido
objeto de inspecddén o ensayo, por lo gue bajo ninguna drcunstanda podrd interpretarse gue contiemen una opinidn sobre Iz totalidad del lote del que haya sido obtenida la muestra objeto de
|2 inspecdidn o ensayo.

La . Il : . drs i orreo co servicicaldientegsas, con
jlto: icid I A & 222 iGN2557.




Anexo 6: Analisis Estadistico en SPSS

Anexo 6.1: ANOVA de la actividad enzimatica de lacasa con extracto purificado.

e Estadisticos descriptivos:

Descriptivos Estadistico Desv. Error
Media 120,7550 51,12029
95% de intervalo de Limite inferior -10,6539
confianza para la media  Limite superior 252,1639
<  Media recortada al 5% 114,2394
l‘é Mediana 75,2300
N Varianza 15679,704
-ué Desv. Desviacion 125,21862
S Minimo 11,57
2 Maximo 347,22
Rango 335,65
Rango intercuartil 193,29
Asimetria 1,481 0,845
Curtosis 1,863 1,741
e Prueba de normalidad:
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad

Estadistico

gl Sig.

Estadistico gl Sig.

Actividad Enzimatica 0,291

6 0,122

0,848 6 0,150




e ANOVA unifactorial:

. Prueba de homoscedasticidad  Estadistico de Levene  gl1 Sig.
E 1% Se basa en la mediana 2,578 3 8 0,126
% % Se basa en la mediana y con gl
< 5 ajustado 2,578 3 2,429 0,260
ANOVA Actividad Enzimatica
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
60436,479 3 20145,493 3,833 057
42042,569 8 5255,321
102479,048 11
Bonferroni
) ) ) Intervalo de confianza
() mg/L mg/L leeren.czla Desv. ) al 95%
de HAP de de medias Error >0 Limite Limite
HAP () inferior superior
.g LacFu LacBa -23,14667  59,19077 1,000 -229,0642 182,7709
\g LacFuP -30,86400 59,19077 1,000 -236,7815 175,0535
E LacBaP  -179,78333  59,19077 ,097  -385,7009 26,1342
g LacBa LacFu 23,14667 59,19077 1,000 -182,7709 229,0642
% LacFuP -7,71733  59,19077 1,000 -213,6349 198,2002
< LacBaP  -156,63667  59,19077 177 -362,5542 49,2809
g_ LacFuP LacFu 30,86400 59,19077 1,000 -175,0535 236,7815
§ LacBa 7,71733  59,19077 1,000 -198,2002 213,6349
LacBaP  -148,91933  59,19077 216 -354,8369 56,9982
LacBaP LacFu 179,78333  59,19077  ,097 -26,1342 385,7009
LacBa 156,63667  59,19077 177 -49,2809 362,5542
LacFuP 148,91933  59,19077 ,216 -56,9982 354,8369




Anexo 6.2: ANOVA de las concentraciones de HAPs.

e Estadisticos descriptivos:

Descriptivos Estadistico Desv. Error
Media 0,00021950 0,000012608
95% de intervalo de Limite inferior 0,00019427
confianza para la media  Limite superior 0,00024473
n  Mediarecortada al 5% 0,00022667
T Mediana 0,00026000
:§ Varianza 0,000
g Desv. Desviacion 0,000097658
g Minimo 0,000000
O Maximo 0,000310
Rango 0,000310
Rango intercuartil 0,000127
Asimetria -1,167 0,309
Curtosis 0,178 0,608

e Prueba de normalidad:

) Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Pruebas de normalidad

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Concentracion HAPs 0,177 60 0,000 0,810 60 0,000

e ANOVA unifactorial:

Concentracién

Prueba de homoscedasticidad  Estadistico de Levene  gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 0,005 2 47 0,995
Se basa en la mediana 0,467 2 47 0,630

HAPs

Se basa en la mediana y con gl
) 0,467 2 38,871 0,630
ajustado




ANOVA

Concentracion HAPs

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
4,51739E-08 2,25869E-08 3,363 0,043
3,1563E-07 47 6,71553E-09
3,60804E-07 49
Bonferroni
Intervalo de confianza al
0 () : :

a Diferencia de _ 95%
< mg/L mg/L ] Desv. Error Sig. i i
T medias (I-J) Limite Limite
£ deHAP deHAP o _
2 inferior superior
©
E Inicial LacFuP 0,000055879  0,000028544 ,169  -0,00001499  0,00012674
(b}
%’ LacBaP 0,000070408  0,000028544 ,052  -0,00000046  0,00014127
O LacFuP Inicial -0,000055879  0,000028544 ,169  -0,00012674  0,00001499
Q.
o] LacBaP 0,000014529  0,000028108 1,000 -0,00005525  0,00008431
c;é LacBaP Inicial -0,000070408  0,000028544 ,052  -0,00014127  0,00000046

LacFuP  -0,000014529  0,000028108 1,000 -0,00008431  0,00005525




Anexo 6.3: Prueba t de Student de los porcentajes de remocién de HAPS.

e Estadisticos descriptivos:

Descriptivos Estadistico Desv. Error

Media 0,2242 ,02615
95% de intervalo de Limite inferior 0,1713
confianza para la media  Limite superior 0,2772
Media recortada al 5% 0,2200

% Mediana 0,2417

& Varianza 0,026

é Desv. Desviacion 0,16119

g Minimo 0,00
Maximo 0,53
Rango 0,53
Rango intercuartil 0,25
Asimetria 0,178 0,383
Curtosis -1,116 0,750

e Prueba de normalidad:

) Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Pruebas de normalidad

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

%Remocion HAP 0,125 38 0,141 0,944 38 0,057

e Prueba t de Student para muestras independientes:



Prueba de muestras independientes %Remocion HAP

Prueba de Levene de igualdad de ] )
Prueba t para la igualdad de medias

varianzas
) Sig. Diferencia
F Sig. t gl ) _
(bilateral) de medias
Se asumen varianzas
] 0,321 0,574 -0,803 36 0,428 -0,04217
iguales
No se asumen
-0,803 35,534 0,428 -0,04217

varianzas iguales

Prueba t para la igualdad de medias

Diferenciade  95% de intervalo de confianza

error estandar de la diferencia
Inferior Superior
Se asumen varianzas
) 0,05255 -0,14875 0,06440
iguales
No se asumen
0,05255 -0,14879 0,06445

varianzas iguales




