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RESUMEN

Se determind la actividad enzimatica de lacasas y lignina peroxidasas de hongos
degradadores de colorantes seleccionados para el tratamiento de aguas de la industria
textil. Este trabajo se lo realizo6 por la necesidad de disponer de tratamientos biologicos y
amigables al ambiente que erradiquen los problemas de contaminacion provenientes de

las industrias textileras.

Se reactivaron cinco hongos seleccionados por su alta capacidad de degradacion
de colorantes, C20AL, C18BL, C7AL, C2BL y C1BA. De acuerdo a las caracteristicas

macroscopicas y microscOpicas analizadas, todos pertenecen al género Fusarium.

Para determinar la actividad enzimdtica de lacasas y lignina peroxidasas se
realizaron pruebas cualitativas con un disefio completamente al azar con tres repeticiones
y pruebas cuantitativas con un arreglo factorial tomando en cuenta el sustrato, hongo y
medio de produccion de enzimas. En la prueba cualitativa de actividad ligninolitica en
medio con guaiacol (Koduri & Ming, 2011), los cinco hongos degradadores de colorantes
presentaron resultados positivos, identificados por el crecimiento y cambio de coloracion
del medio por oxidacion del guaiacol. La prueba semi-cuantitativa de actividad
celulolitica (Gaitan & Pérez, 2007; Valencia, 2009) dio resultados positivos, expresados
por los halos de aclaramiento de hidrdlisis de celulosa, el hongo con mayor didmetro de
halo fue C18BL, mientras que el hongo C1BA exhibi6 el menor resultado. La presencia
de la enzima lacasa se midi6 cualitativamente por el cambio de coloracion del medio por
oxidacion del ABTS (Cérdoba, 2009), en esta prueba todos los hongos seleccionados
presentaron cambio de coloracion. El hongo C1BA presentd el mejor resultado en esta

prueba y el peor, el hongo C7AL.

En las pruebas cuantitativas se realizd un ensayo de cuantificacion de actividad
enzimatica durante 40 dias tanto para lacasas como para lignina peroxidasas. El mejor
tratamiento a lo largo del ensayo enzimatico de lacasas (Castillo, 2004), fue en el que se
utilizo el sustrato ABTS, el hongo C1BA y el medio M3 de produccion de enzimas
(ABTS.C1BA.M3), con el valor mas alto de 308,64 U.L"'enz. El mejor tratamiento de
actividad lignino peroxidasica (Castillo, 2004; T¢llez, 2010), fue de igual forma el
tratamiento ABTS.C1BA.M3, con el maximo valor de 210,53 U.Lenz.
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ABSTRACT

This investigation determined the enzymatic activity of laccases and lignin
peroxidases of selected dyes degrading fungi for the treatment of wastewater from the
textile industry. This work was conducted because of the lack of biological and
friendly environmental treatments that eradicate the pollution problems of the textile

industry.

Five fungi selected for their high capacity to degrade dyes, were reactived,
C20AL, C18BL, C7AL, C2BL and CIBA. According to the macroscopic and

microscopic characteristics analyzed, all belonging to the genus Fusarium.

To determine the enzymatic activity of laccases and lignin peroxidases
qualitative tests were performed with a completely randomized design with three
replications and quantitative tests with a factorial arrangement taking into account the
substrate, fungus and enzyme production medium. In the qualitative test of
ligninolytic activity in guaiacol medium (Koduri & Ming, 2011), all five dye-
degrading fungi showed positive results, identified by the growth and change in
coloration of the medium due to oxidation of the guaiacol. In the semi-quantitative
test for cellulolytic activity (Gaitan & Perez, 2007; Valencia, 2009), all studied fungi
presented positive results measured by the diameter of hydrolysis of cellulose haloes;
the fungus with the best diameter of halo was the C18BL, while the fungus C1BA had
the smaller diameter. The presence of the enzyme laccase was qualitatively measured
by change of coloration of the medium by oxidation of ABTS (Cordova, 2009), in this
test all selected fungi presented a change of coloration. The fungus C1BA presented
the best result in this test and the worst was the fungus C7AL.

In the quantitative tests, a enzyme quantification assay was examined over a
period of 40 days for both the laccase and lignin peroxidases. The best long term
treatment of enzyme assay for laccase (Castillo, 2004) was the one that used the
substrate  ABTS, the fungus CIBA and the enzyme production medium M3
(ABTS.CIBA.M3), with the highest value of 308,64 U.L 'enz. The best treatment for
lignin peroxidase activity (Castillo, 2004; Tellez, 2010), was also the
ABTS.C1BA.M3, with its maximum value of 210.53792 U.L 'enz.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

1.1 Formulacion del Problema.

En Ecuador, la contaminacidn es cada vez mas frecuente y constituye un grave
problema tanto ambiental como de salud publica. Se reconoce que su control es de
tanta trascendencia que la Constitucion de la Republica le dedica todo un Capitulo a la
naturaleza, su proteccion y restauracion (Constitucion del Ecuador, 2008). Una de las
severas formas de continua contaminacion ambiental es la ocasionada por las
descargas de contaminantes al agua, aire o suelo, provocadas por actividades tanto

domésticas como laborales, artesanales e industriales (Hughes & Cooper, 1996).

Es importante sefialar que entre los contaminantes quimicos que mayor
preocupacion generan en el mundo estan los causados por la acciéon industrial, sin
embargo, en Ecuador, la preocupacion institucional por las alteraciones provocadas
por los colorantes en la salud y el ambiente es muy reciente. Se reconoce que en el
pais su uso esta ligado esencialmente a actividades artesanales e industriales como la

tintoreria y la curtiembre (Calle et al., 2010).

La mayor parte de los tratamientos utilizados para reducir el impacto negativo
de los colorantes al ambiente se concentra en la sustitucion de sustancias quimicas
menos toxicas, que en la aplicacion de alternativas mas seguras que erradiquen el
problema. A pesar de que las sustancias utilizadas son de baja toxicidad, debido a la
masificacion de su uso estamos expuestos a altas dosis (Greenpeace, 2010). Lo
sefialado exige buscar un tratamiento bioldgico que elimine el problema de una

manera segura tanto para el ambiente como para los seres humanos.

Considerando lo mencionado el tratamiento biologico de agua residual
contaminada con colorantes mediante la biodegradacion con enzimas del tipo lacasas
y lignina peroxidasas es utilizado cada vez con mas frecuencia, debido a su capacidad
de catalizar la oxidacion de compuestos fendlicos, no fenodlicos y otros compuestos

aromaticos (Mayer & Staples, 2002).



Las lacasas son las primeras enzimas ligninoliticas secretadas por el hongo
alrededor del medio (Granda, 2009). Son enzimas fenoloxidasas de gran importancia
en la biorremediacion del ambiente, ya que oxidan algunos compuestos fendlicos
considerados altamente cancerigenos. Estas enzimas catalizan la oxidacion de aminas
aromaticas utilizando el oxigeno molecular como aceptor de electrones (Davila &
Vasquez, 2006). Llegan incluso a polimerizarlos, precipitandolos y eliminandolos de

agua contaminada por la industria textilera.

Las lignina peroxidasas (LiP) son hemo proteinas extracelulares, dependiente
del perdoxido de hidrogeno (H20O,) (Gold & Alic, 1993). Ademas, la LiP es un fuerte
oxidante, actuando no solo sobre compuestos tales como fenoles y anilinas, sino que

también compuestos no-fendlicas y éteres aromaticos (Tuor et al., 1992)

1.2 Justificacion.

A nivel mundial, la alta produccion industrial de colorantes y el inadecuado
manejo de sus desechos estd generando el deterioro acelerado del planeta y, ante ello,
Ecuador no es la excepcion. Cada vez es mds frecuente el uso de colorantes en las
industrias de tintoreria y curtiembre a pesar de su alta toxicidad y la casi inexistente
disponibilidad de procedimientos especificos para su remocion. Lo sefialado exige
ubicar alternativas costo-efectivas que garanticen la prevencion de los dafios al

ambiente y la salud de la poblacion (Ivester & Neefus, 2010).

Una de estas alternativas es la implementacion de la biorremediacion con la
utilizaciéon de enzimas. Actualmente, paises con un mayor desarrollo cientifico y
tecnologico aplican la biorremediacion con enzimas debido a los altos niveles de
eficiencia y efectividad. Ecuador necesita acoger este tipo de procedimiento y con ello
encontrar respuestas eficaces a los serios problemas que genera la contaminacion por
colorantes reactivos. Pero si hay algo que justifique plenamente el desarrollo y el
apoyo para la investigacion de los efectos de la contaminaciéon por colorantes y
alternativas de remocion es el inminente riesgo que representa para la naturaleza y la

vida de las personas. Con relacion al ambiente, bosques, rios, lagunas, lagos, los



centros urbanos y rurales, sin discriminacion, han sido y estan siendo contaminados,

destruyendo su biodiversidad (Ivester & Neefus, 2010).

Los contaminantes originados de actividades humanas estan por doquier, pues
se desplazan por el agua, aire, o suelo (Velastegui, 2004). En relacion con la vida
humana las intoxicaciébn agudas generadas por colorantes causan afecciones
pulmonares, dermatosis, ulceraciones cutaneas y perforacion del tabique nasal

(COOPSA, 2006).

Los investigadores se han enfocado en descubrir o perfeccionar procesos que
puedan disminuir la contaminacion. Dentro de estas formas de remediacion se
encuentran los procesos fisicos y quimicos, que tienen la desventaja de resolver un
problema y crear otro. Son procesos que pueden eliminar un tipo de contaminacion,
pero pueden crear otros tipos de contaminacion (Aburto & Quintero, 2001), por ello la
importancia de encontrar alternativas de remediacion bioldgicas que sean amigables

con el ambiente y que anulen el problema de contaminacion existente.

Una de estas alternativas de tratamientos bioldgicos para la contaminacion con
colorantes generados por las industrias textileras es la biodegradacion mediada por el
uso de enzimas. Para la obtencion de las enzimas que puedan biodegradar colorantes,
es preciso seleccionar primero a los microorganismos que posean la capacidad de
producir enzimas para la biodegradacion de ligninas, debido a que la estructura del
monomero de la lignina es muy parecida a las estructuras de los colorantes (Castillo,

2004).

De los microorganismos estudiados, se ha encontrado que los hongos de la
pudricién blanca de la madera, especificamente del grupo de los basidiomicetos,
algunos ascomicetos y otros géneros de hongos tienen la capacidad de producir
grandes cantidades de estas enzimas, tanto extracelular como intracelularmente

(Martinez et al., 2005).

Dos de estas enzimas capaces de la degradacion de los colorantes son las
lacasas y las lignina peroxidasas. Las lacasas han sido caracterizadas como enzimas

de baja especificidad de sustrato, que reducen el oxigeno molecular a agua y son
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capaces de oxidar monofenoles, difenoles, polifenoles, aminofenoles y diaminas
(Arana et al., 2003) y es probable que se considere la principal enzima relacionada
con la decolorizacion de aguas contaminadas con colorantes (Kahraman & Gurdal,
2001). Las lignina peroxidasas complementan el trabajo de las lacasas por cuanto no
solo oxidan compuestos fendlicos, sino también compuestos no fendlicos y
aromaticos. Se ha demostrado que las enzimas peroxidasas y oxidasas (lignina
peroxidasas y lacasas) trabajando como complejo enzimatico son capaces de
transformar o mineralizar una amplia gama de compuestos orgéanicos persistentes

(Rubilar, 2007).

Por el gran valor que tiene la aplicacion de las lacasas y lignina peroxidasas en
la industria para la oxidacion de los compuestos aromaticos, tanto en los efluentes,
como en el suelo contaminado, se generan investigaciones de procedimientos mas
eficaces para la produccion de la mayor cantidad de estas enzimas y por lo tanto, su
mayor aplicabilidad en muchos de los procesos biotecnoldgicos (Garzén, 2009). La
produccion de lacasas y lignina peroxidasas es afectada por muchos factores tipicos
de la fermentacion como composicion de los medios de crecimiento, fuentes de
carbono y nitrogeno, pH, temperatura, entre otros (Guerra et al., 2008). Por ello, la
importancia de estudiarlos a nivel de laboratorio, con el fin de incrementar la

produccion de esta enzima para posteriores estudios de remediacion.

1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo general.

Determinar la actividad enzimatica de lacasas y lignina peroxidasas de hongos
degradadores de colorantes seleccionados para el tratamiento de aguas residuales de la

industria textil.



1.3.2 Objetivos especificos.

- Determinar la actividad ligninolitica y celulolitica de los hongos seleccionados,
mediante una prueba cualitativa con guaiacol y una prueba semi-cuantitativa
con agar carboximetilcelulosa.

- Determinar la presencia de la enzima lacasa de los hongos degradadores de
colorantes mediante una prueba cualitativa utilizando medio con ABTS.

- Evaluar la efectividad de tres diferentes medios naturales para la produccion de
lacasas y lignina peroxidasas de los hongos.

- Cuantificar la actividad enzimatica de lacasas utilizando dos sustratos, ABTS y
O-toluidina.

- Cuantificar la actividad enzimatica de lignina peroxidasas utilizando como

sustrato ABTS.

1.4 Marco Tedrico.

1.4.1 Colorantes textiles.

El tefido textil se emplea cada vez con mayor frecuencia en el pais, tanto a
nivel artesanal como industrial, lamentablemente sin considerar las medidas de
seguridad tanto personales como ambientales. Evidencia de ello es la fabricacion de
pantalones en Pelileo, ropa de todo tipo de Atuntaqui, Otavalo, Ibarra; ropa de cuero
en Quisapincha y Cotacachi, ropa de cama en la Provincia del Cotopaxi. La actividad
de la industria textil, vestuarios y cuero en el Ecuador consumia diariamente para el

afio 2005, 182.000 litros de agua (Rodriguez et al., 2006).

Es frecuente observar efluentes con una alta carga de colorantes vertidos
directamente a los rios, acequias; incluso agua totalmente tefiida, producto de los
procesos artesanales y domésticos del tefiido de telas y ropa, descargada directamente

a la red publica de alcantarillado (Velastegui, 2004).

Una gran variedad y cantidad de productos quimicos son utilizados en el

proceso de tefiido. Se estima que aproximadamente diez mil colorantes y pigmentos



diferentes son empleados en esta industria y que la producciéon mundial asciende a
7x10° toneladas anuales, de las cuales un poco mas del 10% se pierde durante el

proceso de coloracion de fibras (Young & Yu, 1997).

Se reconoce que en la industria textil los residuos de colorantes son los mas
dificiles de tratar, debido a que la mayoria son de origen sintético y poseen estructuras
moleculares aromaticas complejas lo cual hace muy complicado su proceso de

biodegradacion (Castillo, 2004).

Varias son las formas por las cuales es posible clasificar a los colorantes
textiles, quiza la mas utilizada es aquella que considera su aplicacion a la fibra o
composicion quimica, también sus propiedades acidas, basicas, directas, dispersos

mordientes y reactivas (Garzén, 2009).

La clasificacion que considera su composicion quimica se hace con base al
grupo cromoforo principal que constituye el colorante. El color Index se clasifica en:
fenoles, polifenoles, nitrozo, nitro, azo, azoico, estilbeno, diarilmetano, triarilmetano,
quinoleina, metino, acridina, azufre, tiazol, tiamina, indamina, azina, oxacina, lactona,

antraquinona, indigoida, ftolacianina (Garzon, 2009).

1.4.2 Efectos sobre la salud humana causada por los colorantes.

La contaminacion del agua por desechos industriales, cada vez es mas
agresiva, deteriorando la salud humana o produciendo efectos negativos en los seres
vivos y el medio ambiente. Los desechos de colorantes provenientes de industrias
textiles pueden ocasionar diversas enfermedades como alergias, dermatitis, gastritis,
ulceras, infecciones pulmonares, infecciones digestivas, cancer de vejiga, entre otras

(Makagreenben, 2011).



1.4.3 Procesos de remocion.

Los tratamientos utilizados para la remocion de efluentes con colorantes
provenientes de la industria textil son del tipo fisico, quimico y biologico (Castillo,

2004).

Los tratamientos fisicos utilizan el carbon activado, especialmente en la
remocion de colorantes del tipo cationico y 4acido, su eficiencia es menor en

colorantes de tipo disperso, directo y reactivo (Robinson et al., 2001).

Otro método de remocion fisica empleado frecuentemente, en efluentes
acuosos contaminados con colorantes directos es la coagulacion electrocinética,
método que consiste en la adicion de sulfato ferroso (Fe,SOy) y cloruro férrico (FeCls)

al agua (Robinson et al., 2001).

Los tratamientos quimicos utilizan procesos oxidativos y de ozonificacion. Los
oxidativos son los mas utilizados en la decoloracion y el agente oxidante que mas se
usa es el peroxido de hidrogeno (H,O;) (Rhaghavacharya, 1997). El proceso de
ozonificacion permite degradar hidrocarburos clorinados, fenoles, pesticidas e
hidrocarburos aromaticos, sin embargo el tiempo de vida media del ozono es muy
corto, aproximadamente 20 minutos o menos en presencia de colorantes (Castillo,

2004).

Los tratamientos biologicos, aerdbico, anaerdbico o mixto, utilizan diferentes
tipos de microorganismos como bacterias, algas, levaduras y hongos; son
considerados efectivos para la remocion de sustancias toxicas y del exceso de materia

organica (Haug et al., 1991).

1.4.4 Hongos ligninoliticos.

Los hongos ligninoliticos u hongos de podredumbre blanca forman parte de
los microorganismos mas utilizados para la biorremediacion de efluentes

contaminados por la industria textil, ello, considerando su capacidad para degradar la



lignina, polimero con una alta concentracion de anillos aromaticos y un profundo
grado de polimerizacion (Casillo, 2004). La biodegradacion de lignina es fundamental
en el reciclaje del carbono en los ecosistemas terrestres y después de la celulosa, es el
mayor componente de la materia vegetal y la forma mas abundante de material

aromatico en la biosfera (Yaovapa, 2005).

La mayor parte de los hongos ligninoliticos pertenecen al grupo
basidiomicetos, este grupo degrada completamente la lignina a través de la secrecion
de enzimas que son esenciales para la transformacion inicial de la lignina y en

conjunto logran su degradacion (Davila & Vasquez, 2006).

El mecanismo enzimatico producido por los hongos ligninoliticos viene dado
por la accion de oxidasas y peroxidasas, estas enzimas no presentan una especificidad
alta, por lo tanto pueden tener actividad sobre diferentes compuestos de tipo fendlicos

y azo (Casillo, 2004).

1.4.5 Enzimas ligninoliticas.

Las enzimas o biocatalizadores son proteinas cuya funcién es catalizar las
reacciones que realizan los seres vivos. Las enzimas se diferencian entre si por su
especificidad, actividad enzimadtica, cinética de reaccion, temperatura, pH (Rubilar,

2007).

Se conoce que la degradacion de la lignina es catalizada por un complejo
extracelular que producen los hongos, cuando han sido expuestos a condiciones de
limitacion de nutrientes en el medio de cultivo (Cordoba 2009). Este complejo esta
compuesto por tres enzimas ligninoliticas involucradas en la degradacion de lignina,
la manganeso peroxidasa (MnP), la lignino peroxidasa (LiP) y las lacasas (Selvam et

al., 2003).



1.4.5.1 Lacasas.

Las lacasas (benzodiol:oxigeno, oOxidoreductasas) son glicoproteinas que
requieren de oxigeno (0O,) para oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas,
sustratos organicos por medio de la substraccion de un electron transformandolo en

H,0, y radicales activos (Selvam et al., 2003).

Las lacasas son enzimas que poseen un centro activo compuesto por cobre, por
lo que también son llamadas multicobre oxidasas, este centro activo es oxidado por el
oxigeno o por un compuesto aromatico, generando un intermediario deficiente de un
par de electrones. Dicho componente sera oxidado nuevamente por O, o por sustratos
fendlicos. El ciclo es completado gracias a cuatro oxidaciones posteriores,
provocando que la enzima vuelva a su estado relajado (Figura 1.1, segin Castillo
2004). De los tres atomos de cobre que poseen las lacasas, uno de ellos es responsable
de la coloracion azul. La enzima que no posee este atomo de cobre se denominan

lacasas blancas o amarillas (Khusal et al., 2010).

0, Donador de e
ENZIMA NATIVA @ ' A° Compuestos Aromaticos

Cu*?(1)2Cu*3(In)-Cu*3(1) »  Cu*?(1)2Cu?(In)-Cu*3(n)
2AH O,
"
ZA:
Cu*?(1)2Cu*?(11)-Cu*?(1n)
Cu*(1)2Cu*(1)-Cu*3(1)
A 2H" 0
2H Aceptor Final de
AH electrones
Cu3(1)2Cu*3(111)-Cu3(N) < Cu'(l}2Cu'(III]—Cu'3{II]
o 0;?
H:0

Figura 1.1 Esquema de accion de la enzima lacasa (Castillo, 2004).

El pH 6ptimo de esta enzimas, dependiendo del sustrato que se esté oxidando

puede variar entre 3.5 y 7.5 (Gonzalez, 2009). Se ha reportado que son enzimas



capaces de oxidar principalmente sustancias recalcitrantes, como clorofenoles,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos organofosforados, fenoles y

colorantes aromaticos (Sandoval & Ospina, 2008).

1.4.5.2 Lignina Peroxidasas.

Las lignina peroxidasas contienen un grupo hemo-férrico y es oxidada por el
perdxido de hidrogeno (H,O,) generando un intermediario deficiente de electrones el
cual es conocido como compuesto I: dicho componente puede ser reducido ya sea por
un donador de electrones o por sustratos fenolicos, generando el compuesto II el cual
regresara a su estado de reposo inicial por medio de una reduccion posterior (Figura
1.2, segtin Castillo 2004), que dara como resultado un compuesto fenolico oxidado y

agua (Davila & Vasquez, 2006).

Cofactor Cofactor

\ , Compuesto |
Fe IV=0[C]

Enzima nativa —
A®+ H,0
Compuesto Il
Fe IV=0
Donador de e’
W H;0, Compuestos aromaticos
Donador de e” H.0
Compuestos aromaticos
Compuesto il
Felll=0,

Figura 1.2 Esquema de accion de la lignina peroxidasa (Castillo, 2004).



Las lignino peroxidasas se diferencian de otras peroxidasas por su alto
potencial de o6xido-reduccion, lo que permite oxidar directamente compuestos
aromaticos no fendlicos (Usnayo, 2007), y presentan un pH Optimo menor/igual a 3

(Quintero et al., 20006).

