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RESUMEN

En los dltimos cincuenta afios la cantidad de empresas dedicadas al rubro de la
produccion de textiles se ha incrementado de manera notable. Dichas empresas
emplean los tintes para impartir color a las fibras y de esta manera sacar su producto

al mercado.

El gran problema que se viene dando en la actualidad es que dichos tintes presentan
compuestos toxicos con grupos cromoforos de alto peso molecular, los cuales al
acumularse en lagos, bahias, provocan una disminucion en la luminosidad de las aguas
y en consecuencia inducen a la disminucidn de la actividad fotosintética lo que produce
a su vez una disminucion en el contenido de oxigeno disponible, favoreciendo

procesos de eutroficacion por el aumento de la carga orgénica.

Por otro lado las autoridades municipales u organismos de fiscalizacién ambiental cada
vez son mas estrictos con el tipo de efluente que las empresas textileras desechan,

colocando elevadas multas al no cumplir con los parametros estandarizados.

Es por eso que el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el potencial de hongos
xil6fagos para la remocién de colorantes empleados en tintoreria de textiles

celulésicos.
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Se recolect6 hongos de la selva peruana en el departamento de Madre de Dios para
después ser sembrados en placas con agar PDA. Luego de tener los hongos puros en
las placas Petri con el medio solido PDA se realiz6 una seleccion de las cepas que
mejor toleran a los siguientes colorantes: Synozol Rojo, Synozol Amarillo y Novacrom
Negro. Dichos colorantes fueron evaluados ya que son bastante usados en las empresas
textileras de fibra celulésica.

Se colocaron dos concentraciones diferentes de cada colorante en medio sélido Radha
modificado (Radha, et al 2005) (250 ppm y 1500 ppm). Se evalu6 por 8 dias teniendo
como mejores cepas a la cepa 15 y cepa 32. Para cada cepa se realizd6 una

caracterizacion fenotipica y molecular.

Posteriormente se identificé la influencia de los factores cepa, aireacion, pH, colorante
y temperatura sobre la remocion de colorantes empleados para tefiir fibras celul6sicas,
se elabor6 un sistema de matraces de 250 ml cada uno en donde se evaluaron ambas
cepas, 3 pH (pH6, pH8, pH10), 2 temperaturas (Temperatura ambiente y 35 °C), 3
colorantes a 40 ppm (Synozol amarillo, Synozol rojo y novacrom negro) y aireacion

(con aireacion, sin aireacion).

Se empled espectrofotometro para que mediante absorbancias (evaluacion
colorimétrica) se demuestre que hay una decoloracion. Este sistema se evalu6 por 7
dias.

Como ultima parte de este trabajo se realizd un analisis estadistico para concluir cuales
son las mejores condiciones y obtener mejores resultados de decoloracion. Asi mismo
se elabor6 un modelo matematico para cada uno de las condiciones en el programa
ORIGIN y un modelo matematico de todo el sistema en el programa Statgraphicss
Centurion XV.

De esta manera se tiene como base las mejores condiciones del sistema para poder
desarrollar en un futuro un sistema a escala real y poder aplicarlo en empresas

textileras.

Palabras Claves: Hongos xil6fagos, decoloracion, colorantes.
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ABSTRACT

In the last fifty years the number of companies dedicated to the heading of textile
production has increased significantly. These companies employ dyes impart color to
the fibers and thus get their product to market.

The big problem that has occurred today is that these dyes have toxic compounds with
chromopHores high molecular weight, which to accumulate in lakes, bays, causing a
decrease in the brightness of the water and thus induce the decrease pHotosynthetic
activity which in turn produces a decrease in available oxygen content, eutropHication
processes favoring the increase of the organic load.

On the other hand the municipal authorities or environmental monitoring are
increasingly stringent with the type of effluent discarded textile companies, placing

heavy fines by not complying with the standard parameters.

That is why this study was to evaluate the potential of wood decay fungi for the

removal of dyes used in dyeing of cellulosic textiles.

Peruvian jungle fungus was collected in the department of Madre de Dios and then be
plated on agar PDA. Synozol Red, Yellow and Novacrom Synozol Black: After having
pure fungus Petri dishes containing PDA solid medium selected strains that are more
tolerant to these dyes was performed. Such dyes were evaluated as they are used in

fairly cellulosic fiber textile companies.

Two different concentrations of each dye in solid medium modified Radha (250 ppm
and 1500 ppm) were placed. It was evaluated for 8 days having as best strains to strain
15 and 32. Each strain strain pHenotypic and molecular characterization was

performed.

Subsequently the influence of strain factors, aeration, pH, and temperature on dye
fading of dyes used for dyeing cellulosic fibers identified a system of 250 ml flasks
each where both strains were evaluated pH 3 was prepared (pH6 , pH8, pH10), 2
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temperatures (room temperature 35 ° C), 3 to 40 ppm dye (Synozol yellow, red and
black novacrom Synozol) and aeration (aeration, without aeration).

SpectropHotometer was used to that by absorbance can be demonstrated that there is

a discoloration. This system was evaluated for 7 days.

As the last part of this work a statistical analysis was performed to conclude what the
best conditions and best results of discoloration. Also a mathematical model for each
of the conditions in the ORIGIN software and a mathematical model of the entire

system in Centurion XV Statgraphicss program was developed.

This way is based on the best conditions of the system to develop in the future a system

to scale and can be applied in textile companies.

Keywords: Fungi, discoloration, dyes.
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CAPITULOI

1. INTRODUCCION

Dentro de los compuestos xenobidticos, los colorantes son de gran importancia
debido a que son ampliamente utilizados en diferentes industrias, como la textil. Los
colorantes son usados para impartir color a una alta variedad de materiales y estan
divididos en dos grupos, los colorantes solubles en agua y los insolubles. Dichos
colorantes estan conformados por méas de un compuesto; presentan un grupo de a&tomos
responsables del color (cromdforos), entre ellos los grupos mas comunes son azo
(N=N-), carbonilo (C=0), metilo (-Chs), nitro y grupos quinoides. Los colorantes
también pueden contener otros grupos que incrementen la intensidad del color y que
pueden ser de tipo reactivo, acidos, basicos, dispersos, anionicos, sulfuros, entre otros.

Durante los procesos de tefiido, se desechan ciertas cantidades de colorantes que
son vertidos en las aguas residuales, presentando un problema ambiental, ya que este
tipo de compuestos por ser complejos y de origen sintético no pueden eliminarse con
los métodos de tratamiento convencionales, por ende, los sistemas de tratamiento que
se aplican son basados en método fisicos 0 quimicos y son muy costosos ya que

requieren de gran cantidad de energia y reactivos.

La presencia de colorantes en el agua no solamente es un problema estético, sino

también interfiere en el proceso fotosintético que realizan algunos organismos.!

Existen diferentes tipos de procesos quimicos y fisicos para la remocién de estas
sustancias, tales como ozonizacion, procesos oxidativos, procesos fotoquimicos,
oxidacion por hipoclorito de sodio, oxidacion por curcubituril, destruccién
electroquimica, adsorcidn, tratamiento con carbén activado, membrana de filtracion,
intercambio i6nico, irradiacion, entre otros.
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Es por eso que la biotecnologia ofrece una alternativa de tratamiento mediante la
biodegradacion de los colorantes utilizando cultivos de organismos como hongos,
bacterias, algas o levaduras los cuales estan involucrados en el rompimiento del grupo
funcional de la molécula y la transformacion de los productos metabdlicos resultantes.

Asi mismo puede emplearse la remediacion enzimatica. °

Los hongos de podredumbre blanca (hongos xiléfagos) se han venido
implementando desde los afios 80°s, gracias a que estos tienen la capacidad de degradar
lignina, la cual es un polimero que posee una alta concentracion de anillos arométicos
con alto grado de polimerizacién. EI mecanismo enzimético se da por la accion de
oxidasas y peroxidasas, estas enzimas no presentan una especificidad alta, por lo tanto

pueden tener actividad sobre la estructura de diferentes sustratos fenolicos y azo. *°

La eficiencia de los procesos de degradacion realizada por microorganismos, se ve
beneficiada por procesos de inmovilizacion, en donde se minimiza la pérdida de
biomasa, se aumenta la actividad metabolica de los microorganismos inmovilizados y
se aumenta la resistencia a la toxicidad que generan las sustancias a degradar; ademas
de beneficiar procesos de adsorcion secundarios 2.

Durante este proyecto se evaluo la remocion de colorantes textiles de tipo reactivo
empleados en los procesos de tintoreria de textiles celulosicos empleando dos
tratamientos fungicos y controlando algunos parametros como pH, temperatura y
aireacion. Los hongos se inmovilizaron en espuma de poliuretano y las cinéticas de
degradacion se realizaron en medios minerales sin ninguna fuente de carbono, para

determinar cudl es el sistema de remocion de mayor eficiencia, bajo estas condiciones.
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HIPOTESIS

Dado que se conoce que muchos hongos tienen alta actividad enzimatica es posible
que algunas especies de hongos xil6fagos presentes en nuestro pais presenten cierto
potencial de remocidn de colorantes textiles empleados para tefiir fibra celulésica bajo
condiciones adecuadas de pH, temperatura, aireacion, cepa y el colorante a evaluar.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el potencial de hongos xiléfagos para la remocion de colorantes

empleados en tintoreria de textiles celulésicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislamiento de Hongos Xiléfagos con capacidad de remocién de colorantes
textiles para tefiir fibra celulésica.

e Seleccién e Identificacion de hongos xil6fagos en base a su capacidad de
crecimiento en presencia de colorantes empleados para tefiir fibra celuldsica.

e Evaluacion de espuma de poliuretano como soporte de inmovilizacion para
hongos xil6fagos.

e Evaluacion de la influencia de los factores Cepa, Aireacion, pH, colorante y
Temperatura sobre la remocion de colorantes empleados para tefiir fibras
celulosicas.

e Evaluacion de la cinética de remocion del mejor tratamiento empleado para la
remocion de colorantes de fibras celulésicas.

e Desarrollo de un modelo matematico del sistema de remocion de colorantes

utilizados en fibras celulésicas en base a los hongos xil6fagos seleccionados.
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CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1 Colorantes de Efluentes Industriales

Se considera colorantes a las sustancias organicas fluorescentes o de color
intenso que imparten color a una sustancia incolora, o bien, a un sustrato por medio de
una absorcion selectiva de luz L. Sus moléculas estan constituidas por tres grupos
funcionales, el cromdforo, que es el grupo responsable de la absorcion de la luz,
dandole la propiedad de color a la molécula (azo, carbonilo, metilo, nitro, etc) ; los
auxocromos, que le dan afinidad por la fibra e intensifican el color (aminas, carboxilos,
sulfonatos e hidroxilo); y por ultimo el solubilizador, que le da afinidad a solventes
diversos y esta dado por la presencia de iones como ~SOz'Na’, -NH3"Cl", -SO2'NH_",
-O*Na* 2.

La coloracion de aguas residuales se produce como consecuencia del proceso
industrial de empresas de curtiembres, papeleras, alimentos (fermentaciones), y
textileras, principalmente. De los colorantes utilizados en las textileras, un 20% es
descartado directamente a los efluentes de agua, y el 10% de los colorantes es perdido
durante el proceso de coloracion textil . Los colorantes de mayor uso en las textileras,
con un 30% sobre el total, son colorantes de tipo azo, los cuales son usados para la
coloracion de las fibras de celulosa.

La razén por la cual estos colorantes son utilizados en las industrias, incluyen
caracteristicas como las diferentes tonalidades que pueden proporcionar, asi como la
gama de brillante que ofrecen, pueden ser utilizados en diferentes métodos de
aplicacion, y permiten una rapida humectacion de la prenda 2 .

Los colorantes usados industrialmente poseen una compleja estructura quimica

encontrando asi a aquellos que contienen grupos azo, diazo, antraquinonas y complejos
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metalicos, los cuales generalmente se aplican como mezclas. Segun sus propiedades
pueden ser clasificados como &cidos, basicos, dispersos, reactivos y directos 34,

Entre los colorantes encontrados actualmente en la industria textilera

(Celulosa) estan:

Drimarenes
Levafix
Novacrom
Synozol

AN

Los colorantes mencionados anteriormente pertenecen al grupo de los
colorantes Reactivos, los cuales se sintetizan empleando un grupo croméforo azoico o
bien antroquindnico y tienen puntos de anclaje reactivos en la molécula, los que en
presencia de alcali, forman un enlace covalente con la celulosa. Los grupos reactivos
del colorante reaccionan con los grupos hidroxilos de la celulosa. Las fibras de algoddn
son su mayor empleo, aunque se han utilizado con éxito sobre fibras de poliamida y
de lana.

Debido a su fuerte anclaje a la fibra tienen excelentes solideces. Los colores son muy

brillantes y tienen una extensa paleta de colores.

El tipo de grupo reactivo presente en la molécula determina muchas de sus propiedades
y las caracteristicas de aplicacion, como la temperatura, que a su vez es funcion de la

reactividad quimica.

Asi, tenemos colorantes de alta reactividad que se emplean a baja temperatura y de
baja reactividad temperaturas mayores.

En la presente investigacion se emplearan los siguientes colorantes:
Synozol yellow K-3RS, Synozol red K-3BS y Negro Super Novacrom G, su estrutura
quimica de cada uno se muestra en las siguientes figuras.
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Figura N° 2.1.- Estructura quimica del colorante reactivo Synozol yellow K-
3RS.
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Figura N° 2.2.- Estructura quimica del colorante reactivo Synozol red K-3BS
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Figura N° 2.3.- Estructura quimica del colorante reactivo Negro Super
Novacrom G.
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2.1.1 Caracteristicas Fisico-quimicas

Los colorantes utilizados en la actualidad poseen diversas estructuras, las
cuales llegan a ser muy variadas y complejas. Su origen es sintético, muchos poseen
una alta solubilidad en agua, son altamente resistentes a la accion de sustancias
quimicas y a algunos procesos fisicos y son poco biodegradables.

Los colorantes textiles pueden ser clasificados de acuerdo a su aplicacion
a la fibra o por su constitucion quimica. De acuerdo a su aplicacion a la fibra pueden
clasificarse en acidos, basicos, directos, dispersos, mordientes, reactivos y a la tinta;
esta clasificacion se basa en las condiciones en las cuales se efectla el proceso de
tintura. La segunda clasificacion se hace con base en el grupo cromaéforo principal que
constituye el colorante; el Color Index ( 4ta edicion) usa la siguiente clasificacion:
Nitroso, nitro, azo, azoico, estilbeno, diarilmetano, trialrilmetano, santefio, quinoleina,
metino, acridina, azufre, tiazol, tiamina, indamina, azina, lactona, antraquinona,
indigoide, ftalocianina.

Un 60% de los colorantes de uso en la industria textil actual son colorantes
reactivos, que se caracterizan por formar una union éter con la fibra, lo que garantiza
una mayor duracion del color en el tejido. Sus estructuras frecuentemente contienen

grupos azo, antraquinona o ftalocianina.

2.2 Impacto Ambiental De Los Colorantes Textiles

Los colorantes son compuestos quimicos xenobidticos, los cuales no se
encuentran en forma natural en la biosfera, sino que han sido sintentizados por el
hombre 1. Por la complejidad estructural que presentan, las plantas de tratamiento
convencionales tienen un bajo porcentaje de remocion de estos, razon por la cual son

vertidos sin ser tratados °.
De esta forma los dichos efluentes provocan diferentes impactos sobre el medio

ambiente, encontrando asi variaciones en las aguas en cuanto a sélidos suspendidos,

carga ionica, toxicidad, concentracion de oxigeno disuelto y color .
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Adicionalmente, estudios anteriores han reportado que estos colorantes pueden
contener sustancias como acido benzoico y &cido acetilsalicilico, las cuales pueden
inducir alergias y reacciones asintomaticas en personas sensibles 8. De igual forma

encontramos que algunos de estos productos pueden ser carcinogénicos .

El color pocas veces es considerado un contaminante, pese a que puede estar
asociado a presencia de compuestos tdxicos y grupos cromoforos o polimeros de alto
peso molecular como la lignina . Estos efluentes coloreados, poseen una alta
capacidad de bioacumulacion, y una baja velocidad de despolimerizacion, permitiendo
que a largo plazo se acumule en lugares como lagos y bahias, provocando una
disminucion del poder absorvente del agua y por ende una disminucion en la actividad
fotosintética de los organismos presentes en dichos ecosistemas, disminuyendo el

Oxigeno Disuelto (OD) en el agua *.

2.3 Legislacion Ambiental

En nuestro pais no existe una normatividad que regule la cantidad de color en
los efluentes provenientes de las industrias principalmente la textil que es una de las
que mas genera efluentes coloreados. A pesar de eso existe una preocupacion por
eliminar el color de las aguas pues su presencia crea afectos adversos a los ecosistemas
acuaticos principalmente.

En el Per( la manera de controlar y fiscalizar a las empresas que descargan
aguas residuales no domesticas es mediante los valores Maximos Admisibles ( VMA)
segun Resolucion Ministerial N° 021-2009- Vivienda ( Resolucion actualizada es
R.M. 0116-2012-Vivienda) en el cual se aprueban los valores Méximos Admisibles de
las descargas de aguas residuales no domésticas en el sistema de alcantarillado
sanitario, a fin de evitar el deterioro de las instalaciones, infraestructura sanitaria,
maquinarias, equipos y asegurar su adecuado funcionamiento, garantizando la
sostenibilidad de los sistemas de alcantarillado y tratamiento de las aguas residuales.

Los VMA, son aplicables en el ambito nacional y son de obligatorio
cumplimiento para todos los usurarios que efectien descargas de aguas residuales no
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domeésticas en el alcantarillado sanitario; su cumplimiento es exigible por las entidades
prestadoras de servicios de saneamiento (SEDAPAL)

Se entiende por Valores Maximos Admisibles ( VMA), como aquel valor de la
concentracion de elementos, sustancias o parametros fisicos y/o quimicos, que
caracterizan a un efluente no doméstico que va a ser descargado a la red de
alcantarillado sanitario, que al ser excedido en sus pardmetros aprobados ( Tabla N°
2.1 y Tabla N° 2.2) causa dafio inmediato o progresivo a las instalaciones,
infraestructura sanitaria, tratamiento de aguas residuales y tiene influencias negativas

en los procesos de tratamiento de aguas residuales.

Tabla N° 2.1.- Valores maximos admisibles para descargas al sistema de

alcantarillado

VMA para
Parametro Unidad | Expresion descargas al sistema
de alcantarillado
Demanda
Bioquimica de mg/L DBOs 500
Oxigeno
Demanda Quimica
f mg/L DQO 1000
de Oxigeno
S6lidos Suspendidos
P mg/L S.S.T. 500
Totales
Aceites y Grasas mg/L AyG 100

Fuente: D.S. N° 021-2009-VIVIENDA (VMA)
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Tabla N° 2.2.- Valores maximos admisibles para descargas al sistema de
alcantarillado

VMA para descargas
Parametro Unidad | Expresién al sistema de
alcantarillado
Aluminio mg/L Al 10
Arsénico mg/L As 0.5
Boro mg/L B 4
Cadmio mg/L Cd 0.2
Cianuro mg/L CN 1
Cobre mg/L Cu 3
Cromo mg/L Cr'® 0.5
hexavalente
Cromo total mg/L Cr 10
Manganeso mg/L Mn 4
Mercurio mg/L Hg 0.02
Niquel mg/L Ni 4
Plomo mg/L Pb 0.5
Sulfatos mg/L S04 500
Sulfuros mg/L Sz 5
Zinc mg/L Zn 10

Fuente: D.S. N° 021-2009-VIVIENDA (VMA)
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Cont. Tabla N° 2.2-. Valores méximos admisibles para descargas al sistema de
alcantarillado

VMA para descargas al
Parametro Unidad | Expresion e e alearalEds
Nitrégeno mg/L NH* 80
amoniacal
pH pH 6-9
Sélidos mL/h S.S 8.5

sedimentables

temperatura ce T <35

Fuente: D.S. N° 021-2009-VIVIENDA (VMA)

2.4 Mecanismos para la remocion de colorantes

Los colorantes textiles tienen gran persistencia en el ambiente, y los métodos
de eliminacion clasicos no son Utiles debido a que oxidaciones o reducciones parciales
pueden generar productos secundarios altamente toxicos 4.

Los métodos actualmente utilizados incluyen procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos. Para tratamiento de aguas residuales con colorantes, se han utilizado varias
metodologias tales como adsorcién, neutralizacién, coagulacion, degradacion quimica
y degradacion fotocatalitica, ozonizacion, filtracion por membranas e intercambio
ionico. A pesar de que estos procesos fisicos y quimicos producen efluentes de buena
calidad, en la mayoria de las ocasiones generan un alto costo, y pueden generar
subproductos ain de mayor toxicidad, razones por las cuales se han estudiado con

interés los procesos bioldgicos.
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2.4.1 Mecanismos quimicos oxidativos para la remocion de colorantes

Es el método quimico mas frecuente gracias a su simplicidad en la
aplicacion. El agente oxidante més utilizado es perdxido de hidrégeno (H205), el cual
necesita ser activado por diferentes factores como por ejemplo la luz UV, de esta forma
los métodos de decoloracion varian de acuerdo al método por el cual sea activado el
peroxido. Una vez realizado el proceso de oxidacion dara como resultado un anillo
aromatico clivado de la estructura molecular del colorante .

A continuacion en la Tabla N° 2.3 se muestra algunos métodos quimicos

para la remocion de colorantes en aguas.

Tabla N° 2.3.- Métodos quimicos para la remocién de colorantes en aguas

Nombre del | Caracteristica del Ventajas y Feerenes

Meétodo Proceso Desventajas

Tratamiento para .
] Produce cambio
aguas con biomasa

estructural de Martinez, et al

viva. Uso de :
: = compuestos
Reactivo combinacién de SI=A 2001
\ ) organicos, disminuye .
Fenton peréxido de Robinson, et al.

N toxicidad. Produccion 2001
hidrégeno y sulfato

Pl de floculantes no
ferroso, presicon y
deseados
temperatura.

i’ Decoloracion de
Oxidacion de
hid : efluente. Genera
idrocarburos, :
o 2 compuestos Robinson, et al
Ozonizacion | fenoles, pesticidas y o 2001
N secundarios toxicos,
aromaticos por )
] posee corto periodo
medio de ozono. B
de reaccion

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.3.- Métodos quimicos para la remocion de colorantes en aguas

Fotoquimicos

tratamiento con
rayos UV, en
presencia de
perdxido de

hidrégeno.

material organico,
reduccion de olores y
ausencia de lodos.

Altos costos.

Nombre del Caracteristica del Ventajas y Referencia
Método Proceso Desventajas
Degradacion de
colorantes por Oxidacién de

Robinson, et al
2001

Hipoclorito de

Ataca por medio del

cloro el grupo

No apto para

colorantes dispersos.

Robinson, et al
2001

colorantes.

colorante. Alto costo

sodio - Produccion de
amino del colorante. ) L
aminas aromaticas
Permite procesos de Y Robinson, et al
Curcubituril adsorcion de los

2001

Destruccién

electroquimica

Degradacion de
colorantes por
tratamiento

electroquimico.

No consumo de
quimicos, ni
produccion de lodos,
alta afinidad para
degradacion de
sustancias

recalcitrantes.

Robinson, et al
2001

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009

En la siguiente Tabla N° 2.4 se muestra algunos métodos fisicos para la remocion de
colorantes en aguas.
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Tabla N° 2.4. Métodos fisicos para la remocion de colorantes en aguas

Nombre del Caracteristica del Ventajas y Frrede
Método Proceso Desventajas
y Eficiencia solo
Decoloracion por bai dici
y ajo condiciones .
g 5 adsorcion e g Robinson, et al
sorcién ) o especificas de
intercambio idnico 2001
temperatura, pH,
con el colorante
etc.
No necesita
Decoloracion por | activacion y posee Robinson. et al
Turba adsorcion del bajos costos. 2001
colorante Puede ser
reutilizada.
No es tan eficiente
T » como otros
ecoloracion por .
. _, sorbentidih Robinson, et al
Viruta adsorcion del

colorante

necesitan repetidos
tiempos de
contacto.

2001

Carbon y Cenizas

Decoloracion por
adsorcion del

colorante

Alta superficie de
adsorcion

Robinson, et al
2001

Gel de Silicona

Remocion de
colorantes basicos

por adsorcion.

No tiene la misma
eficiencia con
todos los
colorantes.

Robinson, et al
2001

Materiales

organicos

Decoloracion por
adsorcion del
colorante.

Bajo costo, facil
regeneracion,
utilizacion

posterior.

Robinson, et al
2001

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.4.- Métodos fisicos para la remocion de colorantes en aguas

Nombre del Caracteristica del Ventajas y REferencia
Metodo Proceso Desventajas
Resistencia a
temperatura,
- ambientes
Clarifica, .
t quimicos y ataque
concentra y separa - :
Membranas de microbiano. Robinson, et al
.- los colorantes del ) 2001
filtracion Residuos
efluente de manera )
secundarios,
constante. }
tapnamiento de
filtro, no
reutilizacion.
. Altas
Rompimiento de ;
T concentraciones de Robinson, et al
Irradiacion \- oD 2001
accion de la
L\ = constantemente.
irradiacion.
Alto costo
Remocién de
Coagulacion colorantes por Baja remocion de Robinson, et al

electrocinética

adicion de sulfato
ferroso y cloruro
férrico.

colorantes acidos,

altos costos.

2001

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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2.4.2 Mecanismos bioldgicos para a remocién y degradacion de colorantes

La biorremediacion es el proceso mediante el cual desechos peligrosos son
convertidos biolégicamente en compuestos inofensivos, o por lo menos son

disminuidos sus niveles de toxicidad .

Los tratamientos bioldgicos han sido reconocidos como métodos efectivos
para el tratamiento de decoloracion y degradacion de colorantes en aguas residuales
industriales altamente contaminadas, adicionalmente se considera muy efectivo ya que
es considerado un tratamiento amigable con el medio ambiente, de baja produccion de
lodos y competitivo en cuanto a los costos requeridos 2. Actualmente son utilizados
sistemas aerobios y anaerobios, con hongos y bacterias para la decoloracion y
mineralizacion de los colorantes presentes en dichas aguas °. Durante estos
tratamientos bidticos, los contaminantes pueden ser metabolizados por los
microorganismos por reacciones bioguimicas redox, aunque también pueden realizar

reacciones de hidroxilacion, hidrdlisis, des-halogenacion y desalquilacion.

2.4.2.1 Tratamientos Bacterianos

El desarrollo de procesos en Biotecnologia encaminados hacia la
decoloracion de efluentes industriales, buscan obtener como meta principal, la
remocion de un amplio espectro de colorantes, asi como un alto porcentaje de
degradacion y decoloracion 4. Algunos factores ambientales pueden influenciar en la
decoloracion de las aguas residuales, tales como pH, temperatura y cantidad de
oxigeno disponible en el medio, ya que a ciertas condiciones, las moléculas de los
colorantes se pueden descomponer en compuestos de bajo peso molecular 2. De esta
forma podemos encontrar biotransformacién de tipo aerobia o anaerobia.
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Compuesto
Quimico

5. DESORCION

r - 6. ESTIMULACION DE
PRODUCCION DE

ENZIMAS
m 2. COMPLEJO
ENZIMATICO
roducto
4. LIBERACION

3. BIORREACCION

N

7

7. CRECIMIENTO
MICROBIANO

I

Figura N° 2.4.- Secuencia de eventos en un proceso de biotransformacion

bacteriana (Modificado de Barragan, 2004).

Durante el proceso de Biotransformacion, las enzimas con poder reductor
que se encuentran en células bacterianas, se unen con el compuesto quimico para
formar un complejo, (1), (2), el cual al reaccionar (3) produce derivados que pueden
ser liberados extracelularmente (4). Algunos procesos pueden influenciar en la
velocidad de la reaccion como la disponibilidad del compuesto (5), la capacidad
enzimatica del microorganismo por cambios genéticos (6) y el crecimiento de la
poblacion bacteriana que lleva a cabo la biotransformacion (7) *°.

Algunos colorantes no pueden ser degradados totalmente bajo
condiciones aerébicas, por lo cual es necesario emplear métodos anaerébicos y
aerobicos; un ejemplo de esto son los colorantes tipo diazo, los cuales son reducidos
por métodos anaerdbicos cuyo resultado es la produccidén de aminas aromaticas, las
cuales solo pueden ser degradadas bajo condiciones aerdbicas, por lo cual es necesario
la de los dos sistemas, De no producirse una degradacién completa estas aminas

aromaticas pueden causar un dafio superior al producido por los colorantes, ya que se
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ha reportado que poseen propiedades carcinogénicas o pueden crear mutaciones en los

nucleos de células intestinales de animales.

La biodegradacion de colorantes por bacterias, se da por la presencia de
enzimas con poder reductor. Estas enzimas actlan de forma mas efectiva en
condiciones medioambientales especificas como temperaturas de 30-40 °C, pH de 7-

8, aireacion, agitacion, entre otras 6.

Se ha demostrado el poder de las enzimas reductasas, como las azo.
Reductasas, para degradar compuestos con enlaces tipo azo, mejor que algunas
enzimas oxidasas (Lacasa, MnP). En la degradacién de compuestos tipo azo, uno de
los factores limitantes mas importantes es la permeabilidad que presenta la célula,

razon por la cual la degradacion del colorante se da por enzimas extracelulares 1718,

A continuacion en la Tabla N° 2.5 se muestran algunos ejemplos de
organismos como hongos o bacterias los cuales han sido estudiados desde hace
décadas para la remocién o degradacion de algunos colorantes empleados en el proceso
de tintura de las prendas en textileras.

2.4.2.2 Tratamientos Fungicos

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que
viven practicamente en todos los medios °. Son organismos eucariotas cuyas células
contienen mitocondrias, un ndcleo bien definido y otros organelos rodeados de
membrana, carecen de clorofila y cloroplastos, por lo que no fotosintetizan. Las células
de los hongos estan rodeadas de paredes celulares constituidas por quitina, un polimero
que consiste en subunidades de un azlcar nitrogenado y es el componente mas
resistente que la celulosa a la degradacién por microorganismos. Los hongos secretan
enzimas digestivas y después absorben al alimento predigerido a través de su pared
celular y membrana plasmatica %°.

La mayoria de los hongos estan constituidos por finas fibras que
contienen protoplasma, llamadas hifas, Estas a menudo estan divididas por tabiques
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Ilamados septos. En cada hifa hay uno o dos nucleos y el protoplasma se mueve a
través de un diminuto poro que ostenta el centro de cada septo, también existen hifas
Ilamadas cenociticas porque no se dividen en células individuales, sino que tienen el
aspecto de una ceélula gigante multinucleada alargada. La proliferacion de hifas,

resultante de este crecimiento, se llama micelio.

Los hongos se desarrollan mejor en habitats oscuros y himedo, requieren
humedad y pueden obtener agua de una atmdsfera humeda asi como del medio en que
viven, Cuando el ambiente se toma demasiado seco, los hongos sobreviven entrando
en una fase latente o produciendo esporas resistentes a la desecacion. EI pH 6ptimo
para ellos es de 6, sin embargo alguno hongos toleran ambientes con pH 2 a 9 y pueden
desarrollarse en soluciones salinas concentradas, o en soluciones azucaradas como
jalea, que dificultan o impiden la proliferacion de bacterias. Los hongos prosperan a

un amplio intervalo de temperatura.

Los hongos se reproducen por medio de esporas microscopicas, que
carecen de flagelos y son estructuras reproductivas inmdviles, dispersadas por el viento
o0 por animales. Suelen tener hifas aéreas en contacto con la atmdsfera, lo que permite
que sean llevadas por el viento a nuevas zonas. En algunos hongos las hifas aéreas
forman estructuras grandes y complejas en las cuales se producen esporas. Estas

estructuras se denominan cuerpos fructiferos o esporocarpos. 2°

Los hongos pueden producir esporas de manera sexual o asexual. Las
celulas fungales por lo general poseen nucleo haploide. En la reproduccion sexual, las
hifas de dos tipos de apareamiento genéticamente distinto se retinen y sus nucleos se
fusionan, formando un cigoto diploide. En dos grupos de hongos (ascomicetos y
basidiomicetos), las hifas se fusionan pero los dos nucleos distintos no se fusionan de
inmediato, si no que permanecen separados dentro del citoplasma fungal. Cuando la
espora fungal entra en contacto con una fuente de alimento adecuada, germina y
comienza a desarrollarse. Una hifa filiforme emerge de la diminuta espora y crece,

ramificandose con frecuencia. %%
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Tabla N° 2.5.- Microorganismos usados en la degradacion de colorantes textiles.

Microorganismo

Sustancia degradada

Referencia

Bacterias Sulfato

reductoras

Colorante azo terasil

disperso

Guerrero, et al.

Consorcio bacteriano

Colorante azo Amarillo 3

Haug,et al, 1991

Enterobacterias

Colorantes poliméricos

tipo azo y nitro

Brown,J.1981

SpHingomonas sp. BN6

Colorantes tipo azo

Russ, et al, 2000.

Bacillus sp.

Colorantes tipo azo

Maier, et al, 2004

Clostridium perfingens,
C.Paraputrificum

Azul directo 15

Rafii, et al., 1990

Klebsiella pneumoniae
RS-13
Acetobacter

liquefaciens S-1

N,N"-dimetil-p-
fenildiamina

Wong, P. &
Yuen,P., 1998

Streptomyces spp.,
PHanerochaete

chrysosporium.

Colorantes tipo azo

Pasti-Grigsby, et
al., 1992

Streptomyces
chromofuscus,
PHanerochaete

chrysosporium.

Colorantes tipo azo

Paszczynski, et al.,
1992

Consorcio Bacteriano

Colorantes tipo

trifenilmetano

Schluter, et al.,
2007

Tabla elaborada por Garzon Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.5.- Microorganismos usados en la degradacion de

colorantes textiles.

Microorganismo

Sustancia degradada

Referencia

Aeromonas hydropHila

Colorantes tipo azo,
antraquinona y

trifenilmetano.

Ren, et al., 2006

Bacteria no
identificada KMK 48

Colorantes

sulfonatados tipo azo

Kodam, et al., 2005

SpHingomonas

xenopHaga

1-aminoantraquinona
— 2-acido sulfénico
(ASA -2)

Lu, et al., 2007

Paenibacillus larvae

Colorante indigo

Ramya , et al., 2008

Aeromonas hydropHila

Colorantes tipo azo

Gonzales, et al., 2008

Citrobacter sp.

Colorantes tipo azo y

trifenilmetano

Sun —Young, et al.,
2002

Bacillus cereus.

Colorantes tipo azo e
indigoide

Pricelius, et al.,2007

Consorcio Bacteriano

Colorantes textiles
tipo reactivo y
disperso

Asgher, et al., 2007

Consorcio bacteriano

Rojo de metilo

Vijaya,P. & Sandhya,
S., 2003

Bacterias sulfato

reductoras

Colorantes basicos

Quezada, et al., 2000

Consorcio bacteriano

Azul disperso

Cruz y Buitron, 2000

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.5.- Microorganismos usados en la degradacion de colorantes

textiles.

Microorganismo

Sustancia degradada

Referencia

Aspergillus niger

Verde bésico 4

Anjaneyulu & Hima,
1997

Trametes sp.

Colorantes sintéticos

Anjaneyulu & Hima,
1997

Funalia troji

Rojo Astrozon

Yashilada, et al., 2002

Pseudomonas sp.

Verde basico 4

Mali, et al., 2000

Kurthia sp.

Verde basico 4

Singh, et al., 1999

Shingomonas

xenopHaga

Antraquinoide

Gonzales, et al., 2007

PHanerochaete

chrysosporium

Verde acido 20

Sani, et al., 1999

Cyathus sp.

Colorante trifenil

metano

Vasdev, et al., 1995

PHanerochaete
chrysosporium

Colorante tipo azo

Spadaro, et al., 1992

Trametes hirsuta

Colorantes tipo
basico, disperso y

antraquinoide

Abadulla, et al., 2000

PHanerochaete

chrysosporium

Rojo Congo y Verde
bésico 4

Ollikka, et al., 1993

Tabla elaborada por Garzon Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.5.- Microorganismos usados en la degradacion de colorantes

textiles.
Microorganismo Sustancia degradada RETCrENCia
Dichamitus scqualens,
I. Flavus, PH.
_ | Rojo reactivo (diazo) | Chander, etal., 2004
Crysosporium, PHlebia
fascicularia
T. Versicolor NR5, Azul novatic B | Keharia, etal., 2002
Colorante
T. Versicolor o Guo, etal., 2008
antraquinoide

Tabla elaborada por Garzdn Jiménez ,2009

Los Hongos poseen una capacidad para degradar compuestos aromaticos
complejos, como parte de su metabolismo natural, participan en la degradacién de
diversos compuestos xenobidticos, incluyendo los colorantes sintéticos usados en la
industria. Muchos basidiomicetos y ascomicetos han sido usados en la decoloracion
de colorantes. Esto puede deberse a que los filamentos fangicos, son menos sensibles
a variaciones en temperatura, pH, nutrientes y aireacion > adicionalmente gracias a su
alta tasa metabdlica y a su rapida colonizacion de superficies que permite un

crecimiento rapido sobre un soporte si se desea movilizar.

La lignina es un biopolimero aromatico complejo; es el segundo polimero
en abundancia después de la celulosa, constituye cerca del 15% de la biomasa terrestre
y su fuente natural es la madera, donde se encuentra en una proporcion del 20% al
35%.

Solamente un pequefio nimero de microorganismos son responsables de
la biodegradacion de la lignina, el grupo mas importante lo constituye los hongos de
podredumbre blanca. El sistema enzimatico extracelular de estos organismos, se basa
fundamentalmente en la produccién de radicales libres, permitiendo que las enzimas

sean cataliticamente activas sobre diversos sustratos organicos. Las enzimas mas
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significativas son las Lacasas, Lignino Peroxidasa (LiP), Manganeso Peroxidasa
(MnP) y Veratril Peroxidasa (VP), que tienen una potente capacidad oxidante 202,

Gracias a la gran cantidad de compuestos xenobidticos que pueden ser
degradados por estos hongos, se les ha dado un muy importante lugar en procesos de
biorremediacion. Estos hongos tienen la capacidad de degradar sustancias como
diocinas, biofenilos policlorinados (PCBs), hidrocarburos policiclicos aromaticos,
plaguicidas clorados y organofosfatados, entre otras 1°.La accion de estos hongos sobre
los colorantes se basa en la no especificidad del sistema enzimatico para

despolimerizar y mineralizar la lignina.

Algunos de los hongos de podredumbre usados son: PHanaerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Hirschioporus larincinus,
Inonotus hispidus, PHIebia tremellosa, Coliorus versicolor, Aspergillus sp. entre

otros™.

2.4.2.3 Accion enzimética de los hongos de podredumbre blanca (Hongos

xiléfagos)

Durante los setenta, se descubri6 la accion de diversas enzimas
extracelulares capaces de realizar la ruptura oxidativa de anillos aromaticos, en
presencia de peroxido de Hidrogeno. Estas enzimas compartian caracteristicas con las
hemoproteinas transportadoras de oxigeno y eran peroxidasas y fueron denominadas
Manganeso Peroxidasa y Lignina Peroxidasa.

Pocos afios atras se descubrié una MnP versétil (VP) en los géneros
Pleurotis y Bjerkandera. Esta enzima conjuga las propiedades cataliticas de LiP y
MnPZ,

Existe una cuarta enzima, fenol oxidasa, la cual tiene la capacidad de
reducir el oxigeno molecular a agua y es capaz de oxidar compuestos no fendélicos de
la lignina, en presencia de compuestos redox 2.

Estas enzimas lignoliticas pueden actuar separadas o en cooperacion,
dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o méas 2.
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Ademas de estos sistemas enzimaticos, se ha considerado que la
participacion de compuestos de bajo peso molecular es también esencial en la

degradacion de lignina.

Esto se postula debido a que la lignina en su estado natural es
inaccesible para enzimas tales como la LiP y MnP. Entre los cofactores importantes
para la transformacion de la lignina se encuentran el manganeso, el alcohol veratrilico,

el oxalato y el 2-coro-1,4-dimetoxibenceno 2.

La enzima manganeso peroxidasa (MnP) es una hemoproteina que

cataliza la oxidacion de Mn*2 a Mn*3, la cual es dependiente de H,0».

El Mn *3, es quelado por diferentes acidos organicos como glicolato u
oxalacetato, y puede oxidar a una amplia variedad de compuestos fendlicos, entre ellos
a los anillos aromaticos de los colorantes azo. El centro activo de la enzima es oxidado
por el peroxido de hidrégeno, para generar un intermediario deficiente de un par de
electrones, conocidos como el componente 1. Dicho componente puede ser reducido
ya sea por Mn*? o por sustratos fenélicos, generando el componente I1. El ciclo es
completado cuando el componente 1l gana un electron, produciendo que la enzima

detenga su actividad.

La MnP es especifica es sus sustratos y solamente el Mn*? puede
completar eficientemente su ciclo catalitico. Estudios cinéticos han demostrado que el
compuesto | de la MnP puede ser reducido tanto por Mn *2 como por compuestos

fenolicos, mientras que solamente el Mn *2 reduce el compuesto 11 2L,

El Mn*3 generado por la MnP es una especie altamente oxidante con el
inconveniente de ser altamente inestable en medio acuoso. Para superar este
inconveniente los hongos lignoliticos secretan acido oxalico (y otros acidos como el
malonico) que acomplejan el MnP *3. Estos acidos carboxilicos forman complejos
estables con el Mn *3 capaces de difundir a través de la estructura de la pared celular
vegetal y que actian como oxidantes de compuestos fendlicos 2.
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Figura N° 2.5.- Esquema de Accidn de la MnP. (Fernandez, et al 2007)

Otra de las enzimas implicadas en el proceso de degradacion de

colorantes es la lignina peroxidasa (LiP).

Esta enzima, tiene semejanza con las otras peroxidasas, en que contiene
al grupo hemoférrico y funciona siguiendo la via catalitica, en que la LiP es oxidada
por el peréxido de hidrégeno, generando un intermediario deficiente de electrones el
cual es conocido como compuesto I; dicho componente puede ser reducido ya sea por
un donador de electrones o por sustratos fenélicos, generando el compuesto Il el cual
regresara a su estado de reposo inicial por medio de una reduccion posterior, que dara

como resultado un compuesto fenolico oxidado y agua 2.

Las peroxidasas lignoliticas difieren en los sustratos reductores (AH)
que son oxidados por la transferencia de un electron a los compuestos 1 y II. La LiP es
relativamente inespecifica en sus sustratos reductores. Puede oxidar compuestos
aromaticos de alto potencial redox tales como el alcohol veratrilico, metoxibencenos

y modelos diméricos no fenélicos de lignina 2.
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El amplio rango de sustratos para la LiP, que incluye moléculas
aromaticas pequefas y de mayor peso, sugiere que debe haber al menos un sitio de

union localizado en la superficie de la enzima 2.

Cofact
l Compuesto |

Enzima nativa Fe IV=0[P+]

Compuesto Il
Fe IV=0

H 202
H,0

Compuesto Il

Felll=0,

Figura N° 2.6.- Esquema de accion de la LiP (Fernandez, et al 2007)

Recientemente se describid una tercera peroxidasa ligninolitica en los
géneros Pleurotus y Bjerkandera. A esta enzima se le denomino verséatil peroxidasa
(VP). La VP, diferente de la MnP y LiP de P. chysosporium, es capaz de oxidar MnP*2

a MnP*? y catalizar reaciones sobre sustratos aromaticos en ausencia de MnP *2 21,

Ademas se encontré que posee una alta afinidad hacia el MnP*2,
hidroquinonas y colorantes. También es capaz de oxidar al alcohol veratrilico (a
veratril aldehido), dimetoxibenceno y dimeros de lignina, aunque con menor afinidad
que la LiP.

El ciclo catalitico de la VP combina los ciclos de la LiP y la MnP. Sus
caracteristicas basicas son comunes a la mayoria de la peroxidasas. Sin embargo, la
VP es Unica ya que es capaz de oxidar sustratos aromaaticos como el alcohol veratrilico
(AV) a su correspondiente radical AV, el MnP*2 a MnP*? y sustratos que la LiP sdlo

oxida en presencia de alcohol veratrilico. El ciclo de la VP incluye la sustraccién de
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dos electrones de la enzima en estado basal por el peroxido de hidrégeno para producir
el compuesto IBAB (C-IBAB), que contiene un oxo- Fe IV =0 y un radical cationico
en la porfirina. La reduccién en dos reacciones de un electron produce el compuesto
IIBAB (C-1IBAB), que contiene un oxo-Fe 1V=0. Y después, la forma basal de la
enzima. El ciclo también incluye el compuesto IBBB (C-IBBB), que contiene un oxo-
Fe IV=0 y un radical tript6fano (Trp) y el 1IBBB ( C-1IBBB), que contiene un Fe IlI
y un Trp involucrado en la oxidacién de AV y otros compuestos aromaticos de alto
potencial redox ( C-IBBB y C-1IBBB estan en equilibrio con C-IBAB y C-1IBAB,
respectivamente). El porcentaje de las formas A y B en las dos reacciones puede ser
variable y su participacion en la catalisis dependera de los sustratos disponibles. En
otras palabras, los compuestos IBAB y IIBAB predominaran durante la oxidacion de

MnP+2, mientras que un porcentaje del Trp sera necesario durante la oxidacion de AV.

Es importante mencionar que esta enzima oxida directamente
hidroquinonas y fenoles sustituidos, los cuales no son oxidados eficientemente por la
LiP o la MnP en ausencia de veratril alcohol o MnP+2, respectivamente. Incluso oxida
colorantes de alto potencial redox, los cuales solo son catalizados por la LiP en
presencia de alcohol veratrilico. Para esta enzima, los pH optimos para la oxidacion

de MnP*? y sustratos aromaticos son diferentes.

Para la oxidacion de MnP*2 el pH 6ptimo es 5, mientras que para los
compuestos aromaticos y colorantes es 3. Estos parametros son similares a los de MnP
y LiP, respectivamente.

Son dos los sitios de union a sustrato en las VVPs de P.eryngii, y B.
adusta. Uno exclusivo para el MnP*2 cerca del grupo hemo, y otro para los sustratos
aromaticos en donde tiene un papel fundalmental un triptofano superficial. El flujo de
electrones desde el tripstofano y el grupo hemo se ha demostrado en la VP de P.

Eryngii y se determin¢ para la VP de B. adusta.

Estudios bioquimicos muestran la existencia de una inhibicién no
competitiva entre la oxidacion de MnP*?y los sustratos organicos, como colorantes de
alto potencial redox e hidrocarburos aromaticos. Estos resultados apoyan la idea de la
existencia de dos sitios de oxidacion con afinidades distintas, que no se ven afectados
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por la existencia de dos sitios de oxidacion con afinidades distintas, que no se ven
afectados por la presencia del sustrato alterno que acttia como inhibidor 2L,

La accidn de estas enzimas peroxidasas, requieren la presencia de H20-,
como cofactor. Este es producido por enzimas generadoras de peroxido, como la Aril-
Alcohol oxidasa (AAO), y la glioxal-oxidasa. La AAO, es una flavo enzima
extracelular, la cual cataliza la oxidacion de alcoholes arométicos a los aldehidos
correspondientes. El aceptor final de electrones es el oxigeno molecular, lo cual deja
como producto H20, .1

Por altimo encontramos las enzimas lacasas las cuales son enzimas
fenol-oxidasas, de gran importancia en la biorremediacion del medio ambiente, ya que
oxidan algunos compuestos fenolicos (considerados altamente cancerigenos), llegando
incluso a polimerizarlos, provocando asi su precipitacion eliminandolos de las aguas
contaminadas por la industria petroquimica, textileras, de colorantes y pinturas, entre
otras. Las fenol oxidasas son enzimas que catalizan la oxidacién de un amplio espectro
de compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizando el oxigeno molecular como

aceptor de electrones, reduciéndolo a agua 2.

Esta enzima posee un centro activo compuesto por Cobre, el cual serd
oxidado por el oxigeno o por un compuesto aromatico, para generar un intermediario
deficiente de un par de electrones. Dicho componente sera oxidado nuevamente por
O2 o por sustratos fendlicos. El ciclo es completado gracias a cuatro oxidaciones

posteriores, lo cual provoca que la enzima vuelva a su estado relajado.

Cataliza la remocion de un electrén y un proton de hidroxilos fenolicos
o de grupos amino aromatico, para formar radicales libres fenoxilo y radicales amino,
respectivamente. Este grupo de enzimas, posee cuatro atomos de cobre en su estado

de oxidacion que les confieren una coloracion azul.

Esta enzima oxida no solamente acidos fendlicos y metoxifendlicos,
sino que también los descarboxila y ataca sus grupos metoxilo mediante la
desmetilacion o desmetoxilacion 2L,
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La utilizacion de sistemas mediador- lacasa es una alternativa
promisoria para procesos biotecnoldgicos con aplicaciones ambientales. Entre ellos,
los de blanqueo de la pulpa de papel, la decoloracion de colorantes textiles y la

oxidacion de hidrocarburos polinucleoaromaticos 2.

fo) Donador de e
2 - Compuestos
ENZIMA NATIVA Aromético
cu? (1)2Cu*? (Ill)-Cu2 (Il) f

Cu*Z(l)2Cu*2(I)-Cu2(l)

2AH
H,0 C>
2A°

Cal - s i L \ Cur()2Cu*(i)-Cu*z (1)

A° 2H* o,
Aceptor
Final de
2H . AH electrones

Cu*2 (1)2Cu2 (Ill)-CurZ (Il) cu(1)2Cu*2 (lll)-Cu* (1)

o <'> 0,2
H,0

Figura N° 2.7.- Esquema de accion de la enzima Lacasa (Fernandez, et al 2007)

o,

2.4.3 Caracteristicas de los organismos a usar

2.4.3.1 Hongos de podredumbre blanca (Hongos Xil6fagos)

Los hongos xiléfagos son conocidos como los hongos causantes de la
pudricion de la madera que es uno de los tipos de enfermedades mas comunes en los
arboles, y porque la pudricion debilita la madera y puede provocar fracturas en los
arboles, es una de las enfermedades mas importantes. La pudricion es considerada una
enfermedad porque causa un deterioro progresivo de las paredes celulares y de la
resistencia de la madera y puede interrumpir el flujo de savia en la albura cuando las

células mueren o reaccionan al avance de la pudricion 22,

La pudricion, amenudo asociada con otros defectos presentes en el arbol,
esta implicada en la mayoria de los fracasos en arboles. La pudricion puede afectar a
las raices lignificadas, troncos, y ramas. Por otro lado, un signo es la evidencia visible
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del agente causante de la enfermedad, como por ejemplo setas de pudricion de madera,

masas miceliares, rizomorfos, y champifiones .

No todos los hongos degradan la madera de la misma forma. Los dos
tipos bésicos de pudricidén — blanca y marron - pueden generalmente ser diferenciados
en campo. Estos tipos de pudricion realmente constituyen formas de ataque enzimatico
en la madera. De modo interesante, algunos hongos xiléfagos pueden llevar a cabo
mas de un tipo de ataque a un mismo huésped. Hay también tipos diferentes de
pudricion blanca y marron, las cuales dejan un modelo caracteristico de pudricion en
la madera, como son las bolsas de pudricién, las pudriciones fibrosas o las pudriciones

cubicas.

El ataque enzimatico del hongo debilita la madera degradando la celulosa
y la lignina de las paredes celulares y sustrayendo la lignina entre células. El ataque
fangico sobre la celulosa en las paredes celulares reduce la resistencia al pandeo,
mientras que la degradacion de la lignina afecta a la resistencia a la compresion de la

madera.

En general, el hongo causante de pudricion blanca reduce la resistencia a
la compresion de la madera principalmente, mientras que la pudricion marrén
disminuye su capacidad de pandeo. Una pérdida significativa de esta resistencia ya

ocurre incluso antes de que la pudricion sea detectada en la madera.

La mayoria de los hongos xil6fagos en los arboles causan pudricion
blanca. Los hongos de podredumbre blanca, deben su nombre a la capacidad que
presentan de crecer sobre material con alto contenido de Lignina como los troncos de
los arboles. Estos hongos remueven la lignina antes o al mismo tiempo que remueve
el componente de celulosa de la madera. Ya que la lignina es marrén o de color oscuro,
su degradacion deja la madera de un blanco palido o decolorado aspecto en los ultimos
aspectos de la pudricion. Son microorganismos eucariéticos, heterotroficos,
saprofiticos; cuya pared celular posee una mezcla de compuestos fibrilares y amorfos.
Dentro de los fibrilares se encuentran principalmente la quitina y la celulosa. Otros
componentes son los glucanos, proteinas, polimeros de galactosamina y polimeros de
manosas. Son organismos filamentosos, en su mayoria con esporas no flageladas que
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pueden variar en un tamafio de 5-20 um; tienen una doble pared y su forma puede ser
esférica, cilindrica o globosa; y su color oscila entre blanco, rosa, ocre, amarillo.

La madera consiste principalmente de tres componentes, lignina, celulosa
y hemicelulosas. La celulosa es un polimero de anhidrido glucosa con uniones 1-4.
Las hemicelulosas consisten de polimeros similares de glucosa con otras uniones o
polimeros de monosacaridos diferentes a la glucosa. La lignina es un polimero
complejo de unidades fenodlicas. La madera de coniferas en general tiene un mayor
contenido de lignina (27-35%) que la madera de angiospermas dicotiledéneas o
"maderas duras” (19-24%).

Los hongos de pudricién blanca tienen un sistema de enzimas celulasa y
lignasa que le permiten degradar todos los componentes de las paredes celulares de la

madera. Algunos, sin embargo, remueven lignina mas rapido.

2.5 Inmovilizacion

Para minimizar el impacto de factores como perdida de biomasa, cambios en
pH y temperatura, que pueden causar susceptibilidad a los microorganismos que
afectan a su vez el desempefio de los sistemas biol6gicos, y lograr un sistema mas
eficiente, se ha impulsado el uso de nuevas técnica, entre ellas la inmovilizacion de la

biomasa activa 2.

Se define a la Inmovilizacion celular como la ubicacion de células en un
espacio o region especifica, de forma natural o inducida, en la cual son capaces de

mantener una actividad catalitica deseada %*.

Dicha inmovilizacién se da gracias a procesos de adherencia a superficies 0 a
otros microrganismos, debido a alguna estructura celular o a sustancia que segregan.
Puede darse de forma artificial o inducida, atrapando en espacios o poros de fibras y

geles, etc.) ?°

Bajo muchas condiciones las células inmovilizadas tienen ventajas sobre las
células libres y las enzimas inmovilizadas. El uso de células inmovilizadas permite la
operacion de biorreactores a velocidades de flujo que son independientes de la
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velocidad de crecimiento empleadas. La estabilidad catalitica puede ser mayor para

células

inmovilizadas que para células

libres y algunos microorganismos

inmovilizados toleran concentraciones mas altas de compuestos tdxicos que su

contraparte no inmovilizada 2°.

Diversos soportes son usados para la inmovilizacion de los microorganismos.

Pueden ser de naturaleza sintética o natural, y en ambos casos puede ser una

inmovilizacion activa si hay atrapamiento de microorganismo, o pasiva si solo hay

fijacion de este a la superficie del soporte, formando biopeliculas %'

Tabla N° 2.6.- Soportes usados en la inmovilizacion de microorganismos usados

en procesos de biorremediacion.

Tipode | Tipo Microorganismo Sustancia )
Soporte ) ) . Referencia
soporte | inmov. inmovilizado tratada
Chlorella sorokiniana
L Metal
Porpghyridium etales, Mazananci
Luffa solorantes,
iy~ Natural | Pasiva REECNtTE _ y Unyayar
cilindrica sustancias
Penicillium trogii cloradas 2005
T.versicolor
Luffa Fungicida | Pattanasupo
cilindrica, fibra | Natural | Pasiva | Consorcio bacteriano | carbendazi ng, et
de coco m al.,2004
Fibra de .
_ PHanerochaete Barragén,et
madera de Natural | Pasiva ) DDT
chrysosporium al,2007
papaya
Cubos de _ PHanerochaete ) Igbal y
Natural | Pasiva ) Zinc (I1)
madera chrysosporium Saeed,2006

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.6.- Soportes usados en la inmovilizacion de microorganismos

usados en procesos de biorremediacion.

Tipode | Tipo Microorganismo Sustancia )
Soporte ) ) . Referencia
soporte | inmov. inmovilizado tratada
Fibras de o _ Consorcio de bacterias Diaz,
) ) Sintetica | Pasiva Petroleo
polipropileno halotolerantes etal.2002
Perlas de
vidrio, perlas o ] ) i Fava,et
. Sintética | Pasiva | Consorcio bacteriano PCB
de silice, cubos al.1996
de poliuretano.
Espuma de Etilacetato, | poronina. et
poliuretanoy | Sintética | Pasiva Prototheca zopfii
polivinil metilacetato | 2l 2006.
Wang y
Li,2007
Fenol 1,2-
Pseudomona Putida | dicloroetano | Mileva,et
al, 2009
Klebsiella oxytoca
Carb6n Natura P Eenol Annadurai,et
atura asiva eno
activado Pseudomonas al,2008
pictorum
Annadurai,et
Pseudomonas sp. Colorantes al,2000.
textiles
Barragan, et
al, 2007
Polisulfano, o ] PHormidium Metales Blanco, et al,
) o Sintética | Activa )
resina epoxica laminosum Pesados 1999

Tabla elaborada por Garzén Jiménez ,2009
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Cont. Tabla N° 2.6.- Soportes usados en la inmovilizacion de microorganismos

usados en procesos de biorremediacion.

Tipode | Tipo Microorganismo Sustancia )
Soporte ) ) . Referencia
soporte | inmov. inmovilizado tratada
Sintética
Espuma de Pasiva
poliuretano
Alginato de Natural et o i Chivita, et al,
. ctiva seudomonas sp. eno
calcio 2003
Alginato de
calcio Natural | Activa
k-carragenano
(CGN) Rojo activo
S L uteols Y28 Chang, et al,
P seudomona Luteola
Poliacrilamida 2001
(PAA) Ne
Sintetica
Natural Bandh g
. andhyopa
Alginato de Fenol
lci hay,et al,
calcio ; ;
Activa Pseudomona Putida 1999
Dominguez,
Alginato de Colorantes
_ Natural | Activa | Trametes versicolor _ etal, 2005
calcio textiles
Tabla elaborada por Garzon Jiménez ,2009
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CAPITULO 111

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de Ejecucién

El trabajo de tesis fue ejecutado en el Laboratorio del Instituto de Medio
Ambiente y Energia (IEM) de la Universidad Catolica San Pablo.

3.2 Materiales

MATERIAL BIOLOGICO

» Hongos Xil6fagos de la selva Peruana (Departamento de Madre de Dios).
MUESTRA EN ESTUDIO

» Se empleod en el siguiente estudio 3 colorantes Reactivos: Synozol yellow K-

3RS, Synozol red K-3BS, Negro Super Novacrom G.
MATERIAL

» Placa Petri (vidrio)

» Beaker de 250, 500 y 1000 ml
» Matraz Erlenmeyer de 250 ml
» Pipetas graduadas 1,5y 10 ml
» Propipeta

» Papel Aluminio

» Marcador

» Bagueta

» Mechero

» Gradilla
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» Tubos de ensayo de 15 y 20 ml
» Cinta adhesiva

» Tapones de corcho

» Manguera de polopropileno
» Crucetas

» Llaves de control de flujo
» Jeringas

» Plancha de corcho

» Tubos de Vidrio

» Guantes

» Barbijo

» Papel Toalla

» Lentes de Seguridad

REACTIVOS

» Agar Nutritivo

» Agar PDA

> Peptona

» Glucosa

» Extracto de Levadura
» Agua destilada

> Acido Sulfarico

» Hidrdxido de sodio
» Agar — Agar

» CaClz H202

» KH2PO4.H,0

» MgSOa. 7TH20

» MnSOa. 7TH20

» NH4CI
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EQUIPOS

Los equipos empleados en la presente investigacion estan calibrados y verificados.

» Autoclave
Marca: Gemmy Modelo: SA-232

» Centrifuga
Marca;: BOECO Modelo: XC-2000

» Balanza Analitica ( Max= 200g ; d= 0.001 gr)
Marca: Radwag Modelo: WTB-200

> Incubadora
Marca: Memmert Modelo: IF-110

» Termoagitador
Marca: CIMAREC

» Espectrofotometro
Marca: UNICO Modelo: 2800 UV/VIS

3.3 Metodologia
3.3.1 Aislamiento de Hongos Xiléfagos
3.3.1.1 Recoleccion de Hongos Xil6fagos

La recoleccion de los hongos se realizé en el Fundo “El Bosque”, el cual

pertenece a la Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios en el departamento
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de Madre de Dios, con una temperatura media de 27°C y una humedad relativa
promedio de 82%.

Se recolectaron diferentes de hongos presentes en tallos de arboles los
cuales presentaban la caracteristica de degradacion de Lignina.

Se trabajé todo el momento con guantes quirdrgicos por seguridad propia
y por no contaminar la muestra, para obtener los hongos se extrajo una parte de la
corteza la cual incluye al hongo y se coloco en bolsas de papel limpias para su traslado

inmediato a la ciudad de Arequipa.
3.3.1.2 Aislamiento de los Hongos Xil6fagos en medio PDA

Una vez en la ciudad de Arequipa en el laboratorio IEM de la Universidad
Catolica San Pablo se preparé medio PDA compuesto por Papa (200 gr/L), Dextrosa
(20 gr/L) y Agar — Agar (15gr/L). Para preparar el medio primero se puso a hervir la
papa y posteriormente se agregd la dextrosa y el agar — Agar. Se somete a coccion
hasta que no haya presencia de grumos.

Al tener el medio disuelto, se colocé dentro del autoclave por 15 minutos
a 121 °C a 15 psi para esterilizar el medio.

Una vez que finalizo la esterilizacion se coloco el medio en placas Petri,
todo dentro de una camara de siembra para evitar la contaminacion.

Se dejo las placas cerradas de un dia para otro para tener la certeza de que
no hubo contaminacion.

Para la siembra de hongos se colocaron dos mecheros dentro de la camara
de siembra y se desinfecté el cuerpo fructifero sin que fuera letal para las hifas, ya que
es fuente de una amplia contaminacion por bacterias, mohos, etc. Se tdmo el sombrero
y se cortd con un bisturi estéril, pequefios cuadrados de 5 mm aproximadamente. Los
trozos se dispusieron en placas Petri estériles y se desinfectaron con Hipoclorito de
Sodio al 3% por 30 segundos para luego enjuagar con agua destilada estéril por un
minuto. Para finalizar se sembraron los trozos de cada hongo en superficie de agar
PDA solido.

Las placas con los hongos se colocaron dentro de una incubadora a 30 °C
por 3 dias o hasta observar crecimiento para luego realizar replicas.
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3.3.2 Seleccion e Identificacion de Hongos Xil6fagos a evaluar
3.3.2.1 Colorantes a usar

Se seleccionaron los 3 colorantes mas representativos de acuerdo a su uso
en las textileras y su aplicacion a la fibra.
Los colorantes a usar son Synozol yellow K-3RS, Synozol red K-3BS y

Negro Super Novacrom G.

3.3.2.2 Seleccion de cepas para la evaluacion

Para seleccionar las cepas a evaluar en medio liquido con colorante, se
preparé medio Radha modificado con adicion de cada colorante los cuales se estan
evaluando (Synozol Amarillo, Synozol Rojo, Novacrom Negro) en dos
concentraciones (250 ppm como concentracion minima y 1500 ppm como
concentracion maxima), dicho medio esta compuesto por KH2PO4 (2gr/L), NH4ClI
(0.05 gr/L), MgSO4 7H20 (0.5 gr/L), CaCl> 2H,0 (0.1 gr/L), Agar-Agar (15 gr/L),
solucién traza (10 ml/L de medio) compuesta de MnSO4 0.5 gr/L, FeSO4 0.1 gr/L,
ZnSO4 7H,0 2 adicionado de 4 gr/L de sacarosa para inducir el crecimiento a pH
neutro, los ensayos se realizaron tomando del cultivo de medio PDA de cada hongo,
un trozo rectangular de aproximadamente 5 mm x 5 mm y se sembro en el centro de
cada placa Petri con el medio Radha mas colorante. Se incubo a una temperatura de

30 °C y se evaluo el crecimiento radial durante 8 dias.

Cada 24 horas se midio el halo de colonizacion del micelio para poder
determinar los hongos con mejor crecimiento en la posterior evaluacién en medio
liquido.

Dicho proceso se realizé por duplicado.
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3.3.2.3 Caracterizacion e identificacion de Hongos Xil6fagos

La caracterizacion se realizé mediante la observacion macroscépica de los
hongos en la placa con medio PDA tomando en cuenta el color de la cepa, su tipo de
crecimiento y posteriormente se realizé una caracterizacion molecular.

La extraccion de ADN, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
realizo en el laboratorio “ADN Uchumayo” y la secuenciacion en Estados Unidos. Se
comparo la secuencia utilizando el BLAST con las secuencias del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI).

3.3.3 Evaluacion de la Espuma de Poliuretano como soporte de

inmovilizacion.

En este trabajo, se empleé espuma de poliuretano de alta porosidad ya
que permite retener a las células sin limitaciones para el sustrato e incluso para el

oxigeno 2%,

Otra de las razones por las que se emple6 espuma de poliuretano como
carrier es su fécil disponibilidad, bajo costo, altamente estable y permite mayor

viabilidad de las células inmovilizadas durante varios usos. %!
3.3.3.1 Inmovilizacién del hongo xil6fago en medio liquido

Se realizé un cultivo de biomasa en 4 matraces de 500 ml de medio liquido
Radha modificado el cual estd compuesto por KH2PO4 (2gr/L), NH4Cl (0.05 gr/L),
MgSO4 7H20 (0.5 gr/L), CaClz 2H20 (0.1 gr/L), solucién traza (10 ml/L de medio) la
cual contiene MnSO4 0.5 gr/L, FeSO4 0.1 gr/L, ZnSO4 7H20 vy adicionalmente se
agregd Sacarosa ( 10 gr/L) 2 a pH neutro con una placa entera de cada hongo (
pequerios trozos) en cada matraz haciendo un total de 2 matraces por cepa, luego de
crecer por 2 dias en medio sélido PDA.

El cultivo se realiz6 durante 4 dias a una temperatura de 30°C.

Posteriormente se cortaron cuadraditos de espuma de poliuretano de 1cm
por 1 cm teniendo un peso de 0,018 g. para cada cuadradito.

Una vez que se tuvo todos los cuadraditos, en un recipiente se esterilizaron
con alcohol de 70% por dos minutos. Luego se enjuago con agua destilada y se tratd

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

de que queden los més secos posibles para que entren en contacto con el hongo del
matraz de 500 ml.

Dentro de la camara de siembra en presencia de mecheros se introdujo los
cuadraditos de espuma de poliuretano a los matraces que contenian los hongos para
que se dé la inmovilizacion.

Se dio la inmovilizacion por 5 dias.
3.3.3.2 Cantidad de biomasa inmovilizada en espuma de Poliuretano

La cantidad de biomasa inmovilizada en los cuadradito de espuma de
Poliuretano fue medida por medio de la técnica de peso seco. Para esto se estandarizo
el peso inicial de los cuadraditos de espuma de Poliuretano, 0,018 g equivalente al
peso obtenido a un cuadradito de 1 x1 cm. Una vez inmovilizadas durante cinco dias
se realizaron pruebas para poder determinar el dia en que se da la maxima colonizacion
de la cepa fungica, para obtener el peso de la biomasa seca se aplico la siguiente

formula:

P Hongo = Ps - Pi
Donde:
® P Hongo = peso de hongo en gramos
o Pt = peso final ( espuma con hongo inmovilizado)
o P = peso inicial ( espuma sin inmovilizar)

3.3.3.3 Seleccion de longitud de onda de mayor absorcion para cada

colorante

Con el fin de conocer la longitud de onda méaxima de cada colorante
teniendo en cuenta 3 pH diferentes (pH 6, pH 8 y pH 10) se prepard una solucion a 40
ppm Yy se realiz6 un barrido de longitudes de onda con intervalos de 50nm entre 700
nm y 300 nm.
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Se analizaron los resultados y se tomaron 3 longitudes de onda donde se
dieron los valores mas altos.

Se realiz6 un segundo barrido entre las 3 longitudes de onda con valores
de absorbancia mas altos pero esta vez con intervalos de 5 nm.

Una vez que se obtuvo la Longitud de onda de mayor absorcién se prepard
soluciones de 50 ppm, 25 ppm, 12.5 ppm, 6.25 ppm y 3.125 ppm permitiendo obtener
una ecuacion de linea recta para calcular la concentracion en ppm o mg/L presentes en

una muestra determinada.
3.3.3.4 Pruebas de Absorcion de Espuma de poliuretano

Con el fin de determinar la verdadera concentracion de colorante removido
durante el experimento por cada uno de las cepas fungicas a evaluar, y poder
determinar el valor de la concentracion de colorante absorbida por el soporte se realiz6
pruebas de absorcion para los cuadraditos de espuma de poliuretano de 0.018 gr.

Se realizaron las pruebas con cada uno de los colorantes con una
concentracion de 40 ppm en un matraz de 250 ml y se colocé 12 cuadraditos de espuma

de poliuretano sin hongo.

Diariamente por 7 dias se evalud si la absorbancia de la solucion con

colorante disminuia.

3.3.4 Evaluacion de la influencia de factores Aireacion, pH, Temperatura,

Colorante y Cepa en medio liquido.

Mientras se daba la inmovilizacion, en simultaneo, se elaboré primero un
sistema el cual tendria aireacién para luego elaborar el mismo sistema pero sin
aireacion. El sistema se armo con matraces de 250 ml, los cuales en la parte superior
Ilevaban tapones de caucho que tuvieron 3 perforaciones para que puedan pasar tubos
de vidrio de 0.9 cm de diametro.

Cada tubo de vidrio tuvo una funcién diferente. EI primer orificio era para
que pueda ingresar aire el cual provenia de un motor para peceras, el segundo orificio

era para poder conectar una jeringa de 5ml y de esta manera sacar muestras diarias y
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evaluar el color por medio de absorbancias en un espectrofotometro UV/VIS, el tercer
orificio era para el escape del aire que ingresaba.
A continuacion en la Figura N° 3.1 se muestra un disefio de un matraz con

las 3 perforaciones en la tapa de caucho.

Figura N° 3.1.- Disefio de matraz con 3 perforaciones en la tapa de caucho.

Donde:

1: La perforacion corresponde a la entrada de aire.

2: La perforacion corresponde a la salida de aire

3: la perforacion corresponde a la toma diaria de alicuotas empleando una

jeringa de 5 ml.

El sistema se evalud en fase a 5 factores, los cuales se dividen en factores
cualitativos y factores cuantitativos. Como factores cualitativos se tiene a Cepa,
Aireacion, Colorante, Temperatura y como factor cuantitativo se tiene a pH. El sistema
se armd de la siguiente manera:

Se colocaron matraces en filas de 3 por columnas de 6. Las filas
determinaban los 3 pH diferentes a usar (pH 6, pH 8 pH 10) y las columnas se referian
a los 3 colores diferentes que se evaluaron (Synozol Amarillo, Synozol Rojo,
Novacrom negro). Las 3 primeras columnas correspondian a la cepa 15 y las siguientes
3 a la cepa 32. Todos los matraces llevaban en la parte superior el tapon de caucho y
mediante mangueras se interconectaban para que puedan recibir aireacién la cual
provenia de motores usados en peceras para oxigenar. Dicho sistema de realiz6 a

Temperatura Ambiente y dentro de la incubadora para evaluar a temperatura de 35 °C.
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Se us6 un total de 4 motores, el primero para los 3 colorantes con los 3 pH
de la cepa 15 a temperatura ambiente, el segundo para los 3 colorantes con los 3 pH
de la cepa 32 a temperatura ambiente, el tercero para los 3 colorantes con los 3 pH
diferentes de la cepa 15 a 35°C y el cuarto motor para los 3 colorantes con los 3 pH
diferentes de la cepa 32 a 35°C.

A continuacion en la figura N° 3.2 se muestra un diagrama del sistema que

se elabor6 para la cepa 15 y cepa 32 a temperatura ambiente.

Columna Columna Columna Columna Columna Columna
1 2 3 4 5 6
Fila 3 f__.ll.\ ;f B r,’i A : ,fi_:\\ Ifl_..ll\ ;f_'\‘* |
: ;.f-_ :\_‘ #'f =) :.:\'\. ) :,:\\. : : /m —:\ ﬁ; - :\\ ;. - :\\ :
N G N NSRS S NS B N G S G S G B
A g /7 :'7Qqg2 98 [ .
me | /A /A /A L A A A
L e\ e\ e\ i e\ e\ e\
L /= je”\ ;e jm—-\ [\
N VAN G I U I N G B GERD B G B
flar o / A / - I A / R\ / A
Y S [\ [\ Y S\ f o\ fo
L /@7 @7\ L ™1\ /™

CEPA 15 CEPA 32

Figura N° 3.2.- Diagrama del sistema elaborado para la remocion de colorantes

empleando las cepas 15 y 32 a temperatura ambiente

Donde:

e Filal : corresponde a pH 6
e Fila2 : corresponde a pH 8
e Fila3 : corresponde a pH 10

e Columnal :corresponde a color Synozol Amarillo
e Columna?2 : corresponde a color Synozol rojo

e Columna3 :corresponde a color Novacrom negro
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e Columna4 : corresponde a color Synozol Amarillo
e Columna5 : corresponde a color Synozol rojo

e Columna6 :corresponde a Novacrom negro

Se preparo las soluciones las cuales contenian el colorante a evaluar (40
ppm) mas el medio mineral el cual estd compuesto por KH2PO4 (2gr/L), NH4Cl (0.05
gr/L), MgSO4 7H20 (0.5 gr/L), CaCl2 2H20 (0.1 gr/L), solucion traza (10 ml/L de
medio) compuesta de MnSO4 0.5 gr/L, FeSO4 0.1 gr/L, ZnSO4 7H.0 0.1 gr/L y se
adicion0 sacarosa ( 4gr/L) para que pueda inducir a la remocion del colorante por parte
de la cepa 15 y 32. Cada matraz tenia como volumen final 250 ml.

Para llegar a los pH deseados se emplearon Buffers (Buffer fosfato y buffer
acetato) y de esta manera mantener los pH constante durante el tiempo de evaluacion.

Se adicion¢ a cada matraz 12 cuadraditos de hongo (Cepa 15 y Cepa 32)
inmovilizados en espuma de poliuretano para que se dé inicio a la evaluacion de
remocion de los colorantes.

La evaluacion fue de un tiempo de 7 dias, dicha evaluacién consistia en
obtener muestra de 4 ml de cada matraz (colorante) empleando la jeringa de 5 ml.
Posteriormente se centrifugaba por 5 minutos a 4000 rpm para que sedimente cualquier
particula que se encuentre en el medio y no se tenga falsos resultados al momento de
realizar las lecturas en el espectrofotometro. Una vez que se tuvo las muestras
centrifugadas se leyo en el espectrofotometro a la maxima longitud de onda evaluada
previamente para cada colorante teniendo en cuenta los 3 pH diferentes.

Al cabo de los 7 dias de evaluacion se elaboré nuevamente todo el sistema
tanto para temperatura ambiente como para 35°C, pero esta vez la variable aireacion
fue modificada. En este nuevo sistema no existe aireacion pero las demas variables
permanecen iguales.

Se tuvieron soluciones blancos para los sistemas elaborados. Los blancos
consistian en la solucién con colorante mas medio mineral (Radha modificado)
adicionando cuadraditos de esponjas pero sin hongo, para de esta manera comparar
algun tipo de reaccion que se de.
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Al terminar la evaluacion se sembrd en agar solido PDA las cepas flngicas
provenientes de un cuadradito de espuma de poliuretano, para corroborar que la cepa

se encuentre viva.
3.3.4.1 Concentracion de colorante residual

La concentracion del colorante presente en la solucion se calculé midiendo
las absorbancias a la longitud méaxima de cada colorante usando como blanco de cada
colorante agua destilada. Como curva de calibracion se utilizé una solucién de cada
uno de los colorantes en concentraciones descendentes de 50 mg/L — 3.125 mg/L.

Para poder evaluar la influencia de cada uno de los factores, se ingresaron
los datos al programa estadistico Statgraphicss Centurion XV 'y de esta manera se pudo

determinar las mejores condiciones para remover colorante textil.
3.3.5 Evaluacion de la cinética de remocion de colorante

Después de obtener los resultados de remocion de colorantes empleados
en tintoreria de textileras de fibra celuldsica y determinar las mejores condiciones, se
analizaron los datos en el Software de analisis Origin Pro 9.0 para evaluar la cinética
de remocidn de cada matraz teniendo en cuenta los factores temperatura, pH, aireacion,

cepay colorante.

3.3.6 Desarrollo de modelo matematico para el sistema de remocion de

colorante

Finalmente se desarrolld6 un modelo matemético generalizado para el
sistema de decoloracion teniendo en cuenta variables sginificativas previamente
analizadas.

El modelo se desarroll6 en el programa estadistico Statgraphicss Centurion
XV.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El proyecto desarrollado buscé evaluar el potencial de hongos xiléfagos para la
remocion de colorantes de tipo reactivo, empleados en tintoreria de textiles
celuldsicos, ensayando para ello con tres colorantes: Synozol yellow K-3RS, Synozol
red K-3BS, Negro Super Novacrom G y trabajando con cepas especificamente aisladas

para tales fines.

A lo largo de la investigacion se obtuvieron resultados en cada etapa, los cuales se

muestran a continuacion:

4.1 Aislamiento de Hongos Xil6fagos
4.1.1 Recoleccion de Hongos Xil6fagos

Como se indico en los materiales y métodos, los hongos xil6fagos fueron
recolectados del Fundo “El Bosque” el cual pertenece a la Universidad Nacional
Amazédnica de Madre de Dios en el Departamento de Madre de Dios.

Se recolectdé un total de 32 especimenes de hongos los cuales se
encontraban en troncos de arboles que presentaban la caracteristica de degradacion de
lignina, lo cual fue un indicador importante para reconocer que los hongos
recolectados correspondian a los llamados “hongos de podredumbre blanca”, tal y
como se puede observar en la Figura 4.1, la cual muestra la presencia de hongos de
color blanco sobre un tronco caido el cual presenta degradacion de Lignina

evidenciada por observarse algunas partes blanquecinas en el tronco.
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Figura N° 4.1.- Hongos xiléfagos sobre un tronco con degradacion de Lignina

A diferencia de la presente investigacion, Cardona, se trabajé con hongos de
podredumbre blanca los cuales fueron otorgados por el departamento de Ingenieria
Quimica de la Universidad de Santiago de Compostela (Espafia), teniendo
conocimiento de que los hongos empleados, uno de ellos Phanerochaete
chrysosporium, presentan actividad lignolitica. Sin embargo en el actual trabajo
realizado los hongos son propios de la selva peruana y no son donados por alguna

institucion.
4.1.2 Aislamiento de los Hongos Xil6fagos

Se aislaron los 32 especimenes de Hongos en medio sélido PDA, a 30°C por
un tiempo de 3 dias. Al pasar los dias y realizar replicas, 18 hongos se contaminaron

y solamente quedaron 14 hongos con los que se pudo trabajar posteriormente.

A continuacion en la figura N° 4.2 se muestran algunos hongos aislados en
medio PDA.
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Figura N° 4.2.- Crecimiento de Hongos de Podredumbre Blanca en medio solido
PDA; A) Cepa N°18; B) Cepa N°15.

4.2 Seleccion e Identificacion de hongos xiléfagos a evaluar

Como se mencion6 en la seccion 4.1 de los 32 hongos aislados, debido a
problemas de contaminacion por factores externos, sélo se pudo continuar trabajando
con 14 de ellos los cuales corresponden a las siguientes cepas: Cepa 2, Cepa 7, Cepa
9, Cepa 10, Cepa 14, Cepa 15, Cepa 18, Cepa 19, Cepa 20, Cepa 21, Cepa 25, Cepa
26, Cepa 27, Cepa 32. Estos 14 hongos fueron sembrados en medio Radha modificado
adicionando en cada caso el colorante de interés a concentraciones de 250 ppm como
valor minimo y 1500 ppm como valor méximo, evaluando diariamente el crecimiento

por un periodo de 8 dias.

Cardona 33, ensay0 hongos de podredumbre blanca en medios solidos
adicionados con colorantes con una concentracion maxima de 100 ppm debido a que
evaluaba crecimiento y decoloracion, sin embargo, en la presente investigacion se
emplearon concentraciones superiores (250 ppm y 1500 ppm) debido a que la
evaluacion realizada se basé en el mayor crecimiento (maxima tolerancia de colorante)

que pueda presentar la cepa y no en la decoloracion.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNI\{ERSIDAD
i CATOLICA
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

REPOSITORIO DE

4.2.1 Colorantes a usar

Los colorantes seleccionados una vez revisado su uso, estructura, fueron

Synozol yellow K-3RS, Synozol red K-3BS y Negro Super Novacrom G.

Figura N° 4.3.- Colorantes reactivos empleados en la evaluacion de la remocién

de colorantes

4.2.2 Seleccion de cepas para la evaluacion

Para evaluar el crecimiento en medio sdlido, se dividio la placa en 4
puntos de referencia de acuerdo al area de 25, 50, 75 y 100 % de la placa, tal y como
se muestra en la Figura 4.4 , asignando un valor de 100% cuando se observo
crecimiento sobre toda la superficie de la placa, un 75% cuando el crecimiento se daba
sobre las % partes de la placa en forma radial y asi sucesivamente, de manera
descendente y progresiva, para los porcentajes de 50%, 25% y respectivamente, en
base al crecimiento de cada uno de los hongos aislados disponibles para de esta manera
seleccionar las cepas con mayor capacidad de crecimiento, ello con fines de

inmovilizacion y estudios de remocién en liquido.
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75%
50 %

25%
100 %

Figura 4.4.- Puntos de referencia en placa con medio radha con colorante.

Para la seleccion de las mejores cepas en cuando a capacidad de
crecimiento sobre los colorantes Synozol yellow K-3RS, Synozol red K-3BS y Negro
Super Novacrom G, se realizo el analisis estadistico respectivo mediante el software
estadistico Statgraphics Centurion XV, comparando el crecimiento alcanzado al
octavo dia de evaluacion. Los resultados del crecimiento diario expresado porcentaje

de las 14 cepas se muestran en extenso el Anexo N°03.

En la Figura 4.5, la cual muestra las curvas de crecimiento en placa de
los 14 hongos xiléfagos sometidos a diferentes concentraciones de colorante como
Unica fuente de carbono, se puede observar en A) y B) el crecimiento sobre el colorante
Synozol Amarillo a 1500 ppm y 250 ppm respectivamente , identificando que a 1500
ppm las cepas que no presentan un crecimiento favorable son las cepas 18,14,9, 21y
25, ésta UGltima presento un crecimiento del 25% a 250 ppm y fue inhibida
completamente a 1500 ppm. Asi mismo para Synozol Amarillo en ambas
concentraciones la cepa 32 mostré mayor crecimiento. En C) y D) correspondientes a
Synozol Rojo 1500 ppm y 250 ppm respectivamente, la cepa que mostré mayor
crecimiento fue la cepa 15, seguida de la 32 y la 2, en E) y F) para Novacrom negro a
concentraciones de 1500 y 250 ppm, las cepas que desarrollaron mayor crecimiento
correspondieron a las cepas 15,2 y 32. Las cepas 10, 26 y 27 tuvieron un crecimiento
nulo en todos los casos.
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Las curvas de crecimiento mostradas permitieron una comparacion visual
del crecimiento a lo largo del tiempo, sin embargo dicho analisis no es preciso para lo
cual se llevo a cabo un analisis estadistico para identificar y seleccionar a aquellas

cepas que presentaron el mayor crecimiento para los tres colorantes mencionados.

Para ello se elaboraron diferentes graficas de medias que permitan
establecer una comparacion visual del crecimiento entre las 14 cepas al octavo dia, asi
en la Figura 4.6 se observa que para la concentracion de 1500 ppm del colorante
Synozol Amarillo las cepas 32, 20,15 y 19 mostraron mayor crecimiento; a su vez a
250 ppm las mejores cepas fueron la 32, 15, 20 y 2. En la Figura 4.7 para el
crecimiento con Synozol Rojo se observa que la mejor respuesta fue dada por las cepas
2,15 y 32 en ambas concentraciones. En cuanto al colorante Novacrom negro, las
cepas con mayor crecimiento correspondieron también a las numero 2,15 y 32, en

ambas concentraciones tal y como se observa en la Figura 4.8.
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Figura N° 4.6.- Grafico de medias para el crecimiento en placa de
hongos xil6fagos con Synozol Amarillo como Unica fuente de carbono
(Dia 8). En A) 1500 ppm, B) 250 ppm
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Figura N° 4.7. Grafico de medias para el crecimiento en placa de
hongos xiléfagos con Synozol Rojo como Unica fuente de carbono (Dia
8). En A) 1500 ppm, B) 250 ppm
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Figura N° 4.8.- Grafico de medias para el crecimiento en placa de
hongos xil6fagos con Novacrom negro como Unica fuente de carbono
(Dia 8). En A) 1500 ppm, B) 250 ppm

En la Tabla 4.7 se resume el promedio (en porcentaje) y los limites de
confianza del crecimiento evaluado para cada una de las 14 cepas en presencia de los
diferentes colorantes (Synozol Amarillo, Synozol Rojo y Novacrom negro) a las
concentraciones de 1500 y 250 ppm, en color rojo se resaltan aquellas con los valores
mas altos a comparacion de las demas. Para comprobar esto se realizé un Anélisis de
varianza con la finalidad de conocer si estadisticamente existi6 diferencia significativa
entre estas 14 cepas (Anexo N° 03 . Las siguientes tablas 4.1y 4.2 muestran el andlisis
de varianza realizado al crecimiento de las cepas en presencia del colorante Synozol
Amarillo para 1500 y 250 ppm respectivamente, identificando que en ambos casos la
diferencia fue estadisticamente significativa p<0.000, identificando una gran

variacion entre cepas mas no del duplicado realizados para cada una.
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Tabla N° 4.1.- Analisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos
xil6fagos en medio de cultivo con Synozol Amarillo 1500 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 42996.4 13 3307.42 617.38 0.0000
Intra grupos  75.0 14 535714

Total (Corr.) 43071.4 27

Elaboracion Propia

Tabla N° 4.2.- Analisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos

xiléfagos en medio de cultivo con Synozol Amarillo 250 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos  40115.2 13 3085.78 128.00  0.0000
Intra grupos ~ 337.5 14 24.1071

Total (Corr.) 40452.7 27

Elaboracion Propia

Las tablas 4.3 y 4.4 se muestra el anélisis de varianza realizado para el
crecimiento de los hongos xil6fagos en medio de cultivo con colorante Synozol Rojo
a 1500 ppm y 250 ppm respectivamente, identificando una diferencia estadisticamente
significativa en ambos casos (p<0.05) con una gran variacion entre las cepas mas no
entre los duplicados, siendo el cuadrado medio de 8.03 para 1500 ppm y un valor a un
menor de 0.89 para 250 ppm en los intragrupos.
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Tabla N° 4.3.- Analisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos
xiléfagos en medio de cultivo con Synozol Rojo 1500 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-  Valor-P
F

Entre grupos  36590.2 13 2814.63 350.26  0.0000

Intra grupos  112.5 14 8.03571

Total (Corr.) 36702.7 27

Elaboracion propia

Tabla N° 4.4.- Andlisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos

xiléfagos en medio de cultivo con Synozol Rojo 250 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-  Valor-P
F

Entre grupos 41754.5 13 3211.88 3597.31 0.0000

Intra grupos  12.5 14 0.892857

Total (Corr.) 41767.0 27

Elaboracion propia

De igual manera se identifico una diferencia -estadisticamente
significativa entre el crecimiento presentado por las 14 cepas en presencia del

colorante Novacrom negro a 1500 ppm y 250 ppm, tablas 4.5 y 4.6 respectivamente.

Tabla N° 4.5.- Andlisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos

xiléfagos en medio de cultivo con Novacrom negro 1500 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-  Valor-P
F

Entre grupos 35411.6 13 2723.97 338.98 0.0000

Intra grupos  112.5 14 8.03571

Total (Corr.) 35524.1 27

Elaboracion propia
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Tabla N° 4.6.- Analisis de varianza para el crecimiento en placa de hongos
xiléfagos en medio de cultivo con Novacrom negro 250 ppm al dia 8.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-  Valor-P
F

Entre grupos  41511.6 13 3193.2 715.28  0.0000

Intra grupos  62.5 14 4.46429

Total (Corr.) 41574.1 27

Elaboracion propia

Una vez demostrada estadisticamente la diferencia entre el crecimiento
en placa de hongos xil6fagos en presencia de los colorantes Synozol Amarillo, Synozol
Rojo y Novacrom negro, se procedié a identificar cuales de estas cepas presentaban
un crecimiento diferente entre ellas, para lo cual se realizé la prueba de mdaltiples
rangos de LSD de Fisher la cual se detalla en extenso en el ANEXO N°03 y se resume
en la Tabla 4.7 con superindices. Aquellas con la misma letra corresponden a cepas
con un crecimiento similar, por tanto se seleccion6 para Synozol Amarillo a 1500 ppm
las cepas 32, 20 y 15; para la concentracion de 250 ppm a las cepas 32, 15y 20. A su
vez las cepas seleccionadas para el colorante Synozol rojo fueron a 1500 ppm las cepas
15,32 y 2; para 250 ppm las cepas 2, 32 y 15. Finalmente para el colorante Novacrom
negro las cepas seleccionadas a 1500 ppm fueron la 15, 2 y 32; y para la concentracion
de 250 ppm las cepas 2, 15y 32.

De este andlisis se pudo seleccionar finalmente a las cepas 32 y 15 puesto
que fueron las que presentaron mayor crecimiento en cada una de las 6 condiciones

ensayadas , tres colorantes y dos concentraciones.
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4.2.3 ldentificacion de Hongos Xil6fagos

En la figura N° 4.9 se observan las cepas N° 15 y cepa N°32 en su estado
natural (Selva de Madre de Dios).

Figura N° 4.9.- A) Hongo en habitat natural cepa N° 15, B) Hongo en habitat
natural cepa N° 32

Segun sus caracteristicas externas el hongo de la Cepa N° 15 mide
aproximadamente de 3 a 6 cm de alto, presenta una coloracién blanco cremoso.
Presenta un cuerpo fructifero con las siguientes caracteristicas: Pileo o sombrero de
tipo plano, Cuticula de tipo aterciopelada que es la piel o membrana més fina que
recubre toda la porcion superior del sombrero, por ende es responsable del color que
se observa del sombrero, Himenio de tipo laminar el cual esta situado en la parte
inferior del sombrero y la mas importante del cuerpo fructifero, ya que en él se forman
las esporas, Estipite o pie Atenuado en la base. Una vez sembrado en placa medio PDA
la cepa presenta micelio color blanco algo denso y se observan como circulos méas

marcados.

Para la Cepa N° 32, el hongo de color marrén presenta un tallo delgado.
Su forma es como una sombrilla. Presenta un cuerpo fructifero con las siguientes
caracteristicas: Pileo o sombrero de tipo campalunado, Cuticula de tipo aterciopelada,
Himenio de tipo laminar, Estipite o pie Atenuado en la base. Una vez sembrado en
placa medio PDA, el micelio es de color beige — marrén y parece felpa.
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Figura N° 4.10.- A) Cepa N° 15 en medio sélido PDA, B) Cepa N° 32 en medio
s6lido PDA

La identificacion de los hongos aislados se dio por el método
Molecular. La extraccion de ADN se dio en el Laboratorio “ADN Uchumayo” y la
secuenciacion en Estados Unidos. La secuencia para la cepa N° 15 tuvo una identidad
del 99% con varias secuencias de Pestalotiopsis microspora en la base del NCBI. Para
la cepa N° 32 la secuencia tuvo una identidad del 90% correspondiente a Sepedonium

sp.

4.3 Evaluacion de la espuma de poliuretano como soporte de inmovilizacion
4.3.1 Inmovilizacién de hongo xil6fago en medio liquido

Se escogid espuma de poliuretano como soporte de imovilizacion pues
no contiene grupos amino, carboxil, nutrientes, entre otros. La inmovilizacion se hizo
en matraces con medio mineral Radha més Sacarosa ya que la espuma de poliuretano

es un carrier sintético.
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Figura N° 4.11.- A) Inmovilizacidn en espuma de poliuretano de las Cepas 15y
32 en medio mineral adicionado con Sacarosa, B) Cepa Fungica inmovilizada en

espuma de poliuretano, C) Cuadradito de espuma de poliuretano de 0.018 g.

Durante la evaluacion, se tomaron muestras al dia 0, 1, 2, 3, 4, 5 y se
determind la colonizacion de la fibra al dia N° 04 por medio de la técnica de peso seco
las cuales pasaron de un peso de 0.018 g cada cuadradito de espuma de poliuretano, a
un peso de 0.030 g en promedio para ambas cepas. Asi mismo pudo observarse que
los cuadraditos de espuma de poliuretano estaban cubiertos por hifas de las cepas

fangicas.

Como inmovilizacion, es considerada la ubicacion fisica de células en un
espacio o region especifica, en la cual de forma natural o inducida, los organismos
inmovilizados son capaces de mantener una actividad catalitica deseada 2*. La
region sobre la cual se desea inmovilizar a un organismo, debe tener ciertas
caracteristicas como presentar superficies de adherencia amplias, de féacil
operacion, buena porosidad; de esta forma permitird que la adherencia y
colonizacion sea efectiva ya que una alta porosidad aumenta la circulacion de
sustancias como oxigeno, nutrientes, agua. Adicionalmente permite que las cepas
fangicas presenten mejor extension apical entre los poros, generando una red de

hifas que le dara sostén y mayor cantidad de biomasa inmovilizada .
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4.3.2 Seleccion de longitud de onda de mayor absorcién para cada

colorante

Se determinaron los espectros de absorcion de los colorantes evaluados
basandose en una concentracion de 40 ppm, asi mismo, se realizaron las curvas de
calibracion para cada uno de los colorantes empleando soluciones a diferentes
concentraciones iniciando en 3.125 ppm hasta 50 ppm. Para cada colorante se tuvo en
cuenta los valores de absorbancia de la tabla N°4.8.

Se determind la longitud de onda de maxima absorcion para cada
colorante tomando en cuenta los 3 pH diferentes; para el caso del colorante Synozol
Amarillo, se determind una longitud de onda maxima de 415 nm para los 3 pH (6,8 y
10). Para el caso del colorante Synozol Rojo, se determind una longitud de onda
maxima de 540 nm para pH 6 y pH 8, sin embargo, para el pH 10 la maxima longitud
de onda es de 515 nm.

Estudios de algunos autores como Kim y colaboradores ** demostraron
que la variacidn de factores como pH, puede causar variaciones en el rango maximo
de absorcion de cada colorante, es asi que se ve que para el colorante Synozol rojo hay
una diferencia de longitud de onda para el pH 10. Para el caso del colorante Novacrom
Negro la longitud de onda méxima es de 595 nm para los 3 pH (6, 8 y10). Los datos
de absorbancia pueden observarse en el ANEXO N° 05.

En la tabla N° 4.8 se presenta un resumen de las maximas longitudes de

onda para cada colorante teniendo en cuenta el pH.

Tabla N° 4.8.- Resumen de las maximas longitudes de onda para cada colorante

Colorante Synozol Amarillo | Synozol Rojo Novacrom Negro
(nm) (nm) (nm)
415 540 595
415 540 595
415 515 595
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Figura N° 4.12.- Curva de Calibracion para colorante Synozol Amarillo, & 415
nm para pH 6
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Figura N° 4.13.- Curva de Calibracion para colorante Synozol Amarillo, A 540
nm para pH 6
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Figura N° 4.14.- Curva de Calibracion para colorante Novacrom negro, A 595
nm para pH 6
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Figura N° 4.15.- Curva de Calibracion para colorante Synozol Amarillo, A 415

nm para pH 8
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Figura N° 4.16.- Curva de Calibracion para colorante Synozol Rojo, A 540 nm

para pH 8
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Figura N° 4.17.- Curva de Calibracién para colorante Novacrom Negro, A 595

nm para pH 8
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Figura N° 4.18.- Curva de Calibracion para colorante Synozol Amarillo, A 415

nm para pH10
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Figura N° 4.19.- Curva de Calibracién para colorante Synozol Rojo, A 515 nm
para pH 10
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Figura N° 4.20.- Curva de Calibracion para colorante Novacrom Negro, A 595

nm para pH 10

4.3.3 Pruebas de Absorcién de Espuma de poliuretano

Se realizaron las pruebas con cada uno de los colorantes con una

concentracion de 40 ppm colocando cuadraditos de espuma de poliuretano sin hongo.

En la tabla N° 4.9 se observa datos de absorbancia de cada colorante a
una concentracion de 40 ppm, mientras que en la tabla N° 4.10 se observa datos de

concentracion ppm a partir de las absorbancias de la tabla N° 4.9.

Diariamente por 7 dias se evaluo si la absorbancia de la solucion con

colorante disminuia.

Se observo que para el dia nimero 01 en los 3 casos (colorante Synozol
Amarillo, Synozol Rojo y Novacrom Negro) hay una variacion insignificativa en las
absorbancias con respecto a la absorbancia inicial. Al ser insignificativo no altera la
evaluacion en general. Al momento de convertir absorbancia en ppm los resultados no

varian es por eso que se dice que el cambio es insignificativo.
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Tabla N° 4.9.- Pruebas de Absorcion de espuma de Poliuretano por 7 dias
(Absorbancias)

Absorcion de espuma de poliuretano
Dia ( Absorbancias)

Colorante 01 02 03 04 05 06 07
Synozol Amarillo 0.715| 0.703| 0.701| 0.701| 0.701| 0.701| 0.701
Synozol Rojo 0.827| 0.812| 0.810| 0.810| 0.809| 0.809| 0.808
Novacrom Negro 0.894| 0.871| 0.869| 0.866| 0.865| 0.865| 0.865

Elaboracion Propia

Tabla N° 4.10.- Pruebas de Absorcion de espuma de Poliuretano por 7 dias

(Ppm)
Absorcidn de espuma de poliuretano
Dia ( Concentracion ppm)

Colorante 01 02 03 04 05 06 07
Synozol Amarillo 41.82| 41.13] 41.01| 41.01] 41.01| 41.01] 41.01
Synozol Rojo 39.87| 39.14| 39.05| 39.05| 39.00| 39.00| 38.95
Novacrom Negro 40.66| 39.57| 39.47| 39.33| 39.28| 39.28| 39.28

Elaboracion propia

4.4 Evaluacion de la influencia de los factores cepa, aireacion, pH, colorante y

temperatura sobre la remocion de colorantes

Para identificar la relacion entre los factores que pueden interferir en la
remocion de los colorantes: a) cepa, b) aireacion, ¢) pH, d) colorante y ) temperatura,
se armo el sistema de decoloracion como se menciona en la metodologia. Cada matraz
contiene hongo inmovilizado en espuma de poliