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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud la influencia de la glucosa como co-sustrato
en el tiempo de biodegradacion con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus
niger ATCC 6275 la cual inicio con la propagacion de la cepa de Aspergillus niger ATCC
6275 en medio papa dextrosa agar (PDA) para la preparacion del indculo, bajo el método de
conteo de esporas en la cAmara de Neubauer, posteriormente se preparé el medio de sales
minerales el cual se distribuyd en 18 matraces conjuntamente con el benzo[a]pireno y con el
co-sustrato de acuerdo al tratamiento, finalmente después de esterilizar el medio se le agreg6
el inoculo y se mantuvieron a los reactores biologicos a temperatura y agitacion constante,
simultaneamente se realiz6 la medicion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
de la concentracion inicial de benzo[a]pireno (dia 0) para tener una referencia en unidades
de mAU*sec.

Se estimaron seis tratamientos, en los tratamientos A y B no se present6 una biodegradacion
considerable ya que estos son tratamientos Testigo de la experimentacion, en cuanto al
tratamientos C se observa en el dia 14 = 54,4% y dia 28 = 57,1% en comparacion al
tratamiento D en el dia 14 = 29,2% y dia 28 = 44,6%; finalmente tenemos el tratamiento E
donde se observa en el dia 14= 75,1% y dia 28= 92,6% en comparacion al tratamiento F en
el dia 14= 36,4%y dia 28= 77,2%.

Se obtuvieron como resultados que el tiempo de evaluacion (dia O, dia 14, dia 28), las
concentraciones iniciales (70 mg/L y 100 mg/L) y la presencia de glucosa como co-sustrato

son factores que influyen en la biodegradacién de benzo[a]pireno (sig < 0.05).

Concluyendo que se presentd una mayor biodegradacion de benzo[a]pireno a una
concentracion inicial de 70 mg/L en el dia 28 de evaluacion con presencia de glucosa al 10%

Ccomo co-sustrato.



INTRODUCCION

El avance industrial y el desarrollo de la vida urbana han incrementado la gama de
contaminantes ambientales, en consecuencia la creciente concientizacion publica para cuidar
el medio ambiente ha despertado marcado interés, especialmente en el deterioro de la calidad
del agua y suelo, aspectos que representan una amenaza extrema a la capacidad de

autorregulacion de la biosfera (Perez, 2010).

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) son un grupo de contaminantes
organicos persistentes, comunmente encontrados en emplazamientos industriales. Debido a
su toxicidad y persistencia ambiental, la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos US EPA incluy6 16 de estos compuestos en la lista de contaminantes prioritarios en
1979 (Keith & Telliard, 1979).

El benzo[a]pireno es un hidrocarburo policiclico aromético formado por 5 anillos bencénicos
fusionados que comparten un par de atomos de carbono, constituyendo una molécula plana

y que se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente (Wade., 2009).

El benzo[a]pireno es producido por la industria petroquimica por ser un componente del
petrdleo crudo, también se origina a partir de fuentes naturales, por la combustién incompleta
de material organico en la quema de bosques de coniferas; fabricacion de medicamentos,
pinturas, plasticos, pesticidas y por diversas actividades antropogénicas (Tinoco et al., 1997,
Manahan, 2007, Agency for Toxic Substances & Disease Center, 2009); originando la
contaminacién por HPAs en suelos y en ambientes acuaticos, siendo el principal grupo de
sustancias sintéticas encontradas en drenajes municipales e industriales representando
riesgos potenciales por los efectos adversos para el hombre y el ambiente en situaciones de

exposicion incontroladas.

La presencia de benzo[a]pireno en la biosfera representa un riesgo para el ser humano y para
los animales, debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas asi como teratogénicas
(Tinoco et al., 1997; Manahan, 2007; Sudip et al., 2002).

La biodegradacion de compuestos organicos especificos es una alternativa real para el

control de la contaminacion. El uso de cepas adaptadas a la degradacion de compuestos



organicos recalcitrantes y toxicos son aplicables tanto al tratamiento de aguas residuales
municipales e industriales como a la biorremediacion de suelos y acuiferos (Torres et al,
1997).

El tratamiento de las aguas residuales de este tipo de industrias deberia incluir la remocion
de compuestos organicos toxicos recalcitrantes, evitando la propagacion de la contaminacion
al ambiente o los subsecuentes problemas de transporte y confinamiento de residuos toxicos
o rellenos sanitarios. Actualmente se reconoce la importancia de los hongos lignoliticos
como agentes biodegradadores entre los que destaca los del género Aspergillus (Nelson-
Smith, 1973).

El interés en la biodegradacion de compuestos bioacumulables es creciente debido a la
problematica que representan, también es considerada como una alternativa a los procesos
de descontaminacién fisico-quimica por ser una tecnologia mas sencilla, menos costosa asi

como mas respetuosa con el medio ambiente.

Es por ello que el presente trabajo de investigacion estuvo encaminado a contribuir en el
estudio sobre la influencia de la glucosa en el tiempo de biodegradacion con dos
concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275, el cual servira de

precedente para futuros trabajos de biorremediacion de benzo [a]pireno.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente problematica de la contaminacion ambiental por compuestos bioacumulables
y mutagénicos como el benzo[a]pireno hace necesario el presente trabajo de investigacion
donde se evalud la influencia de la glucosa como co-sustrato midiendo progresivamente
el remanente de benzo [a] pireno a los 0, 14 y 28 dias por HPLC en dos concentraciones
del hidrocarburo (70 mg/L y 100 mg/L) y teniendo como agente biodegradador a
Aspergillus niger ATCC 6275, investigacion que contribuird con el conocimiento de
nuevos métodos de descontaminacion ambiental menos invasivos y més amigables con
el medio ambiente que son una alternativa a los métodos fisico-quimicos los cuales son

costosos y de procesos prologados . En este sentido se platea la siguiente interrogante:

e ;Cual es la influencia de la glucosa en el tiempo de biodegradacién con dos

concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275?



JUSTIFICACION

Mucho se habla de contaminacion ambiental, pero la mayor parte de la poblacion
peruana desconoce gque convivimos con sustancias organicas contaminantes que
pueden afectar nuestra salud. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPS)
como es el benzo[a]pireno, estan diseminados en varios ecosistemas y son
contaminantes de gran importancia debido a su toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad.

Dada su naturaleza hidrofébica, los HAPs estan enlazados a particulas de suelos
y sedimentos, haciéndolos menos biodisponibles. La degradacion microbioldgica
representa principalmente el mecanismo responsable para la recuperacion
ecoldgica de sitios contaminados con HAPs por lo que la biodegradacion, se
proyecta como el proceso bioldgico para atenuar la contaminacién y la
detoxificacion (Peng et al., 2008).

Aunque se ha avanzado mucho durante los Gltimos veinte afios, el conocimiento
actual sobre el metabolismo fangico de HAPs es mucho menor que el referente al
metabolismo bacteriano. Los hongos son capaces de degradar e incluso
mineralizar HAPs de més de 4 anillos arométicos de forma eficiente. Se ha
demostrado que varias especies fungicas pueden metabolizar HAPs, como
Aspergillus niger (Llado, 2012).

En este sentido, con el presente trabajo de investigacidn se busca contribuir al
conocimiento sobre la influencia de la glucosa como co-sustrato en el tiempo de
biodegradacion con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger
ATCC 6275, para una aplicacion futura en biorremediacion de suelos o aguas

contaminadas con benzo[a]pireno.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la influencia de la glucosa como co-sustrato en el tiempo de biodegradacion

con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275.

Objetivos especificos:

1. Determinar la influencia de la glucosa como co-sustrato en la
biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275.

2. Identificar el tiempo oOptimo del proceso de biodegradacion del
benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275.

3. Determinar la biodegradacién del benzo[a]pireno con dos
concentraciones.

4. Determinar el porcentaje de biodegradacion final en cada tratamiento.



HIPOTESIS

Influye la glucosa como co-sustrato en el tiempo de biodegradacion con dos
concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275.



CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes internacionales

Hadibarata, T., Ayu, R. (2012) en un estudio realizado en la Universidad
Tecnoldgica de Malasia en Malasia, con el que demostraron la capacidad
biodegradadora de Armillaria frente al Benzo[a]pireno; emplearon cinco co-
sustratos glucosa, fructosa, aserrin, maicena, y melaza de cafia durante 25 dias.
Concluyeron que el mejor co-sustrato es la glucosa con una degradacion del 76%
y el menos recomendado es la melaza de cafia que inhibi6 el crecimiento del
hongo, otra de sus conclusiones fue que no existe relacion entre el crecimiento

del hongo y la biodegradacion del hidrocarburo.

Antequera, A. (2010) Realizé un estudio sobre la biodegradacién de
hidrocarburos poli aromaticos totales en aguas de la bahia de Amuay, utilizando
un hongo lignolitico Aspergillus flavus como agente de biodegradacion. Para
probar la capacidad de biodegradacion del hongo probd diferentes medios de
cultivo como glucosa, sacarosa, Czapek, agua de bahia y Czapek mas agua de
bahia. Obteniendo una alta remocion para dos de los medios usados, 67 % para el
medio de agua de bahia y un 74% para Czapek mas agua de bahia; para la
determinacion de HAPs empled la espectrofotometria UVVis GENESYS 10 Vis.
Este estudio se concretd en la Universidad Nacional Experimental Francisco de

Miranda de Santa Ana de Coro, Paraguana de Venezuela.

Machin, C., Morales, D., Martinez, F., Okoh, A., Trejo, M. (2010) Estudiaron
la biodegradacion bacteriana, fungica y mixta del Benzo[a]pireno a tres
concentraciones 25ppm, 50ppm y 75 ppm empleando siete microorganismos
(Aspergillus niger, Penicillium sp, Trichoderma harzianum, Saccharomyces
cerevisiae, Serratia marcescens, Bacillus mycoides y Pseudomonas sp.). Todos
los estudios se realizaron en medio extracto de levadura durante 20 dias
obtuvieron un mayor porcentaje de biodegradacién para los hongos en
comparacion a las bacterias, Penicillum sp. 83.84% de biodegradacion. Este

estudio se realizé en Universidad Auténoma del Estado de Morelos, México.



Dan, S., Pei, L., Stagnitti, F., Xian, X. (2006) Determinaron la biodegradacion
de Benzo[a]pireno a 30 mg/Kg, 55 mg/Kg y 100 mg/Kg en un sistema co-
inmovilizado y libre, teniendo como sustrato el suelo mas minerales y empleando
como biodegradadores a Mucor sp y Bacillus sp en cultivo mixto , este estudio
tuvo una duracion de 42 dias a 25 °C, resultando una biodegradacion de 95,3%
para el sistema de co-inmovilizado y 79,6 para el sistema libre. Estudio realizado

en La Academia China de Ciencias en China.

Adekunle, A., Uaboni-Egbenni, P., Ajayi, T. (2004) estudiaron la
biorremediacion en aguas contaminadas en refinerias de Nigeria, donde revelaron
como resultado la identificacion de hongos como los géneros Aspergillus,
Rhizopus y especies de Penicillium, los cuales han sido identificados como
potenciales degradadores del crudo de petréleo. En este caso los hongos
analizados demaostraron que los hidrocarburos policiclicos aromaticos presentes
en el agua fueron degradados, siendo los mas representativos el Aspergillus niger
en primer lugar, presentando la mayor tasa de incidencia de 51,5%, mientras que
Rhizopus nigricans tuvo la menor tasa de incidencia de 6,0%. Asi mismo el
Aspergillus flavus y Penicillium notatum poseian una tasa intermedia de
incidencia, siendo 24,2% y 18,2% respectivamente. Es por ello, que estos hongos
se han divulgado para ser activos degradadores de petréleo siendo capaces de

degradar el petroleo crudo con mayor efectividad que las bacterias.

Bravo, A., Volke, T., Gutierrez, M. (2002) Evaluaron la biodegradacion de
Benzo[a]pireno a una concentracion de 500 mg/L, empleando tres cepas fangicas
aisladas de un medio contaminado con hidrocarburos (Phanerochaete
chrysosporium, Aspergillus niger y una cepa no identificada), los tratamientos se
realizaron en medio Czapek mas glucosa. Concluyendo que Phanerochaete
chrysosporium tiene una mayor capacidad de biodegradacion con un 56%. Dichos
estudios se realizaron en la Universidad Autonoma Metropolitana —lztapalapa,

México.



1.2. Hidrocarburos policiclicos aromaticos

e Concepto y caracteristicas:

Comunmente conocidos por sus siglas HAPs, son compuestos quimicos formados
por dos 0 mas bencenos fusionados. Se conocen unos 100 tipos diferentes de
HAPs. La estructura atomica del anillo bencénico les confiere una gran
estabilidad (Dagley, 1981; Marifio, 2009).

e Benzo [a]pireno:
El Benzo[a]pireno es un HAPs, formado por cinco anillos bencénicos fundidos,
pueden tener diferentes origenes, pero los dos méas importantes son la pirolisis,
que es la exposicion de moléculas orgéanicas a altas temperaturas, y la
petrogénesis, que consiste en una exposicion a menor temperatura pero a
presiones mucho mas elevadas, durante millones de afios Figura 1 (Blumer,
1976).

Figura 1. Estructura ciclica de Benzo[a]pireno (Lladd, 2012).

Las caracteristicas fisicoquimicas de Benzo[a]pireno son las que condicionan su
comportamiento, en el medio ambiente. Las dos mas importantes son la
hidrofobicidad y la recalcitrancia, ambas aumentan como mas anillos bencénicos
presente la estructura del hidrocarburo. Debido a sus propiedades hidrofobicas,
tiende a adsorberse a las superficies, hecho que dificulta su degradacion. Ademas
de su elevada persistencia ambiental, los HAPs suponen un riesgo para la salud

publicay en 1979 la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US

3



EPA) incluyo los 16 HAPs de 2 a 6 anillos mas frecuentes en su lista de

contaminantes de investigacion prioritaria (Keith & Telliard, 1979) Tabla 1.

Tabla 1
Propiedades fisico quimicas de Benzo[a]pireno.

COMPUESTO FORMULA PESO HIDROSOLUBILIDAD PUNTO PUNTO
MOLECULAR MOLECULAR DE DE
FUSION EBULLICION

Benzo[a]pireno CazoH12 252 0,003 178 496

Adaptacion de WHO, (1998); EPA, (2007).

El Benzo[a]pireno puede acumularse en la cadena tréfica y presentan toxicidad
por inhalacion, contacto o ingestion (Eisler, 1987). Su baja hidrosolubilidad
(Tabla 1) lo convierte en altamente liposoluble, favoreciendo su absorcion a
través del tracto intestinal de mamiferos y su rapida distribucion en los tejidos,
preferentemente en el adiposo (Twiss et al., 1999). Posee potencial
carcinogénico, mutagénico y genotoxico (tabla 2.), ya que forman aductos con el
ADN tras su activacion bioldgica (Goldman, 2001). De entre los 16 HAPs
prioritarios de la EPA, el benzo(a)pireno esta descrito como uno de los mas
potentes carcindgenos (Juhasz & Naidu, 2000).

Diversos organismos y agencias han establecido clasificaciones para determinar
la carcinogenicidad de substancias quimicas. Actualmente la mas aceptada es la
clasificacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer,
conocida por sus siglas en inglés IARC. Es una agencia con sede en Lyon
(Francia), dependiente de la Organizacion Mundial de la Salud (International
Agency for Research on Cancer).

La IARC considera cuatro grupos principales:



v" Grupo 1: substancias 0 exposiciones que son cancerigenos para el ser

humano.

v" Grupo 2A: substancias o exposiciones que son probables cancerigenos
para el ser humano. En general se clasifican en este grupo las
substancias que son claramente cancerigenas en experimentacion
animal pero para las que no hay suficiente informacion en los seres

humanos.

v' Grupo 2B: substancias que son posibles cancerigenos para el ser
humano. En general se clasifican en este grupo substancias para las que
no hay suficiente informacion en los seres humanos, y para las que hay
pruebas que indican que pueden producir cancer en animales de
experimentacion, pero no se puede concluir que sean claramente

cancerigenos animales.

v' Grupo 3: substancias para las que no se dispone de suficiente

informacidn sobre su capacidad carcinogénica.

v" Grupo 4: substancias que probablemente no son carcinogénicas para

los seres humanos.

Cuando una substancia se clasifica en el grupo 1 significa que no hay duda sobre
su potencial para producir cancer. Deben promoverse acciones de proteccion de la
salud y se deben establecer medidas regulatorias para prevenir la exposicion a la

misma (Suaterna, 2009).



Tabla 2

Clasificacion de la IARC para los hidrocarburos policiclicos aromaticos

GRUPO 1 Benzo[a]pireno.

GRUPO 2A Ciclopenta[c,d]pireno,Dibenzo[a,h]ant
raceno y Dibenzo[a]pireno.

GRUPO 2B Benzo[j]aceantrileno,Benzo[a]antrace
no,

Benzo[b]fluoranteno,Benzolj]fluorant
eno,
Benzo[k]fluoranteno,Benzo[c]fenantre
no, Criseno,Dibenzo[a,h]pireno,
Dibenzo[a,i]pireno,

Indeno[1,2,3cd]pireno,5-Metilcriseno.

Suaterna, (2009).

1.3.Biodegradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos

Es el resultado de los procesos de digestion, asimilacion, y metabolizacion de un
compuesto organico llevado a cabo por bacterias, hongos, protozoos y otros
organismos. En principio todo compuesto sintetizado biol6gicamente puede ser
descompuesto biolégicamente sin embargo, muchos compuestos bioldgicos
(lignina, celulosa) son dificilmente degradados por los microorganismos debido
a sus caracteristicas quimicas. De igual manera la biodegradacion permite la
eliminacién de compuestos nocivos impidiendo su concentracion, y es
indispensable para el reciclaje de los elementos en la biosfera, accediendo la
restitucion de elementos (carbohidratos, lipidos, proteinas) esenciales en la
formacion y crecimiento de los organismos (Alexander, 1999).

Dependiendo de tipo de sustrato y de matriz contaminante, asi como de la
microbiota presente, las estrategias habituales para favorecer la bioestimulacion
de las poblaciones (humedad Optima, nutrientes en proporciones adecuadas etc.)
autoctonas pueden no obtener los resultados que se esperarian, si las condiciones
fuesen otras. Como consecuencia de ello, el uso de surfactantes (bioldgicos y/o

quimicos) para aumentar la biodisponibilidad de los contaminantes, de co-



sustratos para afiadir una fuente de carbono facilmente asimilable, para la
microbiota capaz de degradar hidrocarburos, o el bioaumento con hongos
lignoliticos para aprovechar su potencial metabdlico (Llado, 2012), pueden ser
estrategias a tener en cuenta si las condiciones son las adecuadas a escala de
laboratorio.
1.3.1. Surfactantes

Una posible forma de aumentar la biodisponibilidad de compuestos organicos
hidrofobicos, como los hidrocarburos, mediante el uso de surfactantes o
tensoactivos, que se caracterizan por tener una cabeza hidrofilica y una cola
hidrofébica. Gracias a esta estructura ambifilica, agregados de entre 10 y 200
moléculas, llamados micelas (Figura 2), se forman, en solucion, cuando la
concentracion del surfactante esta por encima de la concentracion critica miceliar
(CMC), siendo capaces de disolver moléculas hidrofébicas en su interior (Llado,
2012).
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Figura 2: Estructura de una micela en disolucién (Llado, 2012).

Dos mecanismos explican el aumento de la biodisponibilidad de compuestos
hidrofobicos en presencia de surfactantes. EI primero es que aumenta su

solubilidad como consecuencia de la fraccion lipofilica de las micelas en sustrato



liquido (Edwards et al., 1991) y el segundo es que el transporte del contaminante
desde la fase sélida hasta la fase liquida esta favorecido en sustrato solido.

En funcién de los grupos hidrofilicos que presenten, los surfactantes pueden
clasificarse en i6nicos y no ionicos. Por otro lado, segun su origen se pueden
clasificar en quimicos (producidos por sintesis quimica) y biosurfactantes
(producidos por microrganismos). Generalmente, los surfactantes no idnicos son
menos toxicos para los microrganismos ya que la carga negativa de la superficie
de las células las hace mas sensibles a la introduccién de surfactantes cargados
(Li & Chen, 2009).

Existen muchos trabajos anteriores donde se describe que los surfactantes
noiénicos estimulan la biodegradacion de HAPs (Kotterman et al., 1998;
Marquez et al., 2000; Zheng & Obbard, 2001). Sin embargo, también se pueden
encontrar literatura donde los surfactantes inhiben la degradacion (Avramova et
al., 2008). Este hecho puede ser debido a que los microrganismos no puedan
acceder a los hidrocarburos disueltos en las micelas, que los surfactantes puedan
resultar toxicos para la microbiota o incluso que puedan ser utilizados como

fuente de carbono y energia (Llado, 2012).

1.3.2. Co-sustratos

Un ndmero considerable de compuestos (glucosa, extracto de levadura, etanol,
metanol, piruvato, acetato, etc.) han sido usados en la literatura como co-sustratos
en la degradacion de hidrocarburos en suelos, sedimentos y agua (Chang et al.,
2008; Liang et al., 2007).

Generalmente, la presencia de estos sustratos podria incrementar la presencia de
bacterias y hongos autoctonos, y como consecuencia aumentar la biodegradacion
de los hidrocarburos contaminantes. Ademas, el co-sustrato puede hacer variar la
relacion C:N en el suelo, favoreciendo el crecimiento microbiano e
incrementando la produccién de enzimas involucrados en la degradacion de
hidrocarburos y sus intermediarios (Lu et al., 2011). Sin embargo, el efecto de los
cosustratos también puede ser adverso, al competir como fuente de carbono y

energia con el contaminante (Quantin et al., 2005).



1.3.3. Hongos ligninoliticos

La capacidad para biodegradar y catabdlizar la celulosa y hemicelulosa es una
caracteristica propia de diversos hongos y otros microorganismos. Sin embargo,
al ser la lignina un heteropolimero muy recalcitrante, solamente es mineralizado
(transformado hasta diéxido de carbono y agua) en forma limitada por algunas
bacterias y extensivamente por un grupo de hongos (Kirk, 1975).

Estos hongos ligninoliticos, denominados hongos de la pudricion blanca de la
madera, comprenden un grupo de organismos cuya caracteristica es su capacidad
para mineralizar eficientemente la lignina (Barr, 1994). Presumiblemente, esta
degradacidn selectiva les permite tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las
cuales finalmente representan su fuente de carbono y energia (Have, 2001). Estos
organismos secretan varias enzimas extracelulares que son esenciales para la
transformacion inicial de la lignina y que en conjunto logran su mineralizacion
(Pointing, 2001).

Los contaminantes recalcitrantes, tales como bifenilos policlorados y explosivos
aromaticos (Fernando et al., 1990), los hidrocarburos policiclicos aromaticos
como el Benzo [a] pireno (Field, 1993), los plaguicidas clorados (Kennedy et al.,
1990) y los plaguicidas organofosforados (Bumpus, 1993), son todos
efectivamente mineralizados a CO: por varias especies de hongos ligninoliticos.
Ademas, la poca especificidad de las enzimas de estos organismos les permite

degradar mezclas complejas de estos contaminantes (Prince, 1993).

1.4. Biodegradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos por hongos
ligninoliticos
La capacidad de los hongos para transformar una gran variedad de compuestos
organicos y llevarlos hasta CO, y H>O ofrece un potencial indiscutible para su
utilizacion en procesos de tratamiento de contaminaciones. Ese potencial radica
fundamentalmente en las caracteristicas de su sistema enzimatico que, cuenta con
una combinacion de enzimas extracelulares, oxidasas y peroxidasas, que
contribuyen, en determinadas condiciones, a despolimerizar la compleja
estructura de la lignina (De Lorenzo, 1994). La oxidacion y ruptura de la molécula
de lignina tiene como finalidad principal eliminar dicha barrera quimica y
posibilitar el acceso a los polisacaridos de la madera que constituyen una
importante fuente de energia (Johri, 1999).



La peculiar irregularidad estructural del polimero de lignina, hace que estas
enzimas se caractericen por unos mecanismos de accion no especificos que
oxidan los anillos aromaticos constitutivos de dicho polimero (Huu, 1999). Las
enzimas que participan en este proceso son, lignina peroxidasa (LiP), peroxidasa
dependiente de Mn (MnP) y lacasa, una fenoloxidasa que contiene principalmente
cobre (Miyamoto, 1997).

El patron de expresion de esas actividades enzimaticas depende de los diferentes
organismos, mientras unos secretan LiP y MnP (no producen lacasas), otros
secretan MnP y lacasas (no producen LiP). Existen otras enzimas asociadas con
las anteriores en la degradacion de lignina de una manera indirecta, glioxal
oxidasa y superdxido dismutasa que producen H202, compuesto requerido para
la actividad de LiP y MnP como se observa en la Figura 3 (Minowa, 1995).
Finalmente, otras enzimas actian como nexos de union entre las distintas vias de
degradacion de la lignocelulosa glucosa oxidasa, aril alcohol oxidasa, celobiosa
quinona oxidorreductasa y celobiosa deshidrogenasa han propuesto un modelo de
interaccion de estas enzimas en el proceso de degradacion de lignina por hongos
ligninoliticos (Minowa, 1995).

La intensa actividad oxidante de estas enzimas les otorga una considerable
capacidad de degradar diferentes compuestos organicos con una estructura similar
a la de las unidades monomeéricas que constituyen la lignina. Entre los diferentes
xenobidticos que pueden ser transformados por hongos lignoliticos, se encuentran
fundamentalmente: pesticidas, hidrocarburos aromaticos (benzo - pireno,
fenantreno, pireno, etc.) compuestos orgéanicos clorados (pentaclorofenoles,
cloroanilinas, bifenilos policlorados) azocolorantes,entre otros (Bezalel, 1996).
Como se mencion0 anteriormente, entre las enzimas mas comunes que
intervienen en la degradacion de los hidrocarburos, estan las peroxidasas,
principalmente la manganeso (MnP) y la lignina peroxidasa (LiP). Las cuales

realizan, la oxidacion de la lignina en presencia de H20, (Buswell y Odier, 1987).
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Figura 3: Reacciones de la degradacion y/o transformacién de los hidrocarburos por
hongos (Adaptado de Cerniglia, 1997).

1.4.1. Enzimas ligninoliticas
1.4.1.1.Manganeso peroxidasas (MnP)

Son proteinas con grupo hemo que catalizan la oxidacion del Mn2+. La MnP es
oxidada por 2 electrones del H20O, para generar un intermediario conocido como
compuesto I. EI compuesto | puede oxidar Mn2+ a Mn3+ o puede oxidar
substratos fendlicos a sus correspondientes radicales, siendo la enzima reducida
al intermediario oxidado con un electron, conocido como compuesto Il. Este
compuesto Il tiene un absoluto requerimiento de Mn2+ como reductor, y por la
oxidacion de Mn2+ a Mn3+ la enzima pasa a su estado reducido (Kuan, et al.,
1993; Wariishi, et al., 1989). EI Mn3+, quelado por un acido organico, es un
oxidante capaz de oxidar una gran variedad de substratos fenolicos como se
observa en la Figura 4 (Kishi, et al,. 1994).
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Figura 4: Ciclo catalitico de la manganeso peroxidasa (Hofrichter, 2002).
1.4.1.2. Lignina peroxidasa (LiP)

Es una glicoproteina, inespecifica y extracelular, dependiente de H.O2, contiene
un mol de protohemo 1X por mol de enzima y se encuentra como una serie de
isoenzimas (Wariishi y Gold, 1990). Esta enzima actla por extraccion de
electrones sencillos de anillos aromaticos de lignina, llegando a la generacion de
un radical cationico y al subsecuente rompimiento de los anillos. La enzima
interviene también en reacciones de degradacién de varios compuestos
aromaticos (Bonnarme y Jeffries, 1990).

En el ciclo catalitico el Fe (111) unido a una fraccion proteica de LiP es oxidado
por H20 al compuesto | y luego se produce la reduccion del compuesto | con
alcohol veratrilico al compuesto Il como se observa en la Figura 5 (Wariishi, et
al,. 1991).
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Figura 5: Ciclo catalitico de la lignina peroxidasa (Castillo, 1997)

1.4.1.3. Lacasas
Pertenecen al grupo de las oxidasas azules de cobre, son enzimas de tipo
fenoloxidasa cuprica que contienen cuatro atomos de cobre, los cuales tienen un
papel importante en los mecanismos cataliticos de la enzima que se distribuyen
en diferentes sitios de la molécula. Las lacasas se han clasificado en tres tipos,
lacasa tipo 1 6 azul, tipo 2 6 normal y tipo 3 6 cobre binuclear (Johannes, 2000).
En la reaccion tipica de una lacasa fungica, el substrato esta sujeto a la oxidacion
de un electron para dar un radical oxiaril: por ejemplo, el fenol se oxida para
formar el radical fenoxilo, acompafiado de la reduccién del oxigeno molecular a
agua. En la Figura 6 se observa que las lacasas catalizan la oxidacién de
compuestos fenolicos como no fenolicos y son capaces de mineralizar un amplio

rango de colorantes sintéticos (Abadulla, et al., 2000).
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Figura 6: Ciclo catalitico de la lacasa (Wesenberg et al., 2003).

1.4.1.4. Citocromo P-450

El citocromo P-450 es el principal responsable del metabolismo oxidativo de los
xenobidticos. No se trata de un Gnico enzima, sino que en realidad es una familia
de hemoproteinas presentes en numerosas especies, desde bacterias a
mamiferos, y de las que ya se han identificado mas de 2000 isoformas diferentes.
P-450 interviene fundamentalmente en reacciones de oxidacion, también es
capaz de catalizar reducciones, hidrataciones o hidrdlisis. Salvo contadas
excepciones, el P-450 requiere oxigeno molecular y NADPH para oxidar el
substrato. Se trata de reacciones de monooxigenacion en las que sélo uno de los
atomos de oxigeno es incorporado en la molécula del substrato, mientras que el
otro es reducido hasta agua. Entre las oxidaciones catalizadas por el P-450 se
incluyen hidroxilaciones aromaticas y alifaticas como se observa en la Figura
7y 8(Omura, 1999).
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Figura 7: Produccion de Quinonas a partir de la oxidacion de hongos de Benzo [a]pireno
(Adaptado de Cerniglia, 1997).
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Figura 8: Productos de transformacion de benzo [a] pireno por hongos (Adaptado de
Cerniglia, 1997).

1.4.2. Factores que afectan la biodegradacion

Teniendo en cuenta que la biorremediacion depende de la velocidad de
biodegradacion de los contaminantes es necesario considerar los factores que
afectan la biodegradacion (Ercoli et al., 2002).

La biodegradacion de contaminantes depende de factores abidticos y bioticos y
es un proceso que puede durar horas, dias, meses o afios segun las condiciones.
Igualmente los factores abiodticos o fisicoquimicos agrupan aquellos que se
relacionan con el contaminante (estructura quimica, concentracion y
biodisponibilidad) y las condiciones medioambientales (pH, humedad,
temperatura, disponibilidad de oxigeno y nutrientes); mientras que los bioticos
dependen de los microorganismos (poblacion microbiana y cometabolismo
(Atlas, 1981).
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1.4.2.1. Biodisponibilidad
La metabolizacion de las diferentes moléculas y su biodegradacion esta
condicionada a su disponibilidad como sustrato por parte de la célula microbiana;
es decir, que la molécula penetre hacia el interior de las células; por tanto el
término biodisponibilidad se refiere al contacto entre el xenobidticos o
contaminante y el sistema bioldgico para inducir cualquier efecto (Mahro, 2000).
Un requisito indispensable para que las moléculas estén mas accesibles a las
celulas microbianas en su solubilizacion es el sistema acuoso de cultivo, la
biodisponibilidad puede ser:

v Limitada: si el contaminante tiene alguna barrera fisica o quimica que
impide que el microorganismo pueda introducir la molécula en su
interior para metabolizarlo.

v’ Positiva: si el contaminante penetra al interior de la célula microbiana
para su metabolizacion.

Un exceso de biodisponibilidad puede inducir toxicidad por exceso de
concentracion, una estrategia comunmente utilizada para aumentar la solubilidad y
biodisponibilidad de los contaminantes poco solubles en el sistema de cultivo es la
utilizaciéon de tensoactivos sintéticos (etoxilados, bencenosulfonatos) vy
microbianos (ramnolipidos, lipopéptidos y emulsanos). Esta estrategia ha sido
frecuentemente utilizada en el caso de hidrocarburos, la molécula organica penetra

al medio intracelular a través de las micelas del tensoactivo. (Cerniglia, 1997).

1.4.2.2. Estructura quimica y concentracion del contaminante
La biodegradabilidad de un compuesto organico se debe a que es utilizado por los
microorganismos como fuente de carbono (Vifas. et al., 2002). Si el sitio de
accion o ataque del enzima degradativo se encuentra bloqueado (isoprenoides o
moléculas sustituidas con grupos voluminosos COOH, CH3), la reaccion no
tendra lugar, disminuyendo entonces la actividad biodegradativa. Los compuestos
aromaticos o ciclicos se degradan a partir de la ruptura del anillo. La
incorporacion de halégenos disminuye la degradabilidad por estabilizacion del

anillo aromatico (Leahy y Colwell, 1990; Vifias, 2005).
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1.5.

1.6.

Técnica de extraccion liquido-liquido de hidrocarburos policiclicos

aromaticos
La extraccion de hidrocarburos aromaticos policiclicos asistida por ultrasonido
de extraccion por solventes (USAE), metodologia original empleada en la
presente tesis:
Se extrajo cerca de 1,0 g de aceite de pescado purificado tres veces con 5 ml de
acetonitrilo con agitacién con vortice durante 3,0 min y luego por USAE de 5,0
min. Entonces, se centrifugaron las muestras (4000 rpm/5 min) y los extractos
combinados se evaporaron hasta obtenida sequedad bajo un flujo de nitrégeno en
un Turbo Vap. El residuo obtenido se redisolvié en 0,50 ml de acetonitrilo y se
cargd para limpieza en un cartucho C18 previamente acondicionado con 10 ml
acetonitrilo. Los lados del tubo se lavaron con 1 ml adicional acetonitrilo que se
paso a través del cartucho también. Después de esto, el cartucho se secd bajo un
flujo de nitrégeno en un TurvoVap por 15 min y se eluy6 con 60 ml de
diclorometano. Los extractos SPE se evaporaron a sequedad y se redisolvio en
2,0 ml de hexano.
Los extractos se limpiaron de nuevo usando columnas de vidrio de Supelco
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) que contiene 2,0 g de gel de silice y 2,0 g de
Florisil, previamente acondicionado con 20 ml de n-hexano: diclorometano (1: 1,
v /v). HAP se eluyeron con 40 ml de n-hexano: diclorometano (3: 1, v/v) y este
extracto se concentro hasta sequedad en un Turbo Vap. los extractos obtenido se
volvié a disolver en 1,0 ml de acetonitrilo y se filtra para el analisis HPLC-FD
(Yebraetal., 2012).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para determinar

benzo[a]pireno
La Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es un método
principal de andlisis en muchos tipos de laboratorios. HPLC separa
mezclas de compuestos en sus componentes individuales por medio de
una interaccion del compuesto a traves de una fase movil liquida, y una
fase estacionaria inerte. En la Figura 9 se observan las interacciones
entre la fase movil y la fase estacionaria son diversas y dependen de los

tipos de compuestos sometidos a la separacion y el grado de separacion
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que se desea. La salida del sistema de analisis de datos es un

cromatograma (Venkatesh et al., 2008).

%/ Inveccién de Muestra

— ]
Bomba \ Yumna
N ;tector
E 4 ?Mr
T O

Solventes —>
Cromatograma

Figura 9: Esquema de un cromatdgrafo liquido HPLC (Agilent
Technologies Introductions to HPLC, 2014)

El cromatograma es el registro que se obtiene del proceso
cromatografico. Un ejemplo de esto se muestra en la figura 17, donde el
pequefio pico al comienzo es para el soluto sin restricciones y muestra
el punto en el que la inyeccion ha sido detectada (cambio en la presion
del sistema). El eje “x” representa el tiempo y el eje “y” representa la
respuesta del detector (Agilent Technologies Introductions to HPLC,
2014).
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Figura 10: Cromatograma (Bayne & Carlin, 2010).

Un sistema cromatogréfico consta de cuatro componentes, como sigue:

a) Dispositivo para la introduccion de la muestra

La introduccién de la muestra en la columna requiere que una cantidad
medida de muestra sea afadida a la fase mévil que fluye, la inyeccion
de la muestra debe ser precisa, exacta y automatica. Para tales
aplicaciones, se utiliza un muestreador automatico o inyector manual,
este ultimo muy popular en el pasado, rara vez se utiliza hoy en dia
(Snyder et al., 2010).

b) Fase movil

El parametro méas importante para el control de la cromatografia liquida
es la composicion del eluyente. La Cromatografia liquida es un método
de separacion de gran alcance con posibilidades ilimitadas en la
seleccion del eluyente. Sin embargo, no es féacil elegir un eluyente
adecuado dentro de un corto periodo de tiempo sin una serie de
experimentos de prueba. El factor crucial es controlar la solubilidad de
los analitos en el eluyente. EI aumento de la solubilidad de los analitos
en el eluyente disminuye sus tiempos de retencién. La seleccion de los
componentes de un eluyente esta en base a las propiedades de los
analitos a ser separados como hidrofobicidad, momento dipolar, enlaces

de hidrégeno, ionizacién, y los efectos estéricos (Hanai, 1999).
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c) Fase estacionaria
El sistema mas popular con mas del 50% de las separaciones, es la
cromatografia liquida de fase inversa sobre gel de silice octadecil
enlazado. Los analitos son retenidos en la fase estacionaria en base a su
hidrofobicidad. Esto significa que los compuestos polares se eluyen mas
rapido que los compuestos no polares. Cuanto mayor es la
hidrofobicidad de la superficie de la fase estacionaria, mas tiempo seran
los tiempos de retencion de los analitos apolares. La union de grupos
donantes de electrones sobre la superficie de la fase estacionaria,
produce una retencion mas fuerte de los compuestos que contienen
dipolos. En algunos casos, las interacciones entre los grupos silanol no
tratados en la fase estacionaria y los grupos hidroxi en el analito
aumentan la selectividad; sin embargo, los grupos polares en la fase
estacionaria son generalmente eliminados para obtener sustancias
inertes en esta fase, los cuales son mas estables en operaciones a largo
plazo (Hanai, 1999).

d) Detector

La deteccion de los componentes separados es un paso crucial en el
procedimiento cromatografico, ya que proporciona informacion sobre el
caracter de las moléculas. Las caracteristicas principales de un detector
eficaz son: selectividad, especificidad, sensibilidad, estabilidad y
linealidad. Es importante que el detector no destruya la muestra, aunque
esto no se aplica a algunos detectores como el espectrémetro de masas
por Impacto Electronico (IE), ionizacién por Electro Spray (ESI) y
ionizacion Quimica a Presion Atmosférica (APCI), entre otros
(Hefrmann, 2004).

El uso del detector por alineamiento de fotodiodos (PDA) o arreglo de
diodos DAD, detecta a multiples longitudes de onda mostrando
absorbancia UV-Vis. Facilita la identificacion y la pureza de los picos,

es el detector preferido para el desarrollo de métodos (Michael, 2006)
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Puede ser operado a velocidades rapidas (hasta 40 Hz). En los ultimos
anos la sensibilidad fue mejorada en la adquisicion de datos,

actualmente es muy comun en los equipos HPLC (Corradini, 2012).

1.7.  Aspergillus niger
La especie niger del género Aspergillus es miembro de la clase tentativa
Deuteromycetes, estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza: frutas, verduras
u otros substratos les sirven de alimento. Tienen importancia econémica porque
se les usa en muchas industrias para la hidrolisis de almidén, en la fermentacion
que incluye la produccion del &cido citrico y el acido glucénico; y actualmente
esta siendo estudiado por su produccion de enzimas lignoliticas las cuales pueden

ser empleadas para degradar contaminantes recalcitrantes (Landazabal, 2004).

1.7.1. Ubicacion taxonémica

Como caracteristicas utilizadas en la clasificacion estan: el color de la cabeza
conidiana, la forma de la vesicula, los cambios que se dan en el conidioforo y
forma de las células en nuez (Hulle) cuando estan presentes y la existencia 0 no

de esclerotes y estructuras asexuadas (Velez, 1989).
Tabla 3

Ubicacion Taxonomica de Aspergillus niger.

Dominio Eucharya

Reino Fungi

Division Amastigomycota
Forma Subdivision Deuteromycotina
Forma Clase Hyphomycetes
Forma Familia Moniliaceae
Forma Orden Moniliales
Género Aspergillus
Especie Niger

Ainsworth, (1973). The fungi.
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1.7.2. Caracteristicas Macroscopicas de la colonia:

En Agar PDA a 25 °C la colonia del Aspergillus niger es densa, mostrando canales o
surcos de longitudes variables; crece con un diametro de 2.5 a 3.5 cm en 7 dias. Las
colonias crecen rapidamente, el micelio basal compuesto es de color amarillo y da origen
a estructuras conidiales negras; las cabezas conidiales son grandes, negras y globulares,
las cuales después de un tiempo se hacen radiadas o se rompen para formar conidios
sueltos (Klich et al., 1988).

Figura 11: Caracteristicas Macroscopicas de la colonia de Aspergillus niger (Maccas &
Méndez, 2012).

1.7.3. Caracteristicas microscopicas

Aspergillus niger presenta las siguientes caracteristicas microscépicas (Samson et al.,
1984).

e (Cabeza conidial: es radiada y esta formada por una vesicula, las fialides y las
conidias; las conidias son globulares con un didametro de 4 a 5 um con un color
amarillento o ligeramente marron cerca de los apices.

e Vesiculas: De forma globular y mide alrededor de 30 a 75 um de diametro,
origina esterigmas (fialides) en toda la superficie.

e Esterigmatas (fialides): células formadoras de conidias (fialosporas) que se
forman sobre la vesicula de esterigmatas Il. Se encuentran en dos series
(biseriadas). Las primeras son largas (30 um por 6 um) de color pardo y pueden

ser tabicadas. Las segundas son cortas (8 um por 3 um) y de ella brotan conidias.
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e Conidias (fialosporas): Son de forma globular con un diametro de 4 a 5 um, su
color varia de castafio a negro y su superficie es rugosa.

e Micelio: Compuesto por hifas septadas, pueden ser de colores claros o

fuertemente coloreadas.

Figura 12: Fotografia de Aspergillus niger al microscopio electrénico (Gomez, 2012).
Figura 13: Fotografia al microscopio dptico de Aspergillus niger, aumento 400X
(Gomez, 2012).

/
“esicula

_‘-FF’"’-F

| Conidioforo
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Células de hille

Figura 14: Caracteristicas microscopicas de Aspergillus niger (Gomez, 2012).
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1.8.

Normatividad

La legislacion de la comunidad Europea considera un grupo de 6 HAPs,
(Fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pireno,
Indeno[1,2,3-c.d]pireno y Benzo[g,h,i]perileno), como aquellos que de ser
identificados y cuantificados de forma conjunta en muestras acuosas. La
concentracion maxima admisible para este conjunto de sustancias es de 0.0001
mg/L segun la directiva europea, relativa a la cantidad de las aguas destinadas al
consumo humano. La Organizacion Mundial de la Salud tambien recomienda el
analisis conjunto, para aguas domesticas, de los mismos HAPs que estan
legislados en la Comunidad Europea. La maxima concentracion admitida en
aguas de bebida segun esta organizacion es de 0,0007 mg/L de Benzo[a]pireno,
uno de los HAPs mas peligrosos para la salud (EC, 2001).

La Directiva 96/62/CE de la EU sobre la evaluacion y gestion de la calidad del
aire ambiente, establece una lista de los contaminantes atmosféricos que incluye
los PAH’s. Mas adelante, la Directiva 2004/107/CE establecié un limite maximo
de 1 ng.m-3 para el benzo[a]pireno, como indicador del riesgo cancerigeno en
aire ambiente (UE, 1996, 2004).

En relacion a los suelos la Comunidad Europea contempla los siguientes valores,
suelos para uso indurstial 2 mg/Kg, urbano 0.2 mg/Kg y agricola 0.02 mg/Kg,
tambien establecieron los estandares en organismos del suelo 0.15 mg/Kg vy
organismos acuaticos 0.01 mg/Kg ; ya que el Benzo[a]pireno es un compuesto
bioacumulable (EC, 2001).

En el Per, el articulo 31° de la Ley N° 28611 establece los estandares de calidad
ambiental para el suelo en relacién al Benzo[a]pireno los cuales son 0,1 mg/kg
para suelos agricolas, 0,7 mg/kg para suelos empleados para residencial o parques
y 0,7 mg/kg para suelos de uso comercial o industrial. La misma ley establece
estandares de calidad para el agua en relacion al mismo compuesto; 0,0007 mg/L
para aguas que se pueden potabilizar con desinfeccion y 0,0007 mg/L para aguas
que pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional (Ley n°. 28611, Ley

General del Ambiente).

En relacion a los cuerpos de agua, la ley peruana indica que los hidrocarburos no

deben estar presentes a concentraciones que sean detectables por el olor, que
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afecten a los organismos acuéaticos comestibles, que pueden formar depositos de
sedimentos en las orillas o en el fondo, que puedan ser detectados como peliculas

visibles en la superficie o que sean nocivos a los organismos acuaticos presentes.

En cuanto a los efluentes liquidos para las actividades del subsector hidrocarburos
el valor para los hidrocarburos totales de petroleo es de 20 mg/L (Ley n°. 28611,
Ley General del Ambiente).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1.Lugar de ejecucion

El montaje del experimento se llevo a cabo en los laboratorios de Microscopia

(C-241) y Biotecnologia de la Escuela Profesional de Biologia y el analisis

quimico 'y

cromatografico en el Laboratorio de Cromatografia y

Espectrofotometria de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

2.2.Materiales

2.2.1. Material biologico
v' Cepa de Aspergillus niger ATCC 6275 — GENLAB DEL PERU.

2.2.2. EqQuipos
v

N N N N N N RN

\

Incubadora con agitacion (IR-300).
HPLC Aegilent 1200.

Horno Pasteur - P Selecta.

Autoclave.

pHchimetro — SCHOTT instrument.
Balanza analitica — Explorer QHAUS.
Bafo de ultrasonido Branson 8510.
Camara extractora de gases — Air clean 600.
Centrifuga — GreetMed GT 119-100T.
Microscopio — Leica.

Vortex - VWR.

Rotavapor — IKA RV-10.

2.2.3. Reactivos

v

N N N R

Benzo [a] pyrene — SIGMA ALDRICH Estandar > 96% HPLC.
Fosfato di basico de potasio.

Fosfato mono potasico.

Sulfato de amonio.

Azul de metileno.

Tween 80.

Hexano.
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N N N N N N NN

<\

Acetonitrilo.
Cloruro de sodio.
Cloruro de hierro.
Cloruro de calcio.
Sulfato de magnesio.
Glucosa.

Sulfato ferroso heptahidratado.

Agua destilada.
Agar agar.
Papa sin pelar.

2.2.4. Material de vidrio

v

NN N N N IR

2.2.5. Otros

NN N N N N N N U N NN

Matraces de 50 ml.
Matraz de 500 ml.
Matraz de 1000 ml.
Pipetas graduadas.
Tubos de ensayo.
Placas Petri.

Céamara de Neubauer.

Guantes de latex.
Mascarilla N95.

Gorro quirurgico.

Guardapolvo descartable.

Propipeta.

Papel aluminio.
Asa de siembra.
Tubos Eppendorf.
Hisopos
Gradillas de metal.
Papel craft.
Pabilo

Algodon.

Gaza.

Mechero Bunsen.
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2.3.

v Puntas.
v" Micropipeta.
Meétodos

2.3.1. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo experimental descriptiva. Las unidades
experimentales se instalaron en matraces Erlenmeyer conteniendo 20 ml del
medio de sales minerales liquido, con dos concentraciones de benzo[a]pireno
como variable dependiente y como variables independientes al hongo lignolitico
Aspergillus niger, glucosa como co-sustrato y tiempo de proceso, se tomé como
parametro de evaluacion de la biodegradacién la disminucion de la concentracion

del benzo[a]pireno.

2.3.2. ldentificacion de variables
v' Variables independientes
Crecimiento de Aspergillus niger.
Concentracion inicial de benzo[a]pireno.
Glucosa al 10 % como co-sustrato.

Tiempo de evaluacion de biodegradacion.

v' Variable dependiente

Biodegradacion de benzo[a]pireno.
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2.3.3. Disefo experimental

El disefio experimental empleado en este trabajo de investigacion fue factorial por
que se manipulan dos a mas variables independientes este tipo de disefio permite
al investigador evaluar los efectos de cada variable independiente sobre la
dependiente por separado y los efectos de las variables independientes
conjuntamente, a través de estos disefios se observan los efectos de interaccion

entre las variables independientes (Sampieri et al., 2010)

Crecimiento de Aspergillus niger
(Tratamientos C, D, E, F)

Concentracién inicial de
benzo[a]pireno (70mg/L y
100mg/L)

Biodegradacion de
benzolalpireno

Glucosa al 10 % como co-
sustrato (Tratamientos E y F)

V4

Tiempo de evaluacion de
biodegradacion (dias 0, 14 y 28)

D Variable dependiente Variables independientes

Figura 15: Disefio de investigacion experimental factorial (elavoracion propia)

El disefio de investigacion de este trabajo fue planteado para tomar como
parametro de evaluacion la disminucion de la concentracion del benzo[a]pireno
medido por HPLC y empleando como agente biodegradador al hongo lignolitico
Aspergillus niger.

Inicialmente se propagd la cepa Aspergillus niger ATCC 6275 en medio papa
dextrosa agar (PDA) a 28 °C por 7 dias, luego de propagar el hongo se realizé la
preparacion del indculo bajo el método de conteo de esporas en la camara de
Neubauer, posteriormente se prepard el medio de sales minerales el cual se
distribuyd en los 18 matraces (6 matraces del dia 0, 6 matraces del dia 14 y 6
matraces del dia 28) con dos concentraciones de benzo[a]pireno segun el
tratamiento (70 mg/L y 100 mg/L), de acuerdo a los tratamientos empleados se
agreg6 glucosa como co-sustrato al 10% p/v y finalmente se inoculé el hongo al

10 % v/v. A partir de alli se mantuvo a los tratamientos a temperatura y agitacion
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constante, simultdneamente se inicié con la evaluacion de la concentracion de
benzo[a]pireno por HPLC del dia O el cual se repitio el dia 14 y dia 28
(Flujograma N° 01).

Tabla 4: Interaccién de variables independientes y dependiente del disefio

experimental.

CONCENTRACION | TIEMPO EN N°
TRATAMIENTOS EN mg/L DIAS MUESTRAS LECTURAS
T 0 A0 3
A 70 14 Al 3
R 28 A2 3
TESTIGO
A 0 BO 3
B 100 14 B1 3
T 28 B2 3
A 0 (60) 3
C 70 14 Cl 3
M MSM+ bap 28 c2 3
+Aspergillus
I niger 0 Do 3
D 100 14 D1 3
E 28 D2 3
N 0 EO 3
E 70 14 El 3
T MSM+ bap+
Aspergillus 28 E2 3
O nige r+ 0 FO 3
GLUCOSA
S F 100 14 F1 3
28 F2 3
MSM=medio de sales minerales bap= benzo[a]pireno Glucosa al 10% (p/v)

Elaboracion propia.
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Flujograma 1: Metodologia de la investigacion de biodegradacion de benzo[a]pireno

por Aspergillus niger (elaboracion propia).

INFLUENCIA DE LA GLUCOSA EN EL TIEMPO DE
BIODEGRADACION CON DOS CONCENTRACIONES DE
BENZOJ[a]PIRENO POR Aspergillus niger ATCC 6275

l

Preparacion de inoculo y
reactivos

l

Instalacion del experimento

l

Establecimiento
de 6
tratamientos

A B @ D E F
MSM + MSM + MSM +70 MSM +100 MSM +70 MSM +100
mg/L de bap + mg/L de bap + mg/L de bap + mg/L de bap +
10mg/L de 100img/l- de As. niger As. niger As. Niger + As. Niger +
bap bap glucosa glucosa

\\“\‘A/“//

Incubacion a 28°C/170 rpm x 28 dias

\4

Proceso de extraccion del
benzo[a]pireno

A4

[ Concentracion remanente de benzo [a]pireno ]

*bap: benzo[a]pireno. *MSM: medio de sales minerales.

Fuente: elaboracion propia.
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a) Preparacion de inoculo y reactivos

Preparacion del inéculo

La cepa de Aspergillus niger ATCC 6375 se propagd en medio papa
dextrosa agar (PDA) (Anexo 1) y se incubd a una temperatura de 28°C
por 7 dias, Una vez crecidas las colonias, fueron cubiertas con 2 ml de
solucién tween 80 al 0.1% (Anexo 2) para luego frotar con un hisopo
estéril la superficie del hongo, de manera firme y suave. Luego se extrajo
esta suspensioén con una pipeta estéril. La suspension, compuesta por
conidios y fragmentos de hifas se transfirié a tubos Eppendorf estériles y
se dejé que las particulas sedimentaran por gravedad durante 20-30
minutos. El sobrenadante de la suspension fue homogenizado y empleado
en la realizacion de las diferentes pruebas. Se realizo diluciones seriadas
y se procedio con el recuento en la cdmara de Neubauer (Anexo 3) hasta
obtener una suspension de esporas entre 1-5 x 10 esporas /ml la que se
inoculd al medio de sales minerales.

Preparacion Medio de Sales Minerales (MSM)

En un matraz de 1000 ml se prepararon 500 ml de medio de sales minerales a
base de fosfato di basico de potasio, fosfato mono potasico, sulfato de
amonio, cloruro de hierro, cloruro de calcio, sulfato de magnesio y sulfato
ferroso heptahidratado (Anexo 5); se homogeniza y se somete al fuego
hasta la ebullicion para después medir el pH que resulté ligeramente acido
de 5.89. Se distribuyd 20 ml del medio a matraces de 50 ml conteniendo
benzo[a]pireno en concentraciones de 70mg/L y 100mg/L y glucosa al
10% segun el tratamiento correspondiente, finalmente se esterilizo el

medio a 121°C por 15 min.

b) Instalacion del experimento

Para la instalacion del experimento se agregd el indculo de Aspergillus niger

correspondiente a cada tratamiento, se trasladaron los reactores bioldgicos al

laboratorio de Microscopia (C-241), donde se incubaron en la incubadora con

agitacion (IR-300) graduada a 28°C/170 rpm durante 28 dias. Para evitar la
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evaporacion del medio se coloco tapones de algodon, gaza, papel aluminio y papel

craft para cubrir la boquilla del matraz y se asegurd con pabilo (Figura 16).

Figura 16: Tapones de algodon, gaza, papel aluminio y papel craft (elaboracion

propia).
c) Proceso de extraccion del benzo[a]pireno

Se tomaron 6 matraces Ao,Bo,Co,Do,Eo y Fo para la primera evaluacion que
consistio en la extraccion, concentracion y resuspencion de la muestra el dia 0,
después de 14 dias se volvieron a tomar 6 matraces A1,B1,C1,D1,E1 ¥ Fy,
finalmente a los 28 dias se tomaron los Gltimos matraces A2,B2,C2,D2,E> y F» para
la evaluacion final, todos las lecturas de los andlisis se realizaron por triplicado.

To=dia0 Ti=dial14 T2=dia 28

e Extraccion liquido- liquido (Adaptado de Yebra et al., 2012, Laboratorio de
Cromatografia y Espectofotometria UNSAAC):

v Se colocaron los matraces en la camara de ultrasonido por 10 min, luego
se le agrego 5 ml de hexano para proceder con la extraccion del
Benzo[a]pireno, una vez mas se pusieron los matraces en el bafio de
ultrasonido por 10 min y se trasvaso el contenido a tubos con tapa rosca;
este procedimiento se realizo dos veces por cada matraz para asegurar la

total extraccién del HPA:s.
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v

v

Se coloco cada tubo en un vortex por 5 min y se centrifugo a 4000 rpm

durante 5 min.

Se separd el sobrenadante en frascos rotulados.

Concentracién de benzo[a]pireno (Adaptado de Yebra, | et al., 2012,

Laboratorio de Cromatografia y Espectofotometria UNSAAC):

v

Se colocaron los frascos al rotabapor a una temperatura de 45 °C y una
rotacion de 20 rpm.

Las muestras se mantuvieron en el rotavapor hasta evaporar
completamente el hexano y obtener el benzo[a]pireno concentrado en la

base del frasco.

Resuspencidon de la muestra (Adaptado de Adaptado de Yebra, I etal., 2012,

Laboratorio de Cromatografia y Espectofotometria UNSAAC):

v

Para la lectura del HPLC se agreg6 Acetonitrilo (MeCN) a los frascos para
resuspender el benzo[a]pireno, la resuspencion también es conocida como

la fase movil.

Se colocaron todos los frascos en la cdmara de ultrasonido por 10 min para
que se homogenice la muestra y se trasvasé la fase mavil a un vial para su
lectura en HPLC. En base al area que nos mostraran los picos del HPLC-
MS se calculard la capacidad de biodegradacion de Aspergillus niger

expresado en porcentaje (Anexo 4).

d) Medicion por HPLC de la concentracion remanente de benzo[a]pireno

Condiciones cromatograficas

Equipo: HPLC Agilent 1200

Columna Cromatogréfica : Eclipse XDB-C18 4.6 x 250mm, 5um
Fase Movil : ACN (100)

Flujo de FM :0.9 mL/ minuto

Longitud de Onda : 290 nm

Detector : DAD

Volumen de Inyeccién: 30
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e Interpretacion de cromatogramas

tr

e g
‘ Banda cromatografica

Aplicacion :

. Pico del soluto

: : no retenido
\

tiempo

Figura 17: Componentes de un cromatograma y parametros mas caracteristicos

para la interpretacion de un cromatograma (Adaptado de Albella et al., 1993).

Tr: Tiempo de retencion, es el tiempo transcurrido desde la inyeccidn hasta la
deteccion del méximo nimero de moléculas de benzo[a]pireno.

Twm: Tiempo muerto, es el tiempo para que la especie no retenida alcance el
detector.

Banda cromatografica: Es el area del pico originado por el espectro de
benzo[a]pireno, la lectura esta en unidades de absorbancia por seccion de la
columna empleada (mAU*sec).

Spectra: Representacion espectral de benzo[a]pireno.

e Conversion del area de benzo[a]pireno en unidades mg/L

Para determinar la biodegradacion del benzo[a]pireno se emple6 la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), por este método se obtuvieron resultados en
unidades de absorbancia por seccion de la columna empleada (mAU*sec) las
cuales se transformaron en mg/L relacionando las cantidades iniciales conocidas

para los tratamientos de 70 y 100 mg/L.
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Para la conversion de las unidades de absorbancia por seccion de la columna
empleada para 70 mg/L se hizo la siguiente relacion:

DADA B, Sig=290.4 Ref=off
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T

BT Area Height Area Width Symmetr} nm
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Figura 18: Cromatograma de 70 mg/L en el dia 0 (elaboracion propia).

*Para 70 mg/L en el dia O se realizaron 3 lecturas:

Area de lectura X Se hace una relacion entre el promedio
en mAU*sec de las lecturas y la concentracion en mg/L.:
3559.5 _
70mg/L= 3566.8mAU*sec
3574.9 3566.8
3565.9
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Para la conversion de las unidades de absorbancia por seccion de la columna

empleada para 100 mg/L se hizo la siguiente relacion:

DAD1 B, Sig=200 4 Ref=oll
mALl ] W
] ¥
] ¥
250
1 |
1 |
|
200 L
1 |}
1 |
1 |
150+ |
- | |
100 [
1 | |
50 B
- L ) ]
1 o | \
1 = | I"-.
'y : . = —
T T T i T
o 4 & B lin i
Spectra
RT AISA Heigh Area mmaTry
. : o
min = EL % E
E.1 2075 2 5.4 235 0.502 201 r
BT Area Height Area Symmetry 'EU'_
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€.16 4071.3 2€1.5 995.3 503 ]
m_-
RT Area Height Arsa Symmecry I:I—:
min mAU*as % LI N i B S B BN S S LA
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Figura 19: Cromatograma de 100 mg/L en el dia O (elaboracion propia).

*Para 100 mg/L en el dia O se realizaron 3 lecturas:

Area de lectura

en mAU*sec X
4075.5
4071.3 4073.6
4074.1

Se hace una relacién entre el promedio
de las lecturas y la concentracion en mg/L.:
100mg/L= 4073.6mAU*sec
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Formula para convertir a mg/L para 70 mg/L:

Ax70mg/L

mg/L= =

Donde:

A: promedio de las areas obtenidas de cada tratamiento cuyo valor inicial
fuera 70mg/L.

X: promedio del area obtenido de 70 mg/L el dia 0.

Foérmula para convertir a mg/L para 100 mg/L.:

Ax100mg/L

mg/L= Z

Donde:

A: promedio de las areas obtenidas de cada tratamiento cuyo valor inicial
fuera 100mg/L.

X: promedio del area obtenido de 100 mg/L el dia O.

Los resultados de los dias 14 y 28 se obtuvieron en relacion a los del dia 0 para ambas
concentraciones (70 mg/L y 100 mg/L).

e) Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico descriptivo se empled el promedio y desviacién
estandar, para el andlisis inferencial sobre los objetivos especificos que son la
determinar la influencia de la glucosa como co-sustrato, identificar el tiempo
optimo del proceso de biodegradacion y determinar la biodegradacion a dos
concentraciones; se utiliz6 ANOVA y Tukey en los casos que corresponda, para
el objetivo general se realiz6 la prueba de comparaciones multiples; el analisis
estadistico se realizo con el software SPSS version 22.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion por HPLC de la concentracién de benzo[a]pireno
En la Tabla 5 se presenta un resumen de los resultados cromatograficos obtenidos
por HPLC de las concentraciones de benzo[a]pireno de los diferentes tratamientos y
tiempos de evaluacion.
Tabla 5: Resultados de los cromatogramas obteniados por HPLC de las

concentraciones de benzo[a]pireno.

CONCENTRACION | TIEMPO N° CONCENTRACION i
URAIELNIENTS TEORICAmgL | enpias | MYBSTRA || gcquras | MAUTseC REAL mg/L X
35595 69.9
0 A0 3 3574.9 70.2 70.0
3565.9 70.0
3576.0 70.2
A 70 14 AL 3 3576.6 70.2 70.1
35695 70.1
29754 58.4
28 A2 3 30111 59.1 58.9
3018.1 59.2
TESTIGO 40755 100.0
0 BO 3 40713 99.9 100.0
T 4074.1 100.0
3885.9 95.4
B 100 14 BL 3 3877.8 95.2 95.2
R 3873.1 95.1
3600.0 88.4
28 B2 3 3598.0 88.3 88.3
A 35953 88.3
2330.1 69.9
T 0 co 3 23328 70.2 70.0
23334 70.0
1696.4 333
A c 70 14 c1 3 1696.1 29.1 31.9
1694.3 333
1532.0 30.1
M — 28 c2 3 15303 30.0 30.0
+AspergiIIE 1530.3 300
oniger 5505.9 100.0
I 0 DO 3 5503.4 99.9 100.0
5493.6 100.0
28873 70.9
E D 100 14 D1 3 2884.5 70.8 70.8
2885.7 70.8
2256.6 55.4
N 28 D2 3 22556 55.4 55.4
2257.0 55.4
2539.9 69.9
T 0 EO 3 2551.7 70.2 70.0
2548.6 70.0
885.6 174
O E 70 14 E1 3 885.4 174 17.4
885.1 174
S 263.4 5.2
MSM+ 28 E2 3 262.9 52 5.2
bap+
Aspergillus 2627 5.2
niger 47488 100.0
GLUCOSA 0 FO 3 47516 99.9 100.0
47517 100.0
2586.9 635
F 100 14 F1 3 25908 63.6 63.6
25908 63.6
9355 23.0
28 F2 3 930.1 228 22.8
926.4 22.7
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La Tabla 5 ademéas de mostrar los resultados obtenidos por HPLC de los
cromatogramas que estan en unidades de absorbancia por seccion de la columna
empleada (mAU*sec), también muestra las conversiones de todos los datos a mg/L y
los promedios de las 3 lecturas de cada muestra a los 0, 14 y 28 dias de evaluacion.
A continuacion los cromatogramas resultado del analisis por HPLC de la
concentracion de Benzo[a]pireno de los diferentes tratamientos a los 0, 14 y 28 dias
de experimentacion.

En el dia 0 los tratamientos A, C y E tuvieron una misma concentracion inicial de
benzo[a]pireno que fue de 70 mg/L, la cual se midi6 por HPLC obteniendo el
siguiente resultado cromatogréfico Figura 20.

DADY B, SaguTE0 4 Relvoll
mall = :._'|.
4 |
200+ |
] Ik
1 |
150
I |
] {
100
E I |
1 |
50 -1 { |
- 1
] .
0= = = = —— a L S e
T T T v T
o 2 4 L] B lid i
AT RESA Height REBA Wige By Ty Spectra
= T My L1 [ FY L] SRR Nmn__
1 259.8 22 10 24 54 0] rm'
AT Arsa Height Arsa Widch Symmatr W': I
min mAU*asc mA 5 min w:Lv | ﬁ
€.16 3574, 223.3 227 3.501 || 204
RT Area Heighe Area Wideh Syrmacry 0] - -
T & i 300 400 500
min mAU* s =R k min st
6.1 &5 244.1 100.0 0.210 4

Figura 20: Cromatograma de 70 mg/L como concentracion inicial de benzo[a]pireno
(dia O de los tratamientos A, C y E).

En las Figuras 21, 22 y 23 se presentan cromatogramas del dia 14 y dia 28 de tres

tratamientos A, C y E; los que tuvieron una concentracion inicial de 70 mg/L de
benzo[a]pireno.
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Tratamiento A

Dia 14

Dia 28
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Figura 21: Cromatogramas del tratamiento A del dia 14 y dia 28.
Tratamiento C
Dia 14 Dia 28
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Figura 22: Cromatogramas del tratamiento C del dia 14 y dia 28.
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Tratamiento E

Dia 14 Dia 28

230
6002

~2890

Figura 23: Cromatogramas del tratamiento E del dia 14 y dia 28.

Los resultados presentes en los cromatogramas estan en unidades de absorbancia por
seccion de la columna empleada (mAU*sec), en la Tabla 6 se observa el promedio de
las 3 lecturas de los tratamientos A, C y E transformados a mg/L, los que iniciaron con

una concentracion inicial de 70mg/L de benzo[a]pireno.

Tabla 6: Promedios de los resultados cromatograficos transformados en unidades de
mg/L de los tratamientoa A, Cy E de los 0, 14 y 28 dias.

Tiempo en Concentracion de benzo[a]pireno en mg/L

_ Dias
Tratamientos 0 14 8
A 70 70.1 58.9
C 70 31.9 30.0
E 70 174 5.2

La Figura 24 ilustra de mejor manera los resultados de las concentraciones de

benzo[a]pireno en mg/L de los tratamientos A, C y E de los dias 0, 14 y 28.
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A: Testigo de 70 mg/L.
C: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger .
E: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA.

Figura 24: Promedios de los resultados cromatograficos transformados en unidades de
mg/L de los tratamientos A, C y E de los 0, 14 y 28 dias.

En la Figura 24 se observa claramente la biodegradacion de benzo[a]pireno desde el dia
0 que inicio la experimentacion hasta en dia 28 que culmind. El tratamiento A (Testigo
bap 70 mg/L) present6 una disminucion de la concentracién inicial de 11.1 mg/L, esto
pudo deberse a muchas causas no relacionadas con la biodegradacién del benzo[a]pireno
como es la volatilizacién o la adhesion del hidrocarburo a las paredes del matraz donde
se llevo acabo la experimentacion. En el tratamiento C (MSM+ bap 70 mg/L
+Aspergillus niger) se observo que a los 14 dias Aspergillus niger biodegrado6 38.1 mg/L
de benzo[a]pireno, poco mas de mitad de la concentracion inicial; pero 14 dias después
(28 dias) la biodegradacion mengu6 a solo 1.9 mg/L. En el tratamiento E (MSM+ bap 70
mg/L +Aspergillus niger + GLUCOSA) a los 14 dias Aspergillus niger biodegradd 52.6
mg/L y a los 28 dias 12.2 mg/L lo que muestra que la biodegradacion continué a
diferencia del tratamiento C, esto debido a la adicion de glucosa en el tratamiento E que
al ser una fuente de carbono mas facil de biodegradar y emplear para el crecimiento fue

la primera en ser asimilada por Aspergillus niger, el experimentar un crecimiento
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microbiano generd una mayor demanda de fuentes de carbono biodegradandose asi en
mayor cantidad el benzo[a]pireno en este tratamiento.

De la misma forma en el dia O los tratamientos B, D y F tuvieron una misma

concentracion inicial de benzo[a]pireno que fue de 100 mg/L, la cual se midi6 por HPLC
obteniendo el siguiente resultado cromatografico Figura 25.

DAD1 B, Sig=20 4 Rief=off
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Figura 25: Cromatograma de 100 mg/L como concentracion inicial de benzo[a]pireno
(dia 0 de los tratamientos B, D y F).

En las Figuras 26, 27 y 28 se presentan cromatogramas del dia 14 y dia 28 de tres

tratamientos B, D y F; los que tuvieron una concentracion inicial de 100 mg/L de
benzo[a]pireno.
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Figura 26: Cromatogramas del tratamiento B del dia 14 y dia 28.
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Figura 27: Cromatogramas del tratamiento D del dia 14 y dia 28.
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Tratamiento F

Dia 14 Dia 28

5087

Figura 28: Cromatogramas del tratamiento F del dia 14 y dia 28.

Los resultados presentes en los cromatogramas estan en unidades de absorbancia por
seccion de la columna empleada (mAU*sec), en la Tabla 7 se observa el promedio de
las 3 lecturas de los tratamientos B, D y F transformados a mg/L, los que iniciaron con

una concentracion inicial de 100mg/L de benzo[a]pireno.

Tabla 7: Promedios de los resultados cromatograficos transformados en unidades de
mg/L de los tratamientoa B, D y F de los 0, 14 y 28 dias.

Concentracion de benzo[a]pireno en mg/L

Tiempo

Tratamientos 0 14 28
B 100 95.2 88.3
D 100 70.8 55.4
F 100 63.6 22.8

La Figura 29 ilustra de mejor manera los resultados de las concentraciones de
benzo[a]pireno en mg/L de los tratamientos B, D y F de los dias 0, 14 y 28.
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B: Testigo de 100 mg/L.
D: MSM+ bap 100 mg/L. +Aspergillus niger.
F: MSM+ bap 100 mg/L.+Aspergillus niger+ GLUCOSA.

Figura 29: Promedios de los resultados cromatograficos transformados en unidades de
mg/L de los tratamientoa B, D y F de los 0, 14 y 28 dias.

En la Figura 29 se observa claramente la biodegradacion de benzo[a]pireno desde el
dia 0 que inicio la experimentacion hasta en dia 28 que culminé. El tratamiento B
(Testigo bap 100 mg/L) a los 14 dias presenté una disminucion de la concentracion
inicial de 4,8 mg/L y a los 28 dias de 11.7mg/L, esto pudo deberse a muchas causas
no relacionadas con la biodegradacién del benzo[a]pireno como es la volatilizacion
0 la adhesion del hidrocarburo a las paredes del matraz donde se llevo acabo la
experimentacion. En el tratamiento D (MSM+ bap 100 mg/L +Aspergillus niger) se
observo que a los 14 dias Aspergillus niger biodegrad6 29.2 mg/L de benzo[a]pireno
y 14 dias después (28 dias) la biodegradacion mengu6 a 15.4 mg/L. En el tratamiento
F (MSM+ bap 100 mg/L +Aspergillus niger + GLUCOSA) a los 14 dias Aspergillus
niger biodegradé 36.4 mg/L y a los 28 dias 40.8 mg/L lo que muestra que la
biodegradacion continué en mayor grado que la del tratamiento D, esto debido a la
adicion de glucosa en el tratamiento F que al ser una fuente de carbono mas facil de
biodegradar y emplear para el crecimiento fue la primera en ser asimilada por

Aspergillus niger, el experimentar un crecimiento microbiano generé una mayor
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demanda de fuentes de carbono biodegradandose asi en mayor cantidad el

benzo[a]pireno en este tratamiento.

En la actualidad se han sumado esfuerzos en encontrar microorganismos gque sean
capaces de tolerar y degradar a los HAPs con fines de saneamiento ambiental. Segun
Cerniglia (1992), la tasa de degradacion microbiana de HAPs es inversamente
proporcional al nimero de anillos aromaticos en la molécula, por lo que los HAPs de
bajo peso molecular son degradados mas rapidamente que los de mayor peso
molecular. En el caso de los hongos, se ha reportado ampliamente la degradacion de
acenafteno, antraceno, benzo[a]antraceno, DBT, fenantreno, fluoranteno, naftaleno,
pireno y benzopireno. Es por eso que en la presente tesis se trabaja con Aspergillus

niger como agente biodegradador de benzo[a]pireno.

3.2. Determinacion de la influencia de la glucosa como co-sustrato en la

biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275

Para determinar la influencia de la glucosa al 10% como co-sustrato (variable
independiente - causa) en la biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger
ATCC 6275 se calculdé y compar6 la media de las concentraciones remanentes de
benzo[a]pireno de los tratamientos a los 14 y 28 dias por separado debido a que en el
dia 0 todos los tratamientos empezaron con la misma concentracion inicial por lo que
no existio diferencia entre las medias, en la Tabla 8 y Tabla 9 se muestran las medias

de los tratamientos a los 14 y 28 dias respectivamente.
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Tabla 8: Valores de las Medias de las concentraciones remanentes de benzo[a]pireno

de los tratamientos a los 14 dias.

TRATAMIENTOS

TIEMPO EN
DIAS

INE
LECTURAS

CONCENTRACION EN

mg/L

MEDIA

A

14

70.2

70.2

70.1

14

95.4

95.2

95.1

82.7

14

33.3

29.1

33.3

14

70.9

70.8

70.8

51.4

14

17.4

17.4

17.4

14

63.5

63.6

63.6

40.5

Tabla 9: Valores de las Medias de las concentraciones remanentes de benzo[a]pireno

de los tratamientos a los 28 dias.

TRATAMIENTOS

TIEMPO EN
DIAS

NO
LECTURAS

CONCENTRACION EN

mg/L

MEDIA

A

28

58.4

59.1

59.2

28

88.4

88.3

88.3

73.6

28

30.1

30.0

30.0

28

55.4

55.4

55.4

42.7

28

5.2

5.2

5.2

28

23.0

22.8

22.7

14.0

La Tabla 10 muestra las comparaciones entre las medias de los tratamientos Testigo,

MSM+ bap +Aspergillus niger y MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el

dia 14.
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Tabla 10: Comparacion entre tratamientos testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 14.

Tratamientos N Media Des'vl_acmn Minimo | Maximo
tipica

Testigo 6 82,7 13,7 70,10 95,40

MSM+ bap

+Aspergillus 6 51,4 29,10 70,90
niger 21,4

MSM+ bap+

Aspergillus 6 40,5 253 1740 | 63,60
niger+

GLUCOSA
Total 18 58,2 26,8 17,40 95,40

N: nimero de muestras.

En la Tabla 10 se puede apreciar que Aspergillus niger biodegradd en mayor
cantidad  benzo[a]pireno en los tratamientos que tienen glucosa como co-sustrato,
esto se refleja de mejor manera en la Figura 30.

90 82.7

D
o

= 51.4
£
c 50 40.5
(]
% 40
[J]
€ 30

20

10

0

Testigo MSM+ bap +Aspergillus MSM+ bap+ Aspergillus
niger niger+ GLUCOSA

Tratamientos

Figura 30: Comparacion entre tratamientos Testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 14.

Para reconfirmar el resultado obtenido hecha por comparacion, se emplea la prueba
ANOVA de un factor Tabla 11.
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Tabla 11: Prueba ANOVA de un factor entre tratamientos Testigo, MSM+ bap
+Aspergillus niger y MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 14.

Suma de Media .
ANOVA cuadrados gl cuadrética F SIg.
Inter-grupos | 5764,943 2 2882,472 6,729 ,008
Intra-grupos | 6425,082 15 428,339
Total 12190,025 17

Con un valor de F = 6,729 y una diferencia de Sig = 0,008 < 0,05 se puede interpretar
que existe una diferencia significativa entre la biodegracion del benzo[a]pireno de los
tratamientos que tienen glucosa frente a los tratamientos que no tienen glucosa.

Al existir una diferencia significativa se prosiguioé con la prueba de Tukey al 95% de

confianza para identificar entre cual de los tratamientos existe esa diferencia Tabla 12.

Tabla 12: Prueba Tukey para los tratamientos testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 14.

TRATAMIENTOS | TRATAMIENTOS J DIFE(T_E;\ICIA Sig
Testi MSM-+bap+Aspergillus niger 31,33333* ,048
estigo

g MSM+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA 42,21667* ,008
. . Testigo -31,33333* | ,048

MSM-+bap+Aspergillus niger - -
MSM+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA 10,88333 ,642
MSM-+bap+Aspergillus Testigo -42,21667* | ,008
niger+GLUCOSA MSM-+bap+Aspergillus niger -10,88333 | ,642

*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Segln las comparaciones multiples realizadas del dia 14 por la prueba de Tukey se
observa una diferencia significativa en la biodegradacion del benzo[a]pireno entre los
tratamientos Testigo frente a MSM-+bap+Aspergillus niger y MSM+bap+Aspergillus
niger+GLUCOSA, sin embargo, no se presenta diferencia significativa en la
biodegradacion  entre  los tratamientos = MSM-+bap+Aspergillus  niger vy
MSM-+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA.
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Tabla 13: Comparacion entre tratamientos Testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 28.

Tratamientos N Media DesylgC|on Minimo | Maximo
tipica

Testigo 6 73,6 16,1 58,40 88,40

MSM+ bap

+Aspergillus 6 42,7 13,9 30,00 55,40
niger

MSM+ bap+

Aspergillus 6 14,0 9,7 5,20 23,00
niger+

GLUCOSA
Total 18 43,5 28,1 5,20 88,40

N: nimero de muestras.

En la Tabla 13 se puede apreciar que los tratamientos que tienen glucosa como co-
sustrato presentan una mayor biodegradacion del benzo[a]pireno que los otros

tratamientos, esto se refleja de mejor manera en la Figura 31.
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Figura 31: Comparacion entre tratamientos Testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 28.

Para reconfirmar el resultado obtenido hecha por comparacion se emplea la prueba
ANOVA de un factor Tabla 14.
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Tabla 14: Prueba ANOVA de un factor entre tratamientos testigo, MSM+ bap
+Aspergillus niger y MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 28.

Suma de Media )
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter- 1 10661320 2 5330660 | 29273 | .000
grupos
Intra- 2731525 15 182,102
grupos
Total | 13392845 | 17

Con un valor de F = 29,273 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede interpretar
que existe una diferencia significativa entre la biodegracion del benzo[a]pireno de los
tratamientos que tienen glucosa frente a los tratamientos que no tienen glucosa.

Al existir una diferencia significativa se prosiguio con la prueba de Tukey al 95% de

confianza para identificar entre cuél de los tratamientos existe esa diferencia Tabla 15.

Tabla 15: Prueba Tukey para los tratamientos testigo, MSM+ bap +Aspergillus niger y
MSM+ bap+ Aspergillus niger+ GLUCOSA en el dia 28.

TRATAMIENTOS | TRATAMIENTOS J DIFE(ITE;\ICIA Sig
Testi MSM-+bap+Aspergillus niger 30,90000* ,003
estigo

g MSM-+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA 59,60000* ,000
) ) Testigo -30,90000* |,003

MSM+bap+Aspergillus niger - -
MSM-+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA 28,70000* ,006
MSM-+bap+Aspergillus Testigo -59,60000* | ,000
niger+GLUCOSA MSM-+bap+Aspergillus niger -28,70000* | ,006

*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Segun las comparaciones multiples realizadas del dia 28 por la prueba de Tukey se
observan diferencias significativas entre todos los tratamientos (Testigo,
MSM-+bap+Aspergillus niger y MSM+bap+Aspergillus niger+GLUCOSA).

Observando los resultados obtenidos con los andlisis estadisticos apreciamos una
clara influencia de la glucosa como so-sustrato en la biodegradacién en el dia 28 y
no asi en el dia 14, interpretandose asi que los tratamientos que presentan co-sustrato

biodegradaron de mejor manera a benzo[a]pireno.
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3.3. Identificacion del

benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275

tiempo 6ptimo del

proceso de biodegradacion del

Para poder identificar el tiempo optimo del proceso de biodegradacion del

benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 en los diferentes tratamientos se

hizo una comparacion de datos de las medias de las concentraciones remanentes de

benzo[a]pireno de cada tratamiento por separado en relacién al tiempo de

experimentacién, también se empled la prueba ANOVA de un factor seguida por la

prueba de Tukey.

En la Tabla 16 se presentan los valores de las medias de los tratamientos que tuvieron

una concentracion inicial de 70 mg/L en relacion al tiempo de experimentacion.

Tabla 16: Valores de las medias de las concentraciones de benzo[a]pireno de los

tratamientos que tuvieron una concentracion inicial de 70 mg/L a los 0, 14 y 28 dias.

TRATAMIENTOS

TIEMPO EN
DIAS

NO
LECTURAS

CONCENTRACION EN

mg/L

MEDIA

69.9

70.2

70.0

70.0

14

70.2

70.2

70.1

28

58.4

59.1

59.2

58.9

69.9

70.2

70.0

70.0

14

33.3

29.1

33.3

31.9

28

30.1

30.0

30.0

30.0

69.9

70.2

70.0

70.0

14

17.4

17.4

17.4

28

5.2

5.2

5.2

5.2
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Con los valores de las medias de los tratamientos se hizo una comparacion frente al

tiempo de evaluacion, tenemos asi la Tabla 17 en la cual se observa la comparacion del

tratamiento A (Testigo) a los 0, 14 y 28 dias.

Tabla 17: Tiempo de evaluacion frente a la concentracion de benzo[a]pireno en el

tratamiento A (Testigo).

Tlem,po N Media Des,vlgcmn Minimo | Méaximo
en dias tipica
0 3 70,0 ,15275 69,90 70,20
14 3 70,1 ,05774 70,10 70,20
28 3 58,9 43589 58,40 59,20
Total 9 664 | 560513 | 5840 | 7020

N: nimero de muestras.

Segun la Tabla 17 se puede apreciar que el tratamiento A Testigo de 70mg/L se mantuvo

con esa concentracion hasta el dia 14, sin embargo, en el dia 28 se observd una

disminucién aproximada de 12mg/L como se puede apreciar en el Figura 32.
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Figura 32: Tiempo de evaluacion frente a la concentracion de benzo[a]pireno en el

tratamiento A (Testigo).
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En el tratamiento A (Testigo) no se puede hablar de una biodegradacion puesto que este
no presenta el agente biodegradador que es Aspergillus niger, pero aun asi existe una
diferencia entre los valores de la concentracion de benzo[a]pireno en los tiempos de
evaluacion (0, 14 y 28 dias). Para saber si esta diferencia es estadisticamente

significativa se empled la prueba de ANOVA de un factor Tabla 18.

Tabla 18: Prueba de ANOVA de un factor para identificar la existencia de una diferencia
significativa de la concentracion de benzo[a]pireno del tratamiento A (Testigo) frente al

tiempo de evaluacion.

Suma de Media )
ANOVA cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter- 250,907 2 125453  [1737.046| 000
grupos
Intra- 433 6 072
grupos
Total 251,340 8

Con un valor de F =1737,046 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede interpretar
que existe una diferencia entre las concentraciones segun los tiempos de evaluacién de
la biodegracion de benzo[a]pireno.

Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza
para identificar entre cuél de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 19.
Tabla 19: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe

una diferencia significativa en el tratamiento A (Testigo).

Q) J) Diferencia de Sig.
Tiempo Tiempo medias (I-J)
14 -,13333 821
0 28 11,13333" ,000
0 ,13333 821
14 28 11,26667" ,000
0 -11,13333" ,000
28 14 -11,26667" ,000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de

evaluacion, sefialados con los asteriscos, existente entre los resultados de los dias 0 y 14
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frente al dia 28 en el cual se observa una ligera disminucion de la concentracion inicial
de 70mg/L, esto podria deberse a una volatilizacion o adhesion del hidrocarburo a las
paredes a las zonas proximas de la boquilla del matraz causada por la agitacion sometida
a estos reactores bioldgicos, imposibilitando asi su total extraccion por el hexano ya que

este se fue al fondo del matraz.

Continuando con los tratamientos que tuvieron una concentracién inicial de 70 mg/L de
benzo[a]pireno tenemos la Tabla 20 donde se identifico el tiempo 6ptimo de
biodegradacion del tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger).

Tabla 20: Tiempo oOptimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el

tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger).

T'e”lpo N Media Desy|§1C|on Minimo | Maximo
en dias tipica
0 3 70,0 0,2 69,9 70,2
14 3 31,9 2,4 29,1 33,3
28 3 30,0 0,1 30,0 30,1
Total 9 43,9 19,6 29,1 70,2

N: nimero de muestras.

En la Tabla 20 se puede apreciar que en el tratamiento C (MSM+ bap
70mg/L+Aspergillus niger) existio una disminucion de mas de mitad de la concentracion
inicial en el dia 14, sin embargo, en el dia 28 se observd una disminucion casi

imperceptible de 1,9 mg/L como se puede apreciar en el Figura 33.
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Figura 33: Tiempo Optimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el

tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger).
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Para comprobar lo obtenido en la comparacion se empleo la prueba de ANOVA de un
factor Tabla 21.

Tabla 21: Prueba de ANOVA de un factor para identificar el tiempo éptimo del proceso
de biodegradacién del benzo[a]pireno en el tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L

+Aspergillus niger).

Suma de Media .
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter- 3057.636 2 1528,818 | 776.488 | 000
grupos
Intra- 11,813 6 1,969
grupos
Total 3069,449 8

Con un valor de F = 776,488 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede interpretar
que existe una diferencia entre las concentraciones segun los tiempos de evaluacion de
la biodegracion de benzo[a]pireno.

Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza

para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 22.

Tabla 22: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacién existe

una diferencia significativa en el tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L+Aspergillus niger).

) J) Diferencia de | Sig.

Tiempo Tiempo | medias (1-J)

0 14 38,13333" ,000
28 40,00000 ,000

14 0 -38,13333" ,000
28 1,86667 ;305

28 0 -40,00000" ,000
14 -1,86667 ,305

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de
evaluacion, sefialados con los asteriscos, existentes entre los resultados del dia O frente a
los dias 14 y 28 en los cuales se observa una gran disminucion frente a la concentracion

inicial del benzo[a]pireno, sin embargo, no se observa una diferencia significativa de la
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concentracion entre las evaluaciones de los dias 14 y 28 ya que la disminucion fue casi

imperceptible.

Segun las pruebas estadisticas empleadas para la identificacion del tiempo optimo del
proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 en el
tratamiento C, podemos sefialar que el tiempo éptimo fue el dia 14 de experimentacion
donde se observo 54,4 % de biodegradacidn de la concentracion inicial de benzo[a]pireno
y 14 dias después este porcentaje subié a solo 57,1% indicando los datos que hubo una

biodegradacién mas lenta 0 menos eficaz.

Continuando con los tratamientos que tuvieron una concentracién inicial de 70 mg/L de
benzo[a]pireno tenemos la Tabla 23 donde se identifico el tiempo Optimo de
biodegradacion del tratamiento C (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA).

Tabla 23: Tiempo 6ptimo del proceso de biodegradacién del benzo[a]pireno en el
tratamiento E (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA).

Tlem,po N Media Desy|§C|on Minimo | Maximo
en dias tipica
0 3 70,0 ,15275 69,90 70,20
14 3 17,4 0,00000 17,40 17,40
28 3 5,2 0,00000 5,20 5,20
Total 9 30,9 29,83814 5,20 70,20

N: nimero de muestras.

Segun la Tabla 23 se puede apreciar que el tratamiento MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus
niger+ GLUCOSA disminuy6 drasticamente en el dia 14, en el dia 28 se observo una
disminucion menor que los primeros 14 dias, sin embargo, la biodegradacion de
benzo[a]pireno se dio casi en su totalidad en este tratamiento como se puede apreciar en
el Figura 34.
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Figura 34: Tiempo 6ptimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el
tratamiento E (MSM+ bap 70mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA).

Para comprobar lo obtenido en la comparacion se empled la prueba de ANOVA de un
factor Tabla 24.

Tabla 24: Prueba de ANOVA de un factor para identificar el tiempo éptimo del proceso
de biodegradacion del benzo[a]pireno en el tratamiento E (MSM+ bap 70mg/L
+Aspergillus niger + GLUCOSA).

Suma de Media ]
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-

7122,469 2 3561,234 | 457873,000| ,000
grupos
Intra- 047 6 008
grupos
Total 7122516 8

Con un valor de F = 457873,000 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede
interpretar que existe una diferencia significativa entre las concentraciones seguin los
tiempos de evaluacion de la biodegracion de benzo[a]pireno.

Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza

para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 25.
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Tabla 25: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe
una diferencia significativa en el tratamiento E (MSM+ bap 70mg/L + Aspergillus niger
+ GLUCOSA).

m J) leerenlea Error .

. . de medias . Sig.
Tiempo Tiempo (1-3) tipico

0 14 52,63333" ,07201 ,000
28 64,83333" ,07201 ,000
14 0 -52,63333: ,07201 ,000
28 12,20000 ,07201 ,000
28 0 -64,83333" ,07201 ,000
14 -12,20000" ,07201 ,000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de
evaluacion, sefialados con los asteriscos, existentes entre todos los resultados de la
concentracion de benzo[a]pireno, lo que indica que existio una biodegradacion

significativa del dia O hasta el dia 28 de experimentacion.

Segun las pruebas estadisticas empleadas para la identificacion del tiempo optimo del
proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 en el
tratamiento E, podemos sefialar que el tiempo 6ptimo fue el dia 28 de experimentacion
donde se observo que la biodegradacion fue del 92,6% de la concentracion inicial de
benzo[a]pireno, lo que indica que la biodegradacion continud después de los14 dias
donde fue solo de 75,1%.

En la Tabla 26 se presentan los valores de las medias de los tratamientos que tuvieron

una concentracion inicial de 100 mg/L en relacion al tiempo de experimentacion.
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Tabla 26: Valores de las medias de las concentraciones de benzo[a]pireno de los

tratamientos que tuvieron una concentracion inicial de 100 mg/L a los 0, 14 y 28 dias.

TIEMPO EN N° CONCENTRACION
TRATAMIENTOS DIAS LECTURAS EN mg/L MEDIA

100.0
0 3 99.9 100.0
100.0
95.4
B 14 3 95.2 95.2
95.1
88.4
28 3 88.3 88.3
88.3
100.0
0 3 99.9 100.0
100.0
70.9
D 14 3 70.8 70.8
70.8
55.4
28 3 55.4 55.4
55.4
100.0
0 3 99.9 100.0
100.0
63.5
F 14 3 63.6 63.6
63.6
23.0
28 3 22.8 22.8
22.7

Con los valores de las medias de los tratamientos se hizo una comparacion frente al
tiempo de evaluacién, tenemos asi la Tabla 27 en la cual se observa la comparacion del

tratamiento A (Testigo) a los 0, 14 y 28 dias.

Tabla 27: Tiempo de evaluacion frente a la concentracion de benzo[a]pireno en el

tratamiento B (Testigo).

T'e”lpo N Media Des,vlguon Minimo | Maximo
en dias tipica
0 3 100 ,05774 99,90 100,00
14 3 95,2 ,15275 95,10 95,40
28 3 88,3 ,05774 88,30 88,40
Total 9 94,5111 5,06716 88,30 100,00

N: nimero de muestras.
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Segun la Tabla 27 se puede apreciar que el tratamiento B Testigo de 100mg/L disminuyo

levemente hasta el dia 14, al igual que en el dia 28 que en total se observo una

disminucién aproximada de 11.7 mg/L como se puede apreciar en el Figura 35.
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Figura 35: Tiempo de evaluacion frente a la concentracion de benzo[a]pireno en el

tratamiento B (Testigo).

Para comprobar lo obtenido en la comparacion se emple6 la prueba de ANOVA de un

factor Tabla 28.

Tabla 28: Prueba de ANOVA de un factor para identificar la existencia de una diferencia

significativa de la concentracion de benzo[a]pireno del tratamiento B (Testigo) frente al

tiempo de evaluacion.

Suma de Media .
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter- 205,349 2 102,674 |10267.444| 000
grupos
Intra- 060 6 010
grupos
Total 205,409 8

A pesar de que numéricamente los valores no estdn muy alejados el uno del otro con un

valor de F = 10267,444 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede interpretar que
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existe una diferencia entre las concentraciones segun los tiempos de evaluacion de la
biodegracion de benzo[a]pireno.
Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza

para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 29.

Tabla 29: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe

una diferencia significativa en el tratamiento B (Testigo).

m J) Diferencia de Sig
Tiempo Tiempo medias (1-J) '
0 14 4,73333" ,000
28 11,63333" ,000
14 0 -4,73333: ,000
28 6,90000 ,000
28 0 -11,6333?1* ,000
14 -6,90000 ,000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de
evaluacion, sefialados con los asteriscos, existente entre todos los resultados de los dias
0, 14 y 28 dias en los cuales se observa una ligera disminucion de la concentracion inicial
de 100mg/L, esto podria deberse a una volatilizacion o adhesion del hidrocarburo a las
paredes a las zonas proximas de la boquilla del matraz causada por la agitacion sometida
a estos reactores bioldgicos, imposibilitando asi su total extraccion por el hexano ya que

este se fue al fondo del matraz.

Continuando con los tratamientos que tuvieron una concentracion inicial de 100 mg/L de
benzo[a]pireno tenemos la Tabla 30 donde se identifico el tiempo Optimo de

biodegradacion del tratamiento D (MSM+ bap 100 mg/L +Aspergillus niger).

Tabla 30: Tiempo Optimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el

tratamiento D (MSM+ bap 100mg/L +Aspergillus niger).

Tlempo N Media Des,vl_auon Minimo | Maximo
en dias tipica
0 3 100 ,05774 99,90 100,00
14 3 70,8 ,05774 70,80 70,90
28 3 55,4 0,00000 55,40 55,40
Total 9 75,4000 | 19,59955 55,40 100,00

N: nimero de muestras.
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En la Tabla 30 se puede apreciar que en el tratamiento C (MSM+ bap
70mg/L+Aspergillus niger) existié una disminucion de mas de mitad de la concentracion
inicial en el dia 14, sin embargo, en el dia 28 se observé una disminucion casi

imperceptible de 1,9 mg/L como se puede apreciar en el Figura 36.
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Figura 36: Tiempo 6éptimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el
tratamiento D (MSM+ bap 100mg/L +Aspergillus niger).

Para comprobar lo obtenido en la comparacién se emple6 la prueba de ANOVA de un
factor Tabla 31.

Tabla 31: Prueba de ANOVA de un factor para identificar el tiempo 6ptimo del proceso
de biodegradacion del benzo[a]pireno en el tratamiento D (MSM+ bap 100mg/L
+Aspergillus niger).

Suma de Media )
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-

3073,127 2 1536,563 691453,500 | ,000
grupos
Intra- 013 6 002
grupos
Total 3073,140 8
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Con un valor de F = 691453,500 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede
interpretar que existe una diferencia entre las concentraciones segun los tiempos de
evaluacion de la biodegracion de benzo[a]pireno.

Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza

para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 32.

Tabla 32: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe
una diferencia significativa en el tratamiento D (MSM+ bap 100mg/L+Aspergillus

niger).
) J) Diferencia de Sig
Tiempo | Tiempo medias (1-J) '
0 14 29,13333" ,000
28 44,56667" ,000
14 0 -29,13333: ,000
28 15,43333 ,000
08 0 -44,56667: ,000
14 -15,43333 ,000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de
evaluacion, sefialados con los asteriscos, existentes entre todos los resultados del dia 0

,14 y 28 en los cuales se observa una gran disminucién considerable del benzo[a]pireno.

Segun las pruebas estadisticas empleadas para la identificacion del tiempo 6ptimo del
proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 en el
tratamiento E, podemos sefialar que el tiempo optimo fue el dia 28 de experimentacion
donde se observo que la biodegradacion fue del 44,6% de la concentracion inicial de
benzo[a]pireno mientas que el dia 14 solo llego a un 29,2%.

Continuando con los tratamientos que tuvieron una concentracion inicial de 100 mg/L de
benzo[a]pireno tenemos la Tabla 33 donde se identifico el tiempo O6ptimo de

biodegradacion del tratamiento D (MSM+ bap 100 mg/L +Aspergillus niger).
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Tabla 33: Tiempo oOptimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el
tratamiento F (MSM+ bap 100mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA).

T'e””!po N Media Des,vlguon Minimo | Maximo
en dias tipica
0 3 100 ,05774 99,90 100,00
14 3 63,6 ,05774 63,50 63,60
28 3 22,8 ,15275 22,70 23,00
Total 9 62,1 33,41739 22,70 100,00

N: nimero de muestras.

Segln la Tabla 33 se puede apreciar que el tratamiento MSM+ bap 100 mg/L
+Aspergillus niger+ GLUCOSA en la concentracion inicial de 100mg/L disminuyd
concentraciones similares en el dia 14 y en el dia 28 como se puede apreciar en el Figura
37.

Tratamiento F
120
100 100
< 80
%)
IS
& 60 63.6
% =@==concenracion de
o .
S a0 benzo[a]pireno
20 22.8
0
0 14 28
Dias

Figura 37: Tiempo 6ptimo del proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno en el
tratamiento F (MSM+ bap 100mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA).

Para comprobar lo obtenido en la comparacion se empled la prueba de ANOVA de un
factor Tabla 34.
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Tabla 34: Prueba de ANOVA de un factor para identificar el tiempo optimo del proceso

de biodegradacion del benzo[a]pireno en el tratamiento F (MSM+ bap 100mg/L
+Aspergillus niger + GLUCOSA).

Suma de Media )
ANOVA cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-

8933,716 2 4466,858 446685,778 | ,000
grupos
Intra- 060 6 010
grupos
Total 8933,776 8

Con un valor de F = 446685,778 y una diferencia de Sig = 0,000 < 0,05 se puede
interpretar que existe una diferencia significativa entre las concentraciones seguin los
tiempos de evaluacion de la biodegracion de benzo[a]pireno.

Al existir una diferencia significativa se empled la prueba de Tukey al 95% de confianza

para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe esa diferencia Tabla 35.

Tabla 35: Prueba Tukey para identificar entre cual de los tiempos de evaluacion existe
una diferencia significativa en el tratamiento F (MSM+ bap 100mg/L + Aspergillus niger
+ GLUCOSA).

) J) Diferencia de Sig
Tiempo | Tiempo medias (1-J) '
14 36,40000" ,000
0 28 77,13333" ,000
14 0 -36,40000** ,000
28 40,73333 ,000
)8 0 -77,13333: ,000
14 -40,73333 ,000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Por la prueba de Tukey se demuestra la diferencia significativa entre los tiempos de
evaluacion, sefialados con los asteriscos, existentes entre todos los resultados de la

concentracion de benzo[a]pireno, lo que indica que existio una biodegradacion
significativa del dia 0 hasta el dia 28 de experimentacion.
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Segun las pruebas estadisticas empleadas para la identificacion del tiempo Optimo del
proceso de biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 en el
tratamiento C, podemos sefialar que el tiempo éptimo fue el dia 28 de experimentacion
donde se observO un 77,2 % de biodegradacion de la concentracion inicial de

benzo[a]pireno mientras que en el dia 14 solo se biodegrado el 36,4%.

3.4. Determinacion de la biodegradacion del benzo[a]pireno con dos

concentraciones iniciales

Para determinar la biodegradacion del benzo[a]pireno con dos concentraciones y a cual
de esas concentraciones Aspergillus niger biodegrada mas eficientemente al
benzo[a]pireno. Se hicieron comparaciones entre las medias de los resultados de los
tratamientos de 70 mg/L y los de 100 mg/L, medias que se pueden apreciar en la Tabla
16 y Tabla 26.

Tabla 36: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)
y 100mg/L (B, Dy F) a los 0 dias.

Tratamientos | N Media Desw_amon Minimo | Maximo
tipica
A 3 70,0 15275 69,90 70,20
C 3 70,0 ,15275 69,90 70,20
E 3 70,0 15275 69,90 70,20
B 3 100 ,05774 99,90 100,00
D 3 100 05774 99,90 100,00
F 3 100 ,05774 99,90 100,00

N: nimero de muestras.

En el dia 0 todos los tratamientos empezaron con la misma concentracion; A: Testigo de
70 mg/L, B: Testigo de 100 mg/L, C: MSM+ bap +Aspergillus niger 70 mg/L, D: MSM+
bap +Aspergillus niger 100 mg/L, E: MSM+ bap +Aspergillus niger+ GLUCOSA 70
mg/L, F: MSM+ bap +Aspergillus niger+ GLUCOSA 100 mg/L.

Figura 38: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)
y 100mg/L (B, Dy F) alos 0 dias.
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Con los resultados obtenidos el dia 14 en los diferentes tratamientos se hizo la misma
comparacion que en los del dia 0 para poder ver las diferencias en las concentraciones
ocasionadas por la biodegradacion de benzo[a]pireno Tabla 37.

Tabla 37: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)
y 100mg/L (B, Dy F) a los 14 dias.

Tratamientos N Media Desy lacion Minimo | Méaximo
tipica
A 3 70,2 ,05774 70,10 70,20
C 3 31,9 2,42487 29,10 33,30
E 3 17,4 0,00000 17,40 17,40
B 3 95,2 15275 95,10 95,40
D 3 70,8 ,05774 70,80 70,90
F 3 63,6 ,05774 63,50 63,60

N: niimero de muestras.

Para ilustrar la comparacion hecha en la anterior tabla tenemos la Figura 38.

100
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80
70
60

mg/L

50
40
30
20
10

A-B C-D E-F

Tratamientos

A: Testigo de 70 mg/L.

B: Testigo de 100 mg/L.

C: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger .

D: MSM+ bap 100 mg/L. +Aspergillus niger.

E: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA.
F: MSM+ bap 100 mg/L.+Aspergillus niger+ GLUCOSA

Figura 38: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)
y 100mg/L (B, Dy F) a los 14 dias.
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Finalmente se hizo una comparacién con los resultados obtenidos el dia 28 en los

diferentes tratamientos para poder ver las diferencias en las concentraciones ocasionadas

por la biodegradacién de benzo[a]pireno Tabla 38.

Tabla 38: Comparacidn de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)

y 100mg/L (B, Dy F) a los 28 dias.

Tratamientos N Media Desy lacion Minimo | Méaximo
tipica
A 3 58,9 ,43589 58,40 59,20
C 3 30,0 ,05774 30,00 30,10
E 3 5,2 0,00000 5,20 5,20
B 3 88,3 ,05774 88,30 88,40
D 3 55,4 0,00000 55,40 55,40
F 3 22,8 15275 22,70 23,00

N: niimero de muestras.

Para ilustrar la comparacion hecha en la anterior tabla tenemos la Figura 39.

C-D

Tratamiento

A: Testigo de 70 mg/L.
B: Testigo de 100 mg/L.

C: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger .

D: MSM+ bap 100 mg/L. +Aspergillus niger.
E: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA.
F: MSM+ bap 100 mg/L.+Aspergillus niger+ GLUCOSA

Figura 39: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)

y 100mg/L (B, Dy F) a los 28 dias.
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Para tener una mejor apreciacion de la comparacion de las medias de los resultados a los
0, 14 y 28 dias de todos los tratamientos se presenta la Figura 40.
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Tratamiento

100

63.7
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17.4

5.2

E F
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A: Testigo de 70 mg/L.
B: Testigo de 100 mg/L.
C: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger .
D: MSM+ bap 100 mg/L. +Aspergillus niger.
E: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA.
F: MSM+ bap 100 mg/L.+Aspergillus niger+ GLUCOSA

Figura 40: Comparacion de los tratamientos de concentracion inicial 70mg/L (A, Cy E)
y 100mg/L (B, Dy F) alos 0, 14 y 28 dias.

Al analizar los resultados en conjunto como se presenta en la anterior figura se observa
claramente que los tratamientos con concentraciones iniciales de 70 mg/L presentaron
una mayor biodegradacion de benzo[a]pireno teniendo al dia 28, cuando termino el
experimento, mas de mitad de la concentracion inicial biodegradada en los tratamientos
C y E; a diferencia de los tratamientos que tuvieron una concentracion inicial de 100
mg/L donde solo el tratamiento F pudo llegar a pasar la brecha de mas de mitad de la
biodegradacion de concentracion inicial y no asi el tratamiento D. En cuanto a
biodegradacion no se consideran a los Tratamientos A y B por ser tratamientos Testigo.

73



3.5. Determinacion del porcentaje de biodegradacion final en cada tratamiento

Para saber el porcentaje de biodegradacion de benzo[a]pireno por Aspergillus niger a los
14 y 28 dias de todos los tratamientos del trabajo de investigacion se presenta la Tabla
39, donde no se consideran los porcentajes del dia 0 por no existir una biodegradacion en

este.

Tabla 39: Porcentaje de biodegradacion de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC
6275 considerando el tipo de tratamiento y el tiempo de evaluacion.

Tratamientos | concentraciones | dia 14 dia 28
A 70 mg/L 0% 15,9%
B 100 mg/L 4,8% 11,7%

@
% C 70 mg/L 54,4% 57,1%
% D 100 mg/L 29,2% 44.,6%
: E 70 mg/L 75,1% 92,6%
F 100 mg/L 36,4% | 77.2%

A: Testigo de 70 mg/L.

B: Testigo de 100 mg/L.

C: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger .

D: MSM+ bap 100 mg/L. +Aspergillus niger.

E: MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger+ GLUCOSA.
F: MSM+ bap 100 mg/L.+Aspergillus niger+ GLUCOSA.
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Figura 41: Porcentaje de biodegradacion de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC

6275 considerando el tipo de tratamiento y el tiempo de evaluacion.

Segun la Tabla 32 y la Figura 41 en los tratamientos A y B no se presentd una
biodegradacion considerable ya que estos son el tratamiento blanco o testigo de la
experimentacion y no presentan el agente biodegradador que es Aspergillus niger, en el
resto de los tratamientos se observé que los que iniciaron con una concentracion de 70
mg/L fueron degradados de mejor manera que los que tuvieron una concentracion inicial
de 100 mg/L. El tratamiento que presentd un mayor porcentaje de biodegradacion de
benzo[a]pireno por Aspergillus niger al culminar la experimentacion fue el E con un 92,6

% de biodegradacion casi la totalidad de la concentracion inicial del hidrocarburo.

3.6.Evaluacion de la influencia de la glucosa como co-sustrato en el tiempo de
biodegradacion con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger
ATCC 6275

En la Tabla 40 empleando Anova multifactorial entre grupos se evaluara la influencia
de todas las variables independientes que son la glucosa como co-sustrato en el tiempo
de biodegradacion con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger
ATCC 6275.
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Tabla 40: Influencia de la glucosa como co-sustrato en el tiempo de biodegradacion con

dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275.

Suma de Media

Origen cuadrados tipo | L F P
g . P g cuadratica

Modelo corregido =~ 98375607,473* | 17  5,786,800,440 135,571,647 | ,000

Interseccion 414,343,248,027 1 = 414,343,248,027 = 9,707,125,240 ,000

Tiempo 32,233,273,674 |« 2 | 16,116,636,837 377,576,352 | ,000

Concentraciones 20,418,246,427 1 20,418,246,427 478,353,337 ,000

Tratamiento 23,783,446,223 = 2 | 11,891,723,112 278,596,179 | ,000

Tiempo *

. 3,963,765,714 2 1,981,882,857 46,431,033 ,000
Concentraciones

Tiempo *

. 11,012,697,222 4 2,753,174,306 64,500,648 ,000
Tratamiento

Concentraciones

) 3,968,553,934 2 1,984,276,967 46,487,122 ,000
* Tratamiento

Tiempo *
Concentraciones 2,995,624,278 4 748,906,069 17,545,176 ,000
* Tratamiento

De la tabla se concluye que todas las variables independientes; la glucosa como co-
sustrato, el tiempo de experimentacion, la presencia de Aspergillus niger y las
concentraciones iniciales; consideradas en el experimento influyen en la biodegradacion

de benzo[a]pireno.

Muchos autores hacen referencia a la gran capacidad biodegradativa que tienen los
hongos lignoliticos frente a los hidrocarburos policiclicos aromaticos por haber sido
aislados de ambientes contaminados con crudo de petréleo, Uzoamaka et al. (2009),

describen la alta capacidad de Aspergillus niger y Aspergillus versicolor de degradar en
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7 dias un 99% de los siguientes HAPs: acenaftaleno, Benzo[a]antraceno,
Benzo[k]fluoranteno, Benzo[g,h,i]perileno, Benzo[a]pireno, criseno, Di-

benzo[a,h]antraceno, fenantreno, fluoranteno y pireno.

La gran capacidad de biodegradacion de los hongos se debe a la produccion de enzimas
ligninoliticas, lo que corrobora la importancia de estas enzimas oxidativas en la
capacidad degradativa de los hongos (Naranjo et al., 2007).

Se argumenta de esta manera la eleccion como agente biodegradador de Aspergillus niger

para la presente tesis.

Se hicieron diversos estudios para evaluar la capacidad que tienen los microorganismos
de biodegradar hidrocarburos policiclicos aromaticos, muchos de estos estudios tomaron
en cuenta otros parametros de investigacion como Vanishree, M., Thatheyus, A.J. &
Ramya, D. (2014) quienes emplearon un medio solido (PDA) mezclado con petrdleo
sobre el cual sembraron el hongo Penicillum sp. Y determinaron una biodegradacion de

acuerdo al crecimiento del hongo y a la produccion de CO2 en cada unidad experimental.

Machin, et al., 2010 estudiaron la biodegradacién de Benzo[a]pireno teniendo como
agente biodegradador a Aspergillus niger con concentraciones menores a las que se
consider0 en la presente tesis (25 mg/L y 50 mg/L) obteniendo como resultado en 5 dias
un porcentaje de biodegradacion de 56% y 38% respectivamente. Ellos no emplearon
ningun tipo de co-sustrato teniendo como Unica fuente de carbono al benzo[a]pireno. En
el presente trabajo se pudo observar que Aspergillus niger biodegrada con mayor
eficiencia a concentraciones menores del benzo[a]pireno y con la presencia de co-
sustrato la biodegradacién es ain mayor, esto debido a que tienen como fuente de
carbono primario a la glucosa, estd como toda fuente de carbono facil de degradar ayuda
al crecimiento del hongo que al consumir toda la glucosa empieza a biodegradar al

benzol[a] pireno teniendo una poblacion mayor.
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CONCLUSION

Se determind que la presencia de glucosa al 10% como co-sustrato influye en la
biodegradacion del benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275, esto se
demostré empleando comparaciones de los promedios, la prueba ANOVA de un
factor teniendo como resultado una diferencia significativa ( sig < 0.05) frente a
los tratamientos que no presentaban un co-sustrato.

. Se identific6 que el tiempo O6ptimo del proceso de biodegradacion del
benzo[a]pireno por Aspergillus niger ATCC 6275 el cual fue el dia 28 en todos
los tratamientos, lo que demuestra que a mayor tiempo de exposicion del agente
biodegradador al benzo[a]pinero mayor sera la biodegradacion de este.

Se determind una mayor capacidad de biodegradacion a una concentracion inicial
de 70 mg/L donde los tratamientos C y E presentaron una biodegradacion del
57,1% y 92,6% respectivamente % frente a los tratamientos con concentracion
inicial de 100 mg/L donde solo uno de los tratamientos paso le brecha de mas del
50% de biodegradacion, esto se determind haciendo una comparacion entre las
medias de los resultados obtenidos en el tiempo de duracién del experimento.

. Se determinaron los porcentajes a los 28 dias de biodegradacién de cada
tratamiento; A (Testigo 70mg/L) = 15,9%, B (Testigo 100mg/L) = 11,7%, C
(MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger) = 57,1%, D (MSM+ bap 100 mg/L
+Aspergillus niger) = 44,6%, E (MSM+ bap 70 mg/L +Aspergillus niger +
GLUCOSA) = 92,6%, F (MSM+ bap 100 mg/L +Aspergillus niger +
GLUCOSA) = 77,2%; concluyendo que el mayor porcentaje de biodegradacion
se presentd en el tratamiento E.

. Se evalud la influencia de la glucosa como co-sustrato en el tiempo de
biodegradacion con dos concentraciones de benzo[a]pireno por Aspergillus niger
ATCC 6275, concluyendo que todas estas variables independientes influyen de
manera significativa (sig < 0.05) en conjunto en la biodegradacion de
benzo[a]pireno, se tuvo una mayor biodegradacion a una concentracion inicial de
70 mg/L el dia 28 de evaluacion y con presencia de glucosa al 10% como co-

sustrato.
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SUGERENCIAS

Realizar méas estudios relacionados a la biodegradacion de los diferentes
hidrocarburos presentes en el medio ambiente en condiciones de laboratorio, para
que sirvan como precedentes y para estudios posteriores de biorremediacion en
areas contaminadas.

Mejorar la implementacion del laboratorio de Cromatografia y Espectofotometria
en cuanto a equipos, materiales y reactivos; para el estudio de compuestos
organicos.

Incentivar y participar en la elaboracion de proyectos relacionados a la
biodegradacion y biorremediacion de compuestos persistentes en el medio
ambiente.

Se sugiere llevar a cabo el proceso de biorremediacion de un area contaminada
con Benzo[a]pireno teniendo como precedente el presente trabajo de

investigacion.
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ANEXOS



ANEXO 1

Preparacion de papa dextrosa agar (PDA)

e Papa sin pelar 200g
e D- glucosa 10g
e Agar agar 189
e Agua destilada 1 Litro

» Procedimiento: Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir en un litro de agua
por 20 minutos, colar y disolver en el liquido la D- glucosa y el agar agar,

esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 libras de presion.

Fuente: Cafnedo & Ames, 2004.

ANEXO 2

Preparacion de solucion Tween 80 al 0.1%:

> De la formula comercial hacer una dilucion al 10%. Tomar 10 ml de Tween 80y
agregar 90 ml de agua destilada. Esta solucién se puede mantener en stock en
refrigeracion a 10°C.

> Para la preparacion de Tween al 0.1%, tomar un mililitro de la solucion al 10% y
agregarle 99 ml de agua destilada.

» Agregar NaCl a la solucion (9.0 g/L)

> Esterilizar la solucién en autoclave a 121°C por 20 min a 15 libras de presion.

Fuente: Rojas, 2011.



ANEXO 3

Procedimiento para el conteo de conidios en la Camara de Neubauer

1.
2.

Limpiar la camara

Con la ayuda de una pipeta suspender una gota de la solucion a analizar sobre el
portaobjeto y dejar que se disperse.

Colocar el cubreobjeto cuidando de no formar burbujas de aire. Caso contrario se
debera repetir la operaciéon lavando y secando el portaobjetos. Al colocar el
cubreobjetos sobre el portaobjetos se tiene una profundidad de 0,1 mm. De forma
que el volumen contenido en cada uno de los cuadrados grandes sera 0,1 mm?
(1,0 mm2 x 0,1 mm = 0,1 mm3).

Colocar la camara de Neubauer en la platina del microscopio y enfocar con el
objetivo 10x. Se enfoca de manera que en el campo se cubra un cuadrado cuya
area corresponda a 1 mmz2, generalmente se trabaja con el cuadro central. El area
del cuadro central es de 1 mm2 y se encuentra subdividida en 25 cuadrados. Cada
uno de estos cuadrados mide 0,2 mm de lado, por lo que el area de cada uno sera
de 0,04 mm? (ver figura 8.1 C).

Una vez ubicada la cuadricula de 25 cuadros de 0,04 mm2, hacer un cambio de
lente al objetivo 40x y contar las células que se encuentran en el mismo.

Para alcanzar resultados mas exactos se recomienda tener un conteo entre 200 y
300 células por muestra. Cuando en el cuadro central existen menos de 200
células, es necesario revisar mas cuadros para el conteo. Se sugiere continuar el
conteo en los cuatro cuadros que forman las esquinas de la cuadricula. Si aun asi
no se alcanza las 200 células, se debe contar el total de los 25 cuadrados.

En caso de que el nimero de células sea muy elevado y se dificulte su conteo sera
necesario diluir la suspensién muestra en una proporcion conocida, la que debera

ser tenida en cuenta en la estimacion final.

Determinacién de la densidad celular:

N° de cél. en 0,1 mm? = N° total de cél. contadas / N° de cuadrados de 0,04 mm?

El N° de celulas por ml se obtendra al multiplicar el valor obtenido por 10000.



N® de células / ml = N® total de células contadas +10.000

N® de cuadros de 0,04 mm2

R - 1 mm -
=" (11
A Canal transversal e H Il
O _
L ¥
Canales longitudinales - ]
}
o c |

L
|

Fuente: Manacorda et al., 2007.
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ANEXO 5

Medio de Sales Minerales (MSM) mg/L.:

e Reactivos:
1. KH2POq4 2000
2. KoHPO4 600
3. (NH4)2SO4 1400
4. MgSO. 300
5. CaCly 300
6. FeSO4 10

Fuente: Escalante, 2002.



ANEXO 6

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA - Paballén de Cantrol do Caldad
AV, Do la Cultura 733 CUSCO-PERD Comtacto 973868855

CONSTANCIA DEANALISIS

El que suscribe, responsable del Laboratorio de Cromatografia de |2 Facultad De Ciencias
de Ia Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, deja Constancia.

Que la Bach. Betsy Indira Galindo Flores, de la Escuela Profesional de Biclogia de Ia
Facultad De Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonic Abad del Cusco ha
presentado al Laboratorio de Cromatografia 18 muestras para su caracterizacion e
identificacion de benzopireno, como parte de su proyecto de investigacion titulado
INFLUENCIA DE LA GLUCOSA EN EL TIEMPO DE BIODEGRADACION CON DOS
CONCENTRACIONES DE BENZO[a]PIRENO POR Aspergillus niger ATCC 6275". Dicho
material ha sido cuantificado utilizando el Cromatégrafo liquido HPLC-DAD Agilent serie
1200. La identificacdién se basé en las sedales de la muestra comparadas con el estandar
de Benzopireno,

Se expide la siguiente constancia a solicitud de Iz interesada para los fines que viera por
conveniente.

Cusco 15 de Octubre del 2015

Arssiias del Labarstora de Cromatogratia y
Espectromutria « UNSAAC,
e -914



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRARA Y ESPECTROMETRIA - Pobaellén de Conteol de Calidad
AY. De ba Cultura 733 CUSCO-FERU Comtacto 973868855

Dia O
Tratamiento Area Promedio mg/l valor real
A 3559.5 70 £9.9
A 35749 70 70.2
A 315659 35668 70 70
8 4075.5 100 100
8 40713 100 £9.9
8 4074.1 4073.6 100 100
C 3559.5 70 69.9
(= 35749 70 70.2
dia D C 3565.9 3566.8 70 70
> 40755 100 100
D 40713 100 99.9
D 4074.1 4073.6 100 100
E 3553.5 70 69.9
3 35749 70 0.2
E 15659 3566.8 70 70
F 4075.5 100 100
F 40713 100 99.9
F 4074.1 4073.6 100 100
Dia 14
Tratamlento Area Promedio mg/l valor real
A 3576.0 70 70.2
A 35766 35740 70 70.2
A 33695 70 701
B 38859 100 954
B 38778 38789 100 95.2
B 38731 100 95.1
C 16596.4 70 333
C 1656.1 16956 70 291
dia 14 g 16943 70 333
D 28873 100 70.9
D 28845 28858 100 708
D 2885.7 100 708
E B35.6 70 174
E B854 8854 70 174
E 885.1 70 174
F 25869 100 635
- 2550.8 25805 100 636
F 2590.8 100 63.6




UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFA Y ESPECTROMETRIA - Pobellon de Conrol de Calidad
AV. De ba Cultura 733 CUSCO-PERU Comtoco 9738688355

Dis 28
Tratarmiento Areg Pmr:;c::de mg/! valor real
A 29754 70 53.4
A 30111 30015 70 591
A 30181 70 59.2
2] 3600.0 100 884
B 3558.0 35978 100 883
a8 3595.3 100 88.3
C 1532.0 70 301
C 15303 15309 70 300
P C 15303 70 30.0
D 22566 100 554
D 2255.6 22564 100 554
b 22520 100 554
E 2634 70 52
E 2629 263.0 70 52
E 262.7 70 52
F 935.5 100 230
F 9301 930.7 100 228
F 9264 100 227

Quirm. JJrge Chuquan;'an Parl
Annlcta o Laboraoro da Cromaogrefia y
Espactrometrin = UNSAAC.

CoP. 914