Tanto las lacasas como las lignina peroxidasas pueden ser fuertemente
inducidas por la adicién de elementos como cobre, manganeso, mangnesio y
determinadas por mediadores o sustratos como ABTS, siringaldazina, 2,6
dimetoxifenol, O-toluidina e intermendiarios de la degradacion de la lignina entre los

que se encuentran el alcohol veratrilico (Sandoval & Ospina, 2008).

A continuacion en el cuadro 1.1 se puede observar las reacciones y cofactores

utilizados por las dos enzimas ligninoliticas mencionadas (Sandoval & Ospina, 2008).

Cuadro 1.1 Cofactores utilizados y reacciones realizadas por las enzimas

ligninoliticas, lacasas y lignina peroxidasas.

ENZIMA COFACTOR REACCIONES
+2 Oxidacion de fenoles a radicales
Lacasas (EC1.10.3.2) 0,, Cu )
fenoxilo
Lignina Peroxidasas O Oxidaci6n de nucleos aromaticos no
20,
(EC.1.11.1.14) fenolicos hasta radicales catidonicos

Fuente: Sandoval & Ospina, 2008.
1.5 Hipotesis.

Los hongos seleccionados producen lacasas y lignina peroxidasas en medios

naturales y con distintos sustratos.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS.

2.1 Participantes.

En el presente estudio participaron, como directora, la M.C. Alma Koch y
como codirectora, la Dra. Blanca Naranjo, docentes de la Carrera de Ingenieria en

Biotecnologia, ESPE.

Se contd también con la participacion del Ing. Abraham Oleas MC., docente
de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, ESPE. Como asesores en temas de actividad

enzimatica y estadistica, la Ing. Erica Castillo y el Ing. Mauricio Moreno.

2.2 Zona de Estudio.

El presente proyecto de investigacion se desarrolldo en el Centro de
Investigaciones Cientificas (CEINCI) de la Escuela Politécnica del Ejército; ubicado
en Ecuador, Provincia de Pichincha, Cantéon Rumifiahui, Sangolqui, situacion

geografica: 0° 18’ 53, 52° S.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion.

Este proyecto de investigacion se inicié en febrero del 2011 y finalizé en

octubre del mismo afio.

2.4 Disefo.

En esta investigacion se aplico para las pruebas cualitativas y semi-
cuantitativas un disefio completamente al azar (DCA) unifactorial (Gutiérrez & de la
Vara, 2008), con tres repeticiones. La variable independiente estuvo constituida por
los hongos degradadores de colorantes, mientras que las variables dependientes fueron
en la prueba cualitativa de actividad ligninolitica el crecimiento del hongo y el cambio

de color del medio, en la prueba cualitativa de presencia de enzima lacasa el cambio
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de color del medio y finalmente en la prueba semi-cuantitativa de actividad

celulolitica el diametro del halo de hidrélisis.

En las pruebas cuantitativas, se implementaron un arreglo factorial. Para el
analisis de actividad enzimadtica de lacasas, se utilizé un arreglo factorial mediante los
siguientes factores 5x3x2=30 con tres repeticiones, lo sefialado corresponde a 5
hongos, 3 medios naturales para la produccion de enzimas y 2 sustratos. Para el
analisis de la actividad enzimatica de lignina peroxidasas, se utilizd un arreglo
factorial mediante los siguientes factores 5x3x1=15 con tres repeticiones. Para esto se

presentan 5 hongos, 3 medios naturales para la produccion de enzimas y 1 sustrato.

2.5 Procedimientos.

La investigacion realizada en el laboratorio abarco la reactivacion de los cinco
hongos degradadores de colorantes a estudiarse, la evaluacion cualitativa de actividad
ligninolitica, la valoracion semi-cuantitativa de la actividad celulolitica, la evaluacion
cualitativa de presencia de la enzima lacasa, la cuantificacion de la actividad
enzimatica de lacasas utilizando dos sustratos y finalmente la cuantificacion de lignina

peroxidasas utilizando un sustrato.

2.5.1 Reactivacion de los cinco hongos degradadores de colorantes.

En el presente proyecto de investigacion se utilizaron hongos degradadores de
colorantes reactivos aislados en el estudio realizado por Valenzuela (2011). Los cinco
mejores hongos degradadores, cuya codificacion se otorga por el lugar de aislamiento

Cuadro 2.1, fueron conservados en refrigeracion en agar extracto de malta (AEM).
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Cuadro 2.1 Codificacion de los cinco hongos degradadores de acuerdo a su lugar

de aislamiento.

HONGO LUGAR DE AISLAMIENTO
C20AL Agua residual
C18BL Lodo residual
C7AL Agua residual
C2BL Lodo residual
CIBA Lodo residual

Fuente: Valenzuela, 2011.

Para la reactivacion de los cinco hongos se procedio bajo condiciones estériles
a siembrar por puncion en medio de agar extracto de malta (AEM) con 500 mg.L'1 de
cloranfenicol. Tanto el medio como las cajas petri fueron esterilizados en autoclave a

121°C durante 15 min (Usnayo, 2007).

Seguidamente se incubaron las cajas a 28°C y una humedad relativa de 80%,
las cajas fueron observadas tanto macroscopica como microscoOpicamente para

descartar cualquier tipo de contaminacion.

En los hongos cultivados en medio AEM, la observacion macroscopica se
concentrd en las caracteristicas estructurales tales como: forma de crecimiento, color

de la cepa fungica, textura (Usnayo, 2007).

Para identificar las principales caracteristicas microscopicas de los hongos,
con la colaboracion del Ing. Abraham Oleas, docente de la Carrera de Ciencias

Agropecuarias de la ESPE, se utilizaron dos técnicas:
1. En la primera se utilizaron los hongos con crecimiento masivo previamente

sembrados en AEM, con un asa, se realizd un raspado sobre la superficie

del cultivo de cada hongo, y luego un frotis en un porta objetos con una
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gota de Hidroxido de Potasio (KOH) 0,1 M, se colocod un cubre objetos y

se observo en el microscopio (Sanchez, 2006).

2. En la segunda técnica, a los hongos con crecimiento masivo previamente
sembrados en AEM, con un pedazo de cinta pegante se tomo parte del
micelio y en un porta objetos se colocd una gota de azul de lactofenol,
finalmente se coloco la cinta scotch con el micelio en el porta objetos y se

observo al microscopio (Vallejos, 2007).

Para la conservacion de los hongos, se procedi6é a resembrarlos en un medio
estéril de potato dextrosa broth (PDB) con 500 mg.L’1 de cloranfenicol, se incubaron
durante 3 dias a 30°C y 100 r.p.m. Cuando los hongos han crecido, se refrigeraron

para mantenerlos (Usnayo, 2007).

Figura 2.1 A) Reactivacién de cinco hongos degradadores de colorantes en AEM.

B) Reactivacion de cinco hongos degradadores de colorantes en PDB.

2.5.2 Actividad ligninolitica en un medio con guaiacol.

A partir de los hongos obtenidos en la reactivacion se realizd la primera
prueba cualitativa de actividad ligninolitica en un medio con guaiacol. El medio con
guaiacol consta de AEM con diferentes concentraciones de guaiacol segun el

crecimiento de los hongos en este alcohol (Koduri & Ming, 2011).
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Se utilizaron concentraciones de guaiacol de 1, 2 y 3 mL.L™", con y sin la
presencia de producto lignoceluldsico, aserrin, en una concentracion de 4 gL'
(Usnayo, 2007). La siembra fue empleando la técnica de puncion en medio soélido a
partir de medio liquido PDB. Tanto el medio como las cajas petri fueron esterilizados

en autoclave a 121°C durante 15 min.

El crecimiento de los hongos en cajas Petri fue evaluado microscopicamente
todos los dias, después de dos y cuatro semanas de incubacion a 28°C y una humedad

relativa del 80-85%.

Figura 2.2 Crecimiento por técnica de puncién en medio con guaiacol y producto

ligninocelulosico del hongo C7AL.

2.5.3 Actividad celulolitica en agar carboximetilcelulosa.

Se realiz6 una prueba semi-cuantitativa de actividad celulolitica a partir de los
hongos obtenidos en la reactivacion. Esta prueba se realiz6 mediante una siembra en
puncion, en agar carboximetilcelulosa (CMC). En el Anexo A se describe el
contenido del agar CMC. Las cajas fueron incubadas a 30°C, por 72 h. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se realizé una tincion con la adicién de 5 mL de rojo congo al
1%, como revelador. Se dejo actuar el colorante durante 15 min, se retir6 el exceso y
se lavo con 5 mL de una solucion de cloruro de sodio (NaCl) 2M, durante 15 min. La
descripcion de la preparacion del reactivo revelador y de la solucion de cloruro de

sodio (NaCl) se encuentra en el Anexo B. Finalmente, se cerraron las cajas con
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parafilm y se llevaron a refrigeracion durante 12 h (Gaitan & Pérez, 2007; Valencia,

2009).

Luego de las 12 h, se determiné la actividad celulolitica por la presencia de
zonas de aclaramiento (halos) debido a la hidrdlisis de la celulosa, cuyo diametro fue

medido en centimetros (Gaitan & Pérez, 2007; Valencia, 2009).

Figura 2.3 Determinacion de actividad celulolitica, proceso de tincion con rojo

congo al 1%, y lavado con cloruro de sodio (NaCl) 2M.

2.5.4 Presencia de la enzima lacasa en un medio con ABTS.

Para la prueba cualitativa con ABTS, los hongos degradadores fueron
sembrados en un medio con ABTS, cuya composicion se encuentra detallada en el
Anexo A. La técnica de siembra fue en forma de discos de agar provenientes de la
reactivacion de los hongos en AEM. La presencia de la enzima lacasa fue evaluada

por el cambio de coloracion del medio con ABTS (Cordoba, 2009).

El pH se ajusto a 5,8-6,0 con la adicion de sales de fosfato diacido de potasio
(KH,POy,) al 0,1% y sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H,0) al 0,05%. La

preparacion de las soluciones se encuentran en el Anexo B (Herrera & Rosas; 2003).
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2.5.5 Medios Naturales para la produccion de enzimas.

Los hongos reactivados en medio PDB, fueron sembrados en tres medios
naturales para la produccion de enzimas. Los medios naturales se diferencian por el
tipo de sal utilizada y su concentracion. Los medios se homogenizaron y se incubaron
durante 40 dias para la ejecucion del ensayo enzimatico. El sobrenadante se filtro para
eliminar los restos celulares antes de medir la concentracion de enzima (Castillo,

2004). La composicion de los tres medios naturales se explican en el Anexo A.

Figura 2.4 Medios naturales para la produccion de enzimas.

2.5.6 Cuantificacion de la enzima lacasa con dos sustratos ABTS y O-toluidina.

Para la cuantificacion de la actividad enzimatica de lacasa se utilizaron dos
sustratos ABTS y O-toluidina. En ambos casos se utilizd como extracto crudo el
medio natural para la producciéon de enzimas, que se encontraban en incubacion a
30°C y 100 r.p.m. al paso de los dias en el que se realizo el ensayo enzimatico. El
extracto crudo fue previamente filtrado con filtros millipore para jeringa de 0,2 pm,

tal como se indica en la figura 2.5. Todo el ensayo se realizé por triplicado.
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Figura 2.5 Filtracién de medios naturales para la produccion de enzimas con

filtros millipore para jeringa de 0,2 um.

En los ensayos de cuantificacion se utilizaron dos sustratos, cuyas técnicas se

describen a continuacion.

2.5.6.1 Sustrato ABTS.

En tubos de ensayo se colocod la mezcla de reaccion la que contenia 2,85 mL
de ABTS 0,5 mM en un buffer de acetatos 0,1M (pH 5) y 0,15 mL de extracto crudo
(medios naturales para la produccion de enzimas), de esta manera se obtuvo un

volumen total de 3 mL (Castillo, 2004).

Posteriormente, los tubos se mantuvieron a bafio maria a 30°C, por 1 h.
Después fueron enfriados en agua e inmediatamente se procedio a leer la absorbancia

a 420 nm (Castillo, 2004).

Para la preparacion del blanco, se colocod 0,15 mL del extracto crudo y 2,85

mL de una buffer de acetatos 0,1M (pHS5) (Sandoval & Ospina; 2008).
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La actividad enzimatica de lacasas se calcul6 a partir de las lecturas de D.O.42

mediante la siguiente ecuacion (Chaparro & Rosas; 2006):

AE = ADO x fdxVt
" AtxexLxVenz

Donde:
AE: Actividad enzimatica en unidades internacionales por litro de
disolucién de enzima (U.L 'enz).
ADO: Diferencia de densidad optica.
fd: Factor de conversion debido al coeficiente de extincion molar.
Vt: Volumen total de la solucion (mL).
At: Tiempo de reaccion en el bafio maria (minutos).
e: Coeficiente de extincion molar (¢ 420nm= 36 M cm™, para ABTS.
L: Longitud de la celda (cm).

Venz: Volumen de la solucion de extracto crudo utilizada (mL).

Una unidad (U) de actividad de lacasas se define como la cantidad de enzima

capaz de oxidar 1 pmol de ABTS, por minuto, a pH=5y a 30°C.

2.5.6.2 Sustrato O-toluidina.

Este ensayo se realizd en tubos de ensayo que contenian una mezcla de
reaccion con 2,85 mL de O-toluidina 2 mM en un buffer de acetatos 0.1 M (pH 3,7) y
0,15 mL de extracto crudo (medios naturales para la produccion de enzimas), de esta

manera se obtuvo un volumen total de 3 mL (Castillo, 2004).

Posteriormente, los tubos fueron conservados a bafio maria a 30°C, por 1 h.
Después fueron enfriados en agua e inmediatamente se procedio a la lectura de la

absorbancia a 627 nm (Castillo, 2004).
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Para la preparacion del blanco, se coloco 0,15 mL del extracto crudo y 2,85

mL de una buffer de acetatos 0,1M (pH 3,7) (T¢llez et al., 2010).

La actividad enzimatica de lacasas se calcul6 a partir de las lecturas de D.O.¢27

mediante la siguiente ecuacion (Chaparro & Rosas; 2006):

_ ADOxfdxVt
" AtxexLxVenz

Donde:
AE: Actividad enzimatica en unidades internacionales por litro de
disolucion de enzima (U.L 'enz).
ADO: Diferencia de densidad optica.
fd: Factor de conversion debido al coeficiente de extincion molar.
Vt: Volumen total de la solucion (mL).
At: Tiempo de reaccion en el bafio maria (minutos).
€: Coeficiente de extincion molar (e 627nm= 1,85*%10"4 M em’,
para O-toluidina (Téllez et al., 2010).
L: Longitud de la celda (cm).

Venz: Volumen de la solucion de extracto crudo utilizada (mL).

Una unidad (U) de actividad de lacasas se define como la cantidad de enzima

capaz de oxidar 1 umol de O-toluidina, por minuto, a pH=3,7 y a 30°C.

2.5.7 Cuantificacion de la enzima lignina peroxidasa utilizando como sustrato
ABTS.

Para cuantificar la actividad enzimatica lignino peroxidasica se utilizd como
sustrato ABTS, como extracto crudo el medio natural para la produccioén de enzimas,
incubados a 30°C y 100 r.p.m. al paso de los dias de ensayo enzimatico. El extracto
crudo se filtré con filtros millipore para jeringa de 0,2 um, antes de proceder a las
lecturas de igual manera que en la cuantificaciéon de la actividad enzimatica de

lacasas. Todo el ensayo se realizo6 por triplicado.
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Se continu6 utilizando para la cuantificacion tubos de ensayo, los que
contenian una mezcla de reaccion con ABTS 10mM (428 uL), buffer de acetatos 100
mM pH 3 (1,71 mL), 428 uL de extracto crudo (medios naturales para la produccion
de enzimas) y 428 uL de peréxido de hidrogeno (H,O,). De esta manera se obtuvo un

volumen total de 3 mL (Usnayo, 2007).

Posteriormente, los tubos se mantuvieron a bafio maria a 30°C, por 1 h. Luego
fueron enfriados en agua e inmediatamente se leyo la absorbancia a 420 nm (Usnayo,

2007).

Para la preparacion del blanco, se colocd 428 pL de ABTS 10mM, 428 uL del
extracto crudo y 2,13 mL de buffer de acetatos 100mM (pH3) (Usnayo, 2007).

La actividad enzimatica de lignina peroxidasas se calculé a partir de las

lecturas de D.O.459 mediante la siguiente ecuacion (Chaparro & Rosas; 2006):

_ ADOxfdxVt
“ AtxexLxVenz

AE

Donde:
AE: Actividad enzimatica en unidades internacionales por litro de
disolucién de enzima (U.L 'enz).
ADO: Diferencia de densidad optica.
fd: Factor de conversion debido al coeficiente de extincion molar.
Vt: Volumen total de la solucion (mL).
At: Tiempo de reaccion en el bafio maria (minutos).
e: Coeficiente de extincion molar (¢ 420nm= 36 M cm™, para ABTS.
L: Longitud de la celda (cm).

Venz: Volumen de la solucion de extracto crudo utilizada (mL).

Una unidad (U) de actividad lignino peroxidésica se define como la cantidad

de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABTS, por minuto, a pH=3 y a 30°C.
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2.6 Diagrama de Flujo de los Procedimientos.

Identificacién macroscépicay
Reactivacion de las cepas microscoépica
AEM + 500 mg.L"" cloranfenicol frotis + KOH 0,1M
incubacionuna semana 28°C/80% HR micelio + azul de lactofenol

PDB + clo incubacién tres dias a 30°C/
100r.p.m. Usanayo, 2007

l En medio sélido: Crecimiento delhongo

Actividad ligninolitica con Guaiacol f y cambio de coloracion del medio
AEM con diferentes concentracionesde . .
guaiacol. Incubacion a28°C/80% HR Koduri & Ming, 2011

|

En medio sélido: Generaciénde Halos
Actividad celulolitica en agar CMC f de decoloracién
CMC incubacién 72h/28°C. Luego 15 min 5 mL
rojo congo 1%/ 15 min 5 mL NaCl 2M. Gaitany Pérez,2007; Valencia, 2009
Refrigeracion 12 h

En medio sé6lido: Cambio de

Presenciade enzimas lacasas con ABTS | — coloracion del medio por oxidacion del
siembra pordisco en medio con ABTS/ sustrato

incubacién30°C/80% HR

l

Evaluar la efectividad de tres diferentes

Cordoba, 2009

medios naturales para la produccion de Kahraman & Gurdal, 2001
enzimas Castillo, 2004
saly concentracion/ incubacion 30°C /100 Coroneletal., 2001

r.p.m/ filtracién

!

Cuantificar la enzima lacasa utilizando .
dos sustratos ABTS y O-toluidina Castillo, 2004
ABTS:420 nmy O- toluidina: 627 nm

Cuantificar la enzima lignina peroxidasa
CONnABTS

ABTS:420 nm Castillo, 2004
Téllez,2010
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2.7 Analisis de datos.

Para evaluar el efecto individual y en conjunto de las variables que se
generaron en el presente estudio de investigacion, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) de un factor y para identificar las diferencias estadisticamente
significativas, también se utilizo las pruebas de comparacion de medias de Tukey y

Duncan, al 95% de confianza (Martinez de Lejarza, 2004).

Los resultados fueron procesados en los programas estadisticos Excel

Windows vista 2007 y SPSS 15.0.
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CAPITULO 3: ANALISIS DE RESULTADOS.

3.1 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los cinco hongos

degradadores de colorantes.

Durante la reactivacion de los hongos, proceso descrito en la seccion 2.5.1, se
observo una serie de caracteristicas macroscopicas y microscopicas, que se describen

a continuacion.

Durante la observacion macroscopica, las fotografias con las caracteristicas

morfoldgicas se presentan en la figura 3.1 y se describen en la tabla 3.1.

Figura 3.1 Morfologia macroscopica de los cinco hongos degradadores de
colorantes: A) C1BA; B) C18BL; C) C2BL; D) C7AL; E) C20AL.
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Tabla 3.1 Caracteristicas macroscépicas de los cinco hongos degradadores de

colorantes y su posible género.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DEL
CRECIMIENTO

HONGOS

CIBA

) ) Blanco algodonoso. Reverso color rosado
Género: Fusarium

C18BL Blanco algodonoso, ciertos lugares color rosa-
Género: Fusarium salmon. Parte posterior color rosa-salmon mas tenue.

C2BL Blanco no tan algodonoso. Reverso color morado a
Género: Fusarium 10jizo

C7AL Blanco y morado no tan algodonoso. Reverso misma
Género: Fusarium coloracion que la parte delantera.

C20AL

Consorcio con dos
Blanco algodonoso. Reverso color morado claro.
hongos ambos del

Género: Fusarium

Durante las observaciones microscopicas, figura 3.2, fue posible describir las

caracteristicas presentadas en la tabla 3.2.

D

Figura 3.2 Morfologia microscopica del hongos C1BA.

A) Observacion de hifas tabicadas con hidroxido de potasio (KOH) 0,1 M.

B) Observacién de clamidosporas con azul de lactofenol.
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Tabla 3.2 Caracteristicas microscopicas de los cinco hongos degradadores de

colorantes.

HONGOS MORFOLOGIA MICROSCOPICA
CIBA

Género: Fusarium

Conidias pequefias. Hifas tabicadas. Clamidospora.

Poblacion integralmente de microconidias, muy
CI18BL

] pocas macroconidias. Hifas tabicadas. Conidi¢foro
Género: Fusarium

simple.
C2BL Poblacion rica en microconidias. Hifas tabicadas.
Género: Fusarium Ausencia de conidi6foros.

Macroconidias grandes y pequefias unicelulares.

C7AL Ausencia clamidospora. Conidiéforos unicelulares.
Género: Fusarium Hifas tabicadas. Ocasionalmente formacion de
rizomorfos.
C20AL

Consorcio con dos hongos del género Fusarium
Consorcio con dos
diferencia en el tamafio de esporas. Microconidas.
hongos ambos del
) Hifas tabicadas.
Género: Fusarium

3.2 Actividad ligninolitica en un medio con guaiacol.

En los cinco hongos degradadores de colorantes reactivados se realizé una
prueba cualitativa de actividad ligninolitica en un medio con guaiacol, se observo el
crecimiento del hongo y el cambio de color del medio a las concentraciones de 1, 2 y
3 mL.L" en presencia y ausencia de aserrin. El crecimiento del hongo y cambio de
color del medio fue posible observar rapidamente a concentraciones de 1 y 2 mL.L™,
a una concentracion de 3 mL.L™ el tiempo de crecimiento fue mayor. En la figura 3.3
se observa el crecimiento del hongo a una concentracion de 1 mL.L™" en presencia de

aserrin.
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Crecimiento del
hongo y cambio
ge color en el

medgio con
guaiacol

Figura 3.3 Crecimiento de los cinco hongos degradadores de colorantes en medio
con guaiacol a una concentracion de 1 mL.L™ en presencia de aserrin A) C7AL;
B) C20AL; C) C2BL; D) C1BA; E) C18BL.

Es importante indicar que todo el ensayo fue observado microscopicamente
para comprobar que el crecimiento del hongo en el medio. En la figura 3.4 se observa

el crecimiento microscopico de los hongos.
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Visualizacion
microscopica
3 40x de los
hongos
!

Figura 3.4 Visualizacién microscopica con el lente 40x de los cinco hongos
degradadores de colorantes seleccionado: A) C1BA; B) C2BL; C) C18BL; D)
C7AL; E) C20AL.

En la tabla 3.3 se presentan los resultados obtenidos del analisis de ANOVA
para el crecimiento y cambio de color del hongo en medio con guaiacol en

dependencia del tratamiento.
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Tabla 3.3 Resultados del analisis de varianza (ANOVA).

Suma de | Media F Si
cuadrados & cuadratica &
Inter-grupos 10,889 5 2,178 16,141 0,000
Intra-grupos 11,333 84 0,135
Total 22,222 89

El valor de p < 0,05 (p=0,000) indica que al menos un tratamiento es
significativamente diferente. Debido a esta diferencia significativa encontrada, se
realizo la prueba de andlisis de subconjuntos de Duncan. En la tabla 3.4, se exponen
los subconjuntos formados para la variable crecimiento y cambio de color, segun el

tratamiento.

Tabla 3.4 Subconjuntos homogéneos para la variable crecimiento y cambio de

color del medio con guaiacol segun el tratamiento.

TRATAMIENTOS N 2Subcon'unto r;ara alfa= 0.0i

3 mL.L" sin aserrin 15 0,1333

3 mL.L"! con aserrin 15 0,2000

2 mL.L" sin aserrin 15 0,4000 0,4000

2 mL.L" con aserrin 15 0,6000

1 mL.L" sin aserrin 15 1,0000

1 mL.L"! con aserrin 15 1,0000
Sig. 0,063 0,140 1,000

En la tabla, se muestran 3 subconjuntos homogéneos. Se puede observar que
con un valor de 1,00 tanto el tratamiento de 1 mL.L™" con aserrin, como el 1 mL.L"
sin aserrin presentan mayor nimero de repeticiones en la que se observo crecimiento

de hongo y cambio de color del medio.

A continuacion en la figura 3.5 se indica el valor de media de las repeticiones
que presentaron crecimiento y cambio de color del medio de los cinco hongos
degradadores de colorantes por tratamiento, en esta figura se observa que todos los

hongos presentaron crecimiento y cambio de color a los tratamientos implementados.
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TRATAMIENTOS
15A] 1 mLL? sin aserrin

HONGOS

c1ea |1CA| 1 mLL? con aserrin

C2BL |25Al2 mLL? sin aserrin

C18BL |2CA|2 mLL? con aserrin
C20AL |35A]3 mLL? sin aserrin
C7AL |3CA|3 mLL? con aserrin

o o

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

1A s T AL

= C20AL
2SA T C18BL
208 s T om

3 CA C1BA i ONGOS

MEDIA DE REPETICIONES CON CRECIMIENTO Y CAMBIO DE COLOR

TRATA""ENTOS

Figura 3.5 Graéfico interactivo de medias de las repeticiones que presentaron
crecimiento y cambio de color del medio con guaiacol de los cinco hongos

degradadores de colorantes, por tratamiento.

3.3 Actividad celulolitica en agar carboximetilcelulosa.
La actividad celulolitica fue determinada mediante la medicion del diametro

de halos de hidrolisis de los cinco hongos degradadores de colorantes. En la figura 3.6

se observa la formacion de halos de hidrdlisis de los cinco hongos.
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Figura 3.6 Resultados positivos de actividad enzimatica celulolitica de: A) C1BA,;
B) C18BL; C) C2BL; D) C7AL; E) C20AL.

La tabla 3.5 presenta los resultados de la prueba de ANOVA realizada para los

diametros de los halos de hidrdlisis de celulosa en dependencia de los hongos.

Tabla 3.5 Resultados del andlisis de varianza (ANOVA).

Suma de 1 Media F Si
cuadrados & cuadratica &
Inter-grupos 3,536 4 0,884 4,295 0,004
Intra-grupos 11,320 55 0,206
Total 14,856 59

El valor de p < 0,05 (p=0,004) demuestra que al menos un hongo presenta una
media de didmetro de halo de hidrdlisis significativamente diferente. Debido a esta
diferencia significativa encontrada, se realizd una prueba de analisis de subconjuntos
de Tukey y Duncan. Para el analisis se escogié Tukey por mayor formacion de
subconjuntos. En la tabla 3.6, se describen los subconjuntos formados para la variable

diametro de halo de hidrolisis, seglin el hongo.
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Tabla 3.6 Subconjuntos homogéneos para la variable diametro de halo de

hidrdlisis de celulosa segun el hongo.

Hongo N Subconjunto para alfa = 0.05
2 3 1
CIBA 12 2,6583
C20AL 12 2,6750 2,6750
HSD de C2BL 12 2,8583 2,8583 2,8583
Tukey(a) C7AL 12 3,1833 3,1833
C18BL 12 3,2250
Sig. 0,816 0,060 0,289
C1BA 12 2,6583
C20AL 12 2,6750
Duncan(a) C2BL 12 2,8583 2,8583
C7AL 12 3,1833
C18BL 12 3,2250
Sig. 0,315 0,066

En la tabla 3.6, los subconjuntos ponen en evidencia que todos los hongos
presentaron halo de hidrolisis de celulosa, indicador positivo para la actividad
celulolitica. Se revelan 3 subconjuntos homogéneos, formados por el grado de
similitud existente entre las medias de sus diametros de halo. En el subconjunto 1 con
el mayor valor de media de halo de hidrélisis de 3,22 cm se encuentra el hongo
C18BL, mientras que en el subconjunto 2, con el valor inferior de media de 2,65 cm

se encuentra el hongo C1BA.
Se observa que los hongos C7AL, C2BL y C20AL se encuentran en dos o tres
grupos ya que estadisticamente no existe diferencia significativa en las medias de los

tamafios de los halos de hidrolisis y pueden ser considerados en uno u otro grupo.

A continuacion, en la figura 3.7, se presenta el valor de las medias del

diametro de los halos de hidrolisis de los cinco hongos degradadores de colorantes.
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Figura 3.7 Media de didmetro del halo de hidrdlisis de los cinco hongos

degradadores de colorantes.

3.4 Presencia de la enzima lacasa en un medio con ABTS.

Como se sefialdo en la seccion 2.5.4 la presencia de la enzima lacasa se

determind cualitativamente por el cambio de color en el medio con ABTS.

En la figura 3.8 es posible observar el cambio de coloracion del medio para los

cinco hongos degradadores de colorantes.
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Figura 3.8 Resultados positivos de la presencia de enzima lacasa en medio con
ABTS de: A) C1BA; B) C18BL; C) C2BL; D) C7AL; E) C20AL.

En la tabla 3.7 se presentan los resultados de ANOVA realizados para la
presencia de la enzima lacasa en el medio con ABTS, expresados por el cambio de

coloracion del medio en dependencia de los hongos.

Tabla 3.7 Resultados del analisis de varianza (ANOVA).

Suma de 1 Media F Si
cuadrados g cuadratica &
Inter-grupos 0,667 4 0,167 0,625 0,655
Intra-grupos 2,667 10 0,267
Total 3,333 14

El valor de p >0,05 (p=0,655) indica que ningun hongo es significativamente
diferente en cuanto al cambio de coloracion del medio. Lo sefialado es posible de
ratificar con el analisis de subconjuntos de Tukey y Duncan, donde se observa que la
media de las repeticiones que presentaron cambio de coloracion del medio se
encuentran en un mismo subconjunto. En la tabla 3.8, se describen los valores de esta
prueba tomando en cuenta como variable el cambio de coloracién del medio con

ABTS, segtin el hongo.
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Tabla 3.8 Subconjuntos homogéneos para la variable cambio de coloracién del

medio con ABTS segun el hongo.

Subconjunto
Hongo N para alfa = 0.05
1

C7AL 3 0,3333
C20AL 3 0,6667
HSD de C18BL 3 0,6667
Tukey(a) C2BL 3 0,6667
CIBA 3 1,0000
Sig. 0,539
CTAL 3 0,3333
C20AL 3 0,6667
Duncan(a) C18BL 3 0,6667
C2BL 3 0,6667
CIBA 3 1,0000
Sig. 0,176

En la tabla 3.8, se observa que todos los hongos presentaron cambio de color
del medio con ABTS. Sin embargo ninguno fue significativamente diferente a los
demas, es por ello que existe inicamente un subconjunto de agrupacion tanto para la

prueba de Tukey como para la prueba de Duncan.

En el subconjunto con el valor de 1,00 valor mas alto de la media de las
repeticiones que presentaron cambio de coloracion del medio con ABTS se encuentra

el hongo C1BA y con el valor més bajo de 0,33 se encuentra el hongo C7AL.
A continuacion, en la figura 3.9, se indican las medias de las repeticiones que

presentaron cambio de coloracion en el medio con ABTS de los cinco hongos

degradadores de colorantes.
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Figura 3.9 Media de las repeticiones con cambio de coloracion del medio con

ABTS de los cinco hongos degradadores de colorantes.

3.5 Cuantificacion de la enzima lacasa con dos sustratos ABTS y O-toluidina.

Tal como se describe en la seccion 2.5.6 la actividad enzimatica de lacasas se
cuantificé utilizando dos sustratos ABTS y O-toluidina. En ambos casos se midio la
actividad enzimatica a lo largo de 40 dias de ensayo enzimatico, con mediciones cada

4 dias.

Para evaluar el mejor tratamiento, de la interaccion sustrato, hongo y medio,
en dependencia de la actividad enzimatica de lacasas se realizo un analisis de varianza
ANOVA diario y mediante una tabla de cotejo se escogio el mejor tratamiento a lo
largo de los dias. En la tabla 3.9 se observa la tabla de cotejo que presenta los 30
tratamientos impuestos en el disefio, los analisis d¢ ANOVA diarios se encuentran en

el Anexo C.

37



Tabla 3.9 Tabla de cotejo de mejor actividad enzimatica de lacasa por

tratamiento (sustrato.hongo.medio natural de produccién de enzimas) a lo largo
de 40 dias.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LACASAS (U.L enz)

TRATAMIENTO

DIA

12

16

20 24

28

32

36

40

ABTS.C7TAL.M1

ABTS.C7TAL.M2

ABTS.C7TAL.M3

117,28

ABTS.C1BA.M1

ABTS.C1BA.M2

ABTS.C1BA.M3

274,69

271,6

308,64

179,01

61,72

ABTS.C18BL.M1

ABTS.C18BL.M2

ABTS.C18BL.M3

123,45

ABTS.C20AL.M1

ABTS.C20AL.M2

ABTS.C20AL.M3

512,34

179,01

ABTS.C2BL.M1

ABTS.C2BL.M2

ABTS.C2BL.M3

129,62

O-TOL.C7TAL.M1

O-TOL.C7AL.M2

O-TOL.C7AL.M3

O-TOL.C1BA.M1

O-TOL.C1BA.M2

O-TOL.C1BA.M3

O-TOL.C18BL.M1

O-TOL.C18BL.M2

O-TOL.C18BL.M3

O-TOL.C20AL.M1

O-TOL.C20AL.M2

O-TOL.C20AL.M3

O-TOL.C2BL.M1

O-TOL.C2BL.M2

O-TOL.C2BL.M3
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En la tabla de cotejo es posible observar que el mejor tratamiento a lo largo de
las mediciones de actividad enzimatica durante 40 dias, es el que utiliza como sustrato
ABTS, el hongo CIBA y el medio natural de produccion de enzimas M3
(ABTS.C1BA.M3) y en dia que presentd mayor actividad fue el dia 16. La tabla 3.10
presenta los resultados obtenidos del andlisis de ANOVA realizado para la actividad

enzimatica de lacasas en dependencia del tratamiento, en el dia 16.

Tabla 3.10 Resultados del anélisis de varianza (ANOVA).

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos | 799716,959 29 27576,447 3,644 0,000
Intra-grupos | 454103,872 60 7568,398
Total 1253820,831 89

El valor de p < 0,05 (p=0,000) hace evidencia que al menos un tratamiento es
significativamente diferente. Considerando que existe una diferencia significativa, se
realizdé una prueba de analisis de subconjuntos de Duncan. Se escogié Duncan por
mayor sensibilidad, es decir mayor formacién de subconjuntos de agrupacion. En la
tabla 3.11, se muestran los subconjuntos formados para la actividad enzimatica de

lacasas, segun el tratamiento.

La tabla 3.11, nos indica que segun la similitud existente entre los valores de
actividad enzimatica de lacasas se han formado cuatro subconjuntos de agrupacion.
En el grupo 1 se encuentran dos tratamientos, el tratamiento ABTS.CIBA.M3 es el
que mayor actividad enzimética presenta con un valor de 308,64 U.L 'enz, mientras
que en el grupo 2 se encuentran quince tratamientos con los niveles mas bajos de
actividad enzimatica, entre ellos el tratamiento O-TOL.C2BL.M3 con un valor de

0,006 U.L 'enz.
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Tabla 3.11 Subconjuntos homogéneos para la variable actividad enzimatica de

lacasas segun el tratamiento.

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
2 3 4 1

O-TOL.C2BL.M3 3 0,00601

O-TOL.C1BA.M2 3 0,01201

O-TOL.C18BL.M1 3 0,01201

O-TOL.C18BL.M2 3 0,01201

O-TOL.C2BL.M1 3 0,01201

O-TOL.C2BL.M2 3 0,01201

O-TOL.C7AL.M2 3 0,01802

O-TOL.C20AL.M2 3 0,01802

O-TOL.C7TAL.M1 3 0,03003

O-TOL.C1BA.M1 3 0,04805

O-TOL.C7AL.M3 3 0,05405

O-TOL.C1BA.M3 3 0,05405

O-TOL.C18BL.M3 3 0,11411

O-TOL.C20AL.M1 3 0,13814

O-TOL.C20AL.M3 3 0,16216

ABTS.C20AL.M1 3 40,12346 | 40,12346
ABTS.C7AL.M2 3 52,46914 | 52,46914

ABTS.C20AL.M2 3 64,81481 64,81481 64,81481
ABTS.C18BL.M2 3 67,90123 | 67,90123 | 67,90123
ABTS.C1IBA.M2 3 70,98765 | 70,98765 | 70,98765
ABTS.C2BL.M1 3 74,07407 | 74,07407 | 74,07407
ABTS.C7AL.MI1 3 83,33333 83,33333 83,33333
ABTS.C1IBA.M1 3 129,62963 | 129,62963 | 129,62963
ABTS.C18BL.M1 3 157,40741 | 157,40741 | 157,40741 | 157,40741
ABTS.C20AL.M3 3 182,09877 | 182,09877 | 182,09877
ABTS.CI18BL.M3 3 191,35802 | 191,35802 | 191,35802
ABTS.C7AL.M3 3 206,79012 | 206,79012 | 206,79012
ABTS.C2BL.M3 3 228,39506 | 228,39506
ABTS.C2BL.M2 3 299,38272
ABTS.CIBA.M3 3 308,64198

Sig. 0,078 0,054 0,057 0,069

En la figura 3.10 se presenta el blanco y la mezcla de reaccion del tratamiento

ABTS.C1BA.M3 al dia 40 del ensayo enzimatico.

Se muestra ademas que trece tratamientos se encuentran en dos, tres o incluso cuatro

grupos subconjuntos de agrupacion ya que estadisticamente no existe diferencia

significativa en las medias de los valores de actividad enzimatica y pueden ser

considerados en uno u otro grupo.
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Figura 3.10 Actividad enzimatica de lacasas del tratamiento ABTS.C1BA.M3 al

dia 40 de ensayo enzimatico. A) blanco B) mezcla de reaccién.

A continuacion, en la figura 3.11 se expone la actividad enzimatica de lacasas

del mejor tratamiento ABTS.C1BA.M3, durante 40 dias de ensayo enzimatico.
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Figura 3.11 Actividad enzimatica de lacasas del tratamiento ABTS.C1BA.M3 a

durante 40 dias.
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En la figura 3.11 es posible observar que todos los dias hay actividad
enzimatica de lacasas para el mejor tratamiento ABTS.CIBA.M3. El dia 16 presenta
el mayor valor de actividad enzimatica, 308,64 U.L'enz, y a partir de éste dia la

actividad enzimatica decae, terminando al dia 40 con 61,73 U.L'enz.

3.6 Cuantificacion de la enzima lignina peroxidasa utilizando como sustrato ABTS.

En la seccion 2.5.7 se presenta la medicion de la actividad enzimatica de
lignina peroxidasas utilizando como sustrato ABTS. Para el andlisis se cuantificé la

actividad enzimatica durante 40 dias, con mediciones cada 4 dias.

Con el fin de evaluar la mejor interaccion sustrato, hongo y medio, es decir el
mejor tratamiento se realiz6 un analisis de ANOVA diario y mediante una tabla de
cotejo se escogid el mejor tratamiento a lo largo de los dias. En la tabla 3.12 se
presenta la tabla de cotejo con los 15 tratamientos impuestos en el disefo, los datos

de los analisis de ANOVA diarios se encuentran en el Anexo D.
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Tabla 3.12 Tabla de cotejo de mejor actividad enzimética de lignina peroxidasas

por tratamiento (sustrato.hongo.medio natural de produccién de enzimas) durante
40 dias.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LIGNINA PEROXIDASAS (U.L ‘enz)

TRATAMIENTO

DIA

12

16

20 24

28

32

36

40

ABTS.C7TAL.M1

ABTS.C7TAL.M2

ABTS.C7TAL.M3

ABTS.C1BA.M1

294,31

ABTS.C1BA.M2

ABTS.C1BA.M3

197,31

210,53

175,26

131,17

110,22

ABTS.C18BL.M1

ABTS.C18BL.M2

ABTS.C18BL.M3

128,12

175,26

176,36

ABTS.C20AL.M1

ABTS.C20AL.M2

127,86

ABTS.C20AL.M3

ABTS.C2BL.M1

ABTS.C2BL.M2

ABTS.C2BL.M3

La tabla de cotejo demuestra que el mejor tratamiento durante 40 dias es el

ABTS.CIBA.M3 y el dia 16 presenté mayor actividad. En la tabla 3.13 se visualiza los

resultados obtenidos del analisis de ANOVA realizado para la actividad enzimatica

lignino peroxidésica en dependencia del tratamiento, durante el dia 16.

Tabla 3.13 Resultados del analisis de varianza (ANOVA).

Suma de 1 Media F Si
cuadrados & cuadratica &
Inter-grupos | 34849,073 14 2489,220 20,446 0,000
Intra-grupos | 3652,438 30 121,748
Total 38501,512 44
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El valor de p < 0,05 (p=0,000) indica que al menos un tratamiento es
significativamente diferente a los demdas. Debido a esta diferencia significativa, se
realiz6 una prueba de analisis de subconjuntos de Duncan. Para el analisis se escogio
Duncan por mayor sensibilidad, es decir mayor formacion de subconjuntos de
agrupacion. En la tabla 3.14, se muestran los subconjuntos formados para la actividad

enzimatica lignino peroxidasica, segun el tratamiento.

Tabla 3.14 Subconjuntos homogéneos para la variable actividad enziméatica lignino

peroxidésica segun el tratamiento.

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
2 3 4 5 6 1
ABTS.CISBL.M2 | 3 102,513
ABTS.C20ALMI1 | 3 102,513
ABTS.C7AL.M2 3 105,820 | 105,820
ABTS.C2BL.M1 3 119,047 | 119,047 | 119,047
ABTS.C20ALM3 | 3 121,252 | 121,252 | 121,252 | 121,252
ABTS.C2BL.M2 3 123,456 | 123,456 | 123,456
ABTS.C7ALMI1 3 124,559 | 124,559 | 124,559
ABTS.CI8BL.M1 3 132,275 | 132,275
ABTS.C2BL.M3 3 134,479 | 134,479
ABTS.C20ALM2 | 3 136,684 | 136,684
ABTS.CISBL.M3 | 3 139,991 | 139,991
ABTS.C7AL.M3 3 141,093
ABTS.C1BA.M2 3 167,548
ABTS.CIBA.MI 3 168,650
ABTS.CIBA.M3 3 210,537
Sig. 0,071 0,071 0,052 0,066 0,903 1,000

En la tabla 3.14, se observa que segun la similitud existente entre los valores de
actividad enzimatica lignino peroxidasica se han formado seis subconjuntos de
agrupacion. En el grupo 1 se encuentra un tratamiento, el ABTS.C1IBA.M3 con la
mayor actividad enzimética y un valor de 210,53 U.L'enz, mientras que en el grupo 2
se encuentran dos tratamientos ABTS.C18BL.M2 y ABTS.C20AL.M1 con los valores
de actividad enzimatica de 102,51 U.L'enz, siendo estos los niveles mas bajos de
actividad enzimatica peroxidésica presentada. Se muestra ademas que dos tratamientos
estan en el grupo 6 con valores altos de actividad enzimatica, y un tratamiento en el
grupo 5 con un valor alto de actividad enzimadtica; y, 9 tratamientos se ubican en dos,

tres o incluso cuatro grupos subconjuntos de agrupacion, por lo que estadisticamente no
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existe diferencia significativa en las medias de los valores de actividad enzimaética y

pueden ser considerados en uno u otro grupo.

A continuacion, en la figura 3.12 se presentan fotografias de las mediciones de
actividad enzimatica peroxidasica del dia 8 del ensayo enzimatico y en la figura 3.13 se
expone la cuantificacion enzimatica de lignino peroxidasica del mejor tratamiento

ABTS.C1BA.M3 durante 40 dias de ensayo.

Figura 3.12 Actividad enzimatica lignino peroxidasica del dia 8 de ensayo

enzimatico.
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Figura 3.13 Actividad enzimatica lignino peroxidasica del tratamiento
ABTS.C1BA.M3 durante 40 dias de ensayo enzimatico.

En la figura 3.13 se observa que en el dia 12 la actividad enzimatica del
tratamiento ABTS.CIBA.M3 decaec a un valor de 0,00 UL'enz y aumenta
inmediatamente con un valor mas alto de 210,54 U.L'enz durante el dia 16, a partir de

este dia la actividad enzimatica decae progresivamente llegando a finalizar al dia 40 con

un valor de 110,23 U.Lenz.
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3.7 Efectividad de tres diferentes medios naturales para la produccion de enzimas.

Para evaluar la efectividad de tres diferentes medios naturales para la produccion
de enzimas, se realizé el analisis de ANOVA diario tomando en cuenta como variable la
actividad enzimatica en dependencia del medio, el analisis se realiza
independientemente del sustrato y del hongo. Se evalu6 la efectividad de los medios
tanto para la produccion de lacasas como de lignina peroxidasas. En la figura 3.13 se
presenta una fotografia de los medios naturales para la produccion de enzimas en el dia

8 de ensayo enzimatico.

Figura 3.14 Medios naturales para la produccion de enzimas en el dia 8 de ensayo

enzimatico.

3.7.1 Efectividad de tres diferentes medios para la produccion de lacasas.

Como se menciond anteriormente en la seccion 3.7 se realiz6 un analisis de
ANOVA diario de la variable actividad enzimatica de lacasas en dependencia del medio
de produccion de enzimas y mediante una tabla de cotejo se valord y escogi6 el mejor
medio durante los 40 dias del ensayo enzimatico. En la tabla 3.15 se presenta la tabla de
cotejo con los 3 medios a evaluarse, los analisis d¢ ANOVA diarios se encuentran en el

Anexo E.
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Tabla 3.15 Tabla de cotejo de efectividad de tres medios para la produccion de

enzimas durante 40 dias de ensayo enzimatico de lacasas.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LACASAS (U.Lenz)
MEDIO DIA
4 8 12 16 20 24 28 32 36 | 40
M1
M2
M3 119,45 | 156,80 | 114,85 [ 111,76 | 83,97 | 60,22 | 69,79 | 54,15 | 52,47 | 8,95

En la tabla de cotejo se visualiza que el mejor medio para la produccion de
enzimas durante los 40 dias de ensayo enzimatico de lacasas es el medio M3. En la tabla
3.16 se presenta el analisis d¢ ANOVA para la evaluacion de la efectividad del medio
de produccion de enzimas del mejor tratamiento de la actividad enzimatica de lacasas

ABTS.C1BA.M3.

Tabla 3.16 Resultados del anélisis de varianza (ANOVA).

Suma de 1 Media F Si
cuadrados g cuadratica &
Inter-grupos | 304643,938 2 152321,969 | 38,006 0,000
Intra-grupos | 348679,955 87 4007,816
Total 653323,893 89

El valor de p < 0,05 (p=0,000), expresa que al menos un medio es
significativamente diferente a los demas. Debido a esta diferencia significativa, se
realiz6 una prueba de analisis de subconjuntos de Tukey y Duncan. En la tabla 3.17, se
muestran los subconjuntos formados para la actividad enzimatica de lacasas, segliin el

medio natural para la produccién de enzimas.
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Tabla 3.17 Subconjuntos homogéneos para la variable actividad enzimatica de

lacasas segun el medio natural de produccién de enzimas.

MEDIO DE
PRODUCCION | N Subconjunto para alfa = 0.05
DE ENZIMAS
1 2 3 1
HSD de
Tukey(a) M2 30 | 40,4321
M1 30 104,5988
M3 30 182,7160
Sig. 1,000 1,000 1,000
Duncan(a) M2 30 40,4321
M1 30 104,5988
M3 30 182,7160
Sig. 1,000 1,000 1,000

En la tabla 3.17, se observa que segun la similitud existente entre los valores de
actividad enzimatica de lacasas se han formado tres subconjuntos de agrupacion. En el
grupo | se encuentra el medio M3, presentando la mayor actividad enzimdtica con un
valor de 182,71 U.L'enz, en el grupo 3 se encuentra el medio M1 con un valor de
actividad enzimatica de 104,59 U.L'enz y finalmente en el grupo 2 se encuentra el
medio M2 con el valor de actividad enzimatica de 40,43U.L 'enz, siendo este el medio

que presenta el valor mas bajo de actividad enzimatica de lacasas.

A continuacion, en la figura 3.15 se presenta la actividad enzimatica de lacasas

de los tres medios utilizados para la interaccion sustrato ABTS y hongo C1BA.
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Figura 3.15 Actividad enzimatica de lacasas de la interaccion sustrato ABTS y

hongo C1BA utilizando los tres medio naturales para la produccion de enzimas.

En la figura 3.15 se observa que durante los 40 dias de ensayo enzimatico el
hongo C1BA con el sustrato ABTS presenta actividad enzimadtica en los tres medios
naturales de produccion de enzimas, sin embargo el mejor medio es el M3 con un valor
de 182,71 U.L'enz. El anélisis permite comprobar que el mejor tratamiento es el
ABTS.CIBA.M3.
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3.7.2 Efectividad de tres diferentes medios para la produccion de lignina

peroxidasas.

De igual manera que en la seccion 3.7.1, se evalud la efectividad mediante un
analisis de ANOVA diario de la variable actividad enzimatica de lignina peroxidasas en
dependencia del medio de produccion de enzimas y mediante una tabla de cotejo se
valor6 y escogio el mejor medio durante los 40 dias del ensayo enzimatico. En la tabla
3.18 se presenta la tabla de cotejo con los 3 medios naturales a evaluarse, los analisis de

ANOVA diarios se encuentran en el Anexo F.

Tabla 3.18 Tabla de cotejo de efectividad de tres medios para la produccion de

enzimas durante los 40 dias de ensayo enzimatico de lignina peroxidasas.

ACTIVIDAD ENZIMATICA LIGNINO PEROXIDASICA (U.L enz)
MEDIO DIA
4 8 12 16 [ 20 [ 24 [ 28 [ 32 36 | 40
M1 150,57
M2
M3 76,71192,37 149,47)137,78 | 135,58 | 125,88 | 121,25 114,85 22,04

La tabla de cotejo nos permite determinar el mejor medio para la produccion de
enzimas durante 40 dias de ensayo enzimatico de lignina peroxidasas y para este caso es

el medio M3.
En la tabla 3.19 se presenta el analisis d¢ ANOVA para evaluar la efectividad
del medio de produccion de enzimas del mejor tratamiento de la actividad enzimatica de

lignina peroxidasas ABTS.C1BA.M3.

Tabla 3.19 Resultados del anélisis de varianza (ANOVA).

Suma de 1 Media F Si
cuadrados & cuadratica &
Inter-grupos | 13249,082 2 6624,541 1,508 0,227
Intra-grupos | 382086,587 87 4391,800
Total 395335,669 89
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El valor de p > 0,05 (p=0,227) determina que no existe diferencia significativa
entre los tres medios de produccion de enzimas. Para comprobar este resultado, se
realiz6 una prueba de andlisis de subconjuntos de Tukey y Duncan. En la tabla 3.20, se
muestra que Unicamente existe un subconjunto formado para la actividad enzimatica de

lignina peroxidasas, segiin el medio natural para la produccion de enzimas.

Tabla 3.20 Subconjuntos homogéneos para la variable actividad enzimatica de

lignina peroxidasas segun el medio natural de produccion de enzimas.

MEDIO Subconjunto para
DE alfa = 0.05
PRODUC N
CION DE 1
ENZIMAS
M2 30 102.9541
M1 30 1213624
HSD de Tukey(a) /s 30 132.3649
Sig. 0,204
M2 30 102,9541
5 Ml 30 121,3624
uncan(a) M3 30 132,3649
Sig. 0,108

En la tabla 3.20, se observa que segun la similitud existente entre los valores de
actividad enzimatica de lignina peroxidasas se ha formado un subconjunto de
agrupacion. El medio M3, presenta mayor actividad enzimatica con un valor de 132,36
U.L'enz, mientras que el medio M2 presenta el valor mas bajo de actividad enzimatica
con un valor de 102,95 U.L'enz. Con la formacion de inicamente un subconjunto de
agrupacion comprobamos que no existe diferencia significativa entre los valores de

actividad enzimatica de lignina peroxidasas en dependencia del medio.

En la figura 3.16 se expone actividad enzimatica de lignina peroxidasas de los

tres medios utilizados para la interaccion sustrato ABTS y hongo C1BA.
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Figura 3.16 Actividad enzimatica de lignina peroxidasas de la interaccion sustrato
ABTS y hongo C1BA utilizando los tres medio naturales para la produccion de

enzimas.

En la figura 3.16 se observa que en casi todos los dias de los 40 dias de ensayo
enzimatico el hongo C1BA con el sustrato ABTS presenta actividad enzimatica en los
tres medios naturales de produccion de enzimas, sin embargo el mejor medio es el M3

con un valor de 132,36 U.L"enz. El anélisis comprueba que el mejor tratamiento es el

ABTS.CIBA.M3.
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CAPITULO 4: DISCUSION.

4.1 Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los cinco hongos

degradadores de colorantes.

La observacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los
cinco hongos degradadores de colorantes se realizd para descartar cualquier tipo de
contaminacion al momento de reactivarlos ya que los hongos seleccionados fueron
conservados en refrigeracion, igualmente facilitar la identificacion de posibles hongos
ligninoliticos. Las caracteristicas macroscopicas identifican a posibles hongos del
género Fusarium, las colonias de los distintos hongos Fusarium se caracterizan por
tener diversos colores como blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, purpura, celeste,
verde aceituna o pardo, especialmente en el reverso de la colonia, el micelio es
algodonoso y en algunos casos es limoso (Seifert, 2001). Los cinco hongos
seleccionados tienen caracteristicas similares a las mencionadas en la bibliografia,

presentando su singularidad en cuanto a color y textura del micelio.

La observacion de las caracteristicas microscopicas permitioé descartar cualquier
tipo de contaminacion. Los hongos fueron analizados con la colaboracion del Ing.
Abraham Oleas, del laboratorio de nematologia del IASA. Se utilizaron dos técnicas de

observacion:

La primera con hidréxido de potasio (KOH) 0,1 M, que disuelve rapidamente las
células permitiendo digerir material proteico y mejora la observacion de los elementos
fingicos con mayor nitidez. La segunda con azul de lactofenol, en donde el fenol mata
al hongo, el acido lactico es un agente aclarante que preserva su estructura y el azul
colorea la quitina y celulosa presente en el mismo (Vallejos, 2007). La segunda técnica
nos permite observar caracteristicas que no se pueden ver con claridad en la primera

técnica.

Fusarium se caracteriza por poseer tres tipos de esporas, las microconidias
(esporas unicelulares sin septos, cilindricas, curvadas), macroconidias (esporas de
paredes delgadas, fusiformes, largas, septadas) y clamidosporas (esporas formadas a

partir de la condensacién del contenido de las hifas y las conidias). Las conidias son
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facilmente reconocibles al microscopio por su forma de media luna o de canoa (Lozano
et al., 2008). Los cinco hongos degradadores de colorantes al ser observados en el

microscopio presentan estas esporas tal como se describe en la tabla 3.2.

Es importante considerar el requerimiento de identificar con mas especifidad a
los hongos, debido a que las caracteristicas preliminares observadas macroscopica y
microscopicamente no son suficientes para determinar la especie. La caracterizacion de

los hongos permitird una optimizacion en la produccioén de enzimas ligninoliticas.

4.2 Actividad ligninolitica en un medio con guaiacol.

El guaiacol o 2-metoxifenol se obtiene directamente del alquitran de arboles de
la familia Fagaceae y, es utilizado como sustrato para la determinacién de enzimas
ligninoliticas; proceso que se evidencia por el crecimiento del hongo y la formacion de
un halo coloreado en el medio sintético con la presencia de este alcohol (Rodriguez et
al., 2001). Las enzimas ligninoliticas oxidan el guaiacol a tetraguaiacol, lo que provoca
un cambio de coloracion en el medio, que puede verse claramente en medio solido o
espectrofotométricamente puede ser medido de 397 a 426 nm (Koduri & Ming, 2011).
En este estudio el guaiacol fue utilizado como prueba cualitativa, se observo
crecimiento del hongo en el medio y cambio de coloracion del mismo en tres
concentraciones diferentes. Se demuestra que los cinco hongos degradadores de
colorantes seleccionados producen enzimas ligninoliticas por cuanto se observo
oxidacion del guaiacol generando un halo coloreado en el medio, este resultado coincide
con el trabajo realizado por Ortiz & Vélez (2010), donde se observa que varios hongos
del género Penicillium, Verticillium, Fusarium, Zygorhynchus, aislados en la vereda La
Balsa (Puerto Lopez) en Colombia, mostraron actividad ligninolitica por oxidacion

positiva de guaiacol debido a su crecimiento y cambio de coloracion del medio.

La mitad de los tratamientos implementados en la prueba, ademas de poseer el
guaiacol poseen el producto ligninoceluldsico aserrin; el aserrin posee un porcentaje de
lignina de 17,29% en su estructura estimulando la produccion de enzimas y asi la futura

oxidacion del guaiacol por las mismas (Usnayo, 2007). Esto se comprob6 en las tres
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concentraciones 1, 2 y 3 mL.L" en las que se observd que el tratamiento que poseia

guaiacol y aserrin crecia y formaba un halo de color en el medio mas rapidamente.

4.3 Actividad celulolitica en agar carboximetilcelulosa.

A los cinco hongos degradadores de colorantes se les aplico la prueba semi-
cuantitativa de celulosa. Esta prueba, a pesar de no ser relevante en la produccion de
enzimas ligninoliticas proporciona informaciéon de los hongos que presentan mayor
afinidad por la degradacion de la celulosa, para su posterior comparacion con la

produccion de las dos enzimas ligninoliticas estudiadas.

Esta prueba reveld que todos los hongos degradadores de colorantes presentan
actividad celulolitica ya que produjeron hidrolisis de celulosa revelando halos de
aclaramiento (Gaitan y Pérez, 2007; Valencia, 2009). En la investigacion realizada por
Valencia, Quevedo, Franco, Hortega, Parra & Rodriguez (2011) se comprobd que varios
hongos del género Fusarium presentaron capacidades celuloliticas mediante pruebas
semi-cuantitativas en agar carboximetilcelulosa y mediante pruebas cuantitativas. Los
halos de hidrélisis fueron analizados y se comprueba que este género exhibe actividad

celulolitica.

El hongo que presentd mayor didmetro de halo de hidrélisis fue el C18BL,

seguido del C7AL; mientras que el hongo con menor actividad celulolitica fue el C1BA.

4.4 Presencia de la enzima lacasa en un medio con ABTS.

Mas de 100 mediadores o sustratos son utilizados para la determinacion de
enzimas ligninoliticas, pero el ABTS es el mas empleado. El ABTS es un compuesto
aromatico sintético con substituciones nitrogenadas (Bourbonnais & Paice, 1990). La
enzima lacasa previamente oxidada por el oxigeno, oxida al ABTS a un cation estable
ABTS" y la concentracion del cation que posee una coloracion azul-verdosa, se

correlaciona con la actividad enzimatica (Kunamneni et al., 2007).
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En la prueba cualitativa de lacasas en medio con ABTS, todos los hongos dieron
resultados positivos, gracias al cambio de coloracion del medio. El hongo que mejor
resultado presentd en cuanto al nimero de repeticiones que indicaron resultados
positivos fue el C1BA y el de menor actividad el C7AL. Varias investigaciones como es
el caso de Rubilar (2007), Usnayo (2007) y Cordoba (2009), han usado esta prueba
como una técnica preliminar a la cuantificacion de la enzima lacasa, asegurandose que
las cepas a estudiarse poseen actividad o de lo contrario se descartan para métodos mas

especificos como el cuantitativo.

4.5 Cuantificacion de la enzima lacasa con dos sustratos ABTS y O-toluidina.

Tal como en la prueba cualitativa, el ABTS es oxidado por la enzima lacasa a un
cation estable ABTS", que debido a su coloracion azul-verdosa hace posible medirla por
espectrofotometria (Kunamneni et al., 2007) a una longitud de onda de 414 a 420 nm,
siempre tomando muy en cuenta el coeficiente de extincion molar para los calculos de

actividad enzimatica posterior (Chaparro & Rosas; 2006).

Otro mediador o sustrato utilizado para la determinacion de la actividad
enzimatica de lacasas es la o-toluidina, este sustrato es capaz de reaccionar por accion
de esta enzima cambiando la coloracion del compuesto, midiéndolo
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 627 nm (T¢llez et al., 2010). La o-
toluidina no ha sido tan estudiada como el ABTS para la cuantificacion de lacasas por lo

que su informacion en bibliografia es escasa.

Para evaluar la mejor produccion de enzima lacasa, en el presente estudio, se
realiz6 una cuantificacion de actividad enzimatica durante 40 dias tomando en cuenta
hongo, medio natural de producciéon de enzimas y sustrato como tratamientos
implementados. El mejor tratamiento a lo largo del ensayo enzimatico fue dado por el
sustrato ABTS, el hongo C1BA y el medio natural de produccion de enzimas M3
(ABTS.CIBA.M3), sin lugar a duda el sustrato ABTS present6 valores de actividad
enzimatica mas altos que la o-toluidina. En la tabla de cotejos 3.9 se observan los
mejores tratamientos a lo largo de los 40 dias y en todos se presenta el ABTS como

sustrato. A pesar de su menor valor en comparacion con el ABTS, la o-toluidina si
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presento actividad enzimadtica, por lo que se podria optimizar en futuras investigaciones

los valores de pH y temperatura para una mejor cuantificacion de la enzima lacasa.

4.6 Cuantificacion de la enzima lignina peroxidasa utilizando como sustrato ABTS.

El ABTS también es utilizado para la determinacién de la actividad lignino
peroxidasica. El peroxido de hidrogeno presente en la solucion oxida a la enzima lignina
peroxidasa, la cual oxida al ABTS a catién estable ABTS', caracteristico por su
coloracion azul-verdosa que es posible medirla por espectrofotometria a una
absorbancia de 420 nm (Ruiz, 1998). En cuanto a informacidn bibliografica se observo
que el ABTS es el mediador o sustrato mas utilizado para la cuantificacion de la enzima
lacasa, mientras que el alcohol veratrilico es el mediador o sustrato mas utilizado en

cuantificacion de actividad ligninoperoxidasica.

De igual forma que en la evaluacion de la enzima lacasa, la mejor produccion de
actividad lignino peroxidasica fue evaluada, a través de una cuantificacion enzimatica
durante 40 dias tomando en cuenta hongo, medio natural de produccion de enzimas y
sustrato como tratamientos implementados. El mejor tratamiento a lo largo del ensayo
enzimdtico fue aquel que utiliza como sustrato ABTS, el hongo C1BA y el medio
natural de produccion de enzimas M3 (ABTS.C1BA.M3). Este tratamiento resulta ser el

mejor tanto para actividad enzimatica de lacasas como de lignina peroxidasas.

4.7 Efectividad de tres diferentes medios naturales para la produccion de enzimas.

Los medios son importantes para la produccion de enzimas ya que aportan con
nutrientes a los hongos con el fin de que liberen estas enzimas y asi obtengan su fuente

de alimento y energia (Usnayo, 2007).

La presente investigacion se utilizo tres medios para la produccion de enzimas
diferenciandose uno del otro por su composicion de sales y de elementos
ligninoceluldsicos. Tanto como para la actividad enzimatica de lacasas como de lignina

peroxidasas coincide que el mejor medio de expresion de enzimas es el medio M3.
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Arenas, Soliveri & Arias (2010) en su investigacion mencionan que las enzimas
ligninoliticas se activan en presencia de Cu, Mn y Mg, y se inactivan en presencia de
Ca, Fe y Zn. Los medios M1 y M2 en su composicion poseen Ca y Fe mientras que el
medio M3 no posee ninguno de los dos elementos, esto puede ser el factor atribuible a

que este medio favorezca de mejor manera la produccion de enzimas.

Para complementar este estudio, con una segunda investigacion, seria valioso
optimizar el medio de produccion de enzimas con sales y producto ligninoceluldsicos de
afinidad para los hongos y de esta manera se podria obtener mayor produccion de

enzimas ligninoliticas.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES.

5.1 Los hongos estudiados pertenecen al género Fusarium.

5.2 Los cinco hongos seleccionados presentaron actividad ligninolitica, identificados

por el crecimiento y cambio de coloracion del medio por oxidacion del guaiacol.

5.3 Los hongos estudiados presentaron actividad celulolitica medida por el diametro de
halos de aclaramiento de hidrdlisis de celulosa, el hongo C18BL presenté mayor

actividad celulolitica, mientras que el hongo C1BA mostr6 la mas baja.

5.4 Todos los hongos seleccionados poseen resultados positivos para la presencia de
lacasas en medio con ABTS, ya que gracias a la oxidacion del mismo se observo un
cambio de coloracion en el medio. El hongo C1BA presenta el mejor resultado en

esta prueba y el menor resultado el hongo C7AL.

5.5 El mejor tratamiento de actividad enzimatica de lacasas fue el ABTS.C1BA.M3
(sustrato ABTS, hongo C1BA y medio natural de produccion de enzimas M3), con

el valor mas alto de actividad enzimatica de 308,64 U.L-1enz al dia 16.

5.6 El mejor tratamiento de actividad lignino peroxidasica fue el ABTS.CIBA.M3
(sustrato ABTS, hongo C1BA y medio natural de produccion de enzimas M3, con el

valor mas alto de actividad enzimatica de de 210,53 U.L-1enz al dia 16.

5.7 La expresion enzimatica de lacasas y de lignina peroxidasas alcanzo6 su valor 6ptimo

al dia 16 de 40 dias de ensayo enzimatico.

5.8 Los hongos que presentaron menor actividad celulolitica son aquellos que mas

actividad enzimatica de lacasas y lignina peroxidasas presentaron.

5.9 El medio natural de produccion de enzimas M3 fue el mas favorable para la

produccion de lacasas y lignina peroxidasas.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES.

6.1 Caracterizar los cinco hongos estudiados por género y especie para optimizar
condiciones de pH y temperatura que llevarian a una mejor produccion de enzimas

ligninoliticas.

6.2 Se podria complementar este estudio con la optimizacion del pH y la temperatura de

los dos sustratos utilizados, para incrementar la produccion de enzimas.

6.3 Optimizar el medio de produccion de enzimas con sales y producto

ligninocelulosicos de afinidad para los hongos.

6.4 Extender este estudio con la determinacion de la actividad enzimatica de manganeso
peroxidasas y ver si estos hongos pueden aplicar todo el complejo enzimatico

ligninolitico para procesos de biorremediacion.

6.5 Aplicar a nivel de laboratorio el uso de enzimas ligninoliticas en la degradacion de

colorantes provenientes de la industria textil.

6.6 Disefiar un biorreactor, a escala semi-industrial o industrial, para aplicar las
propiedades fungicas encontradas para la degradacion de colorantes de la industria

textil.
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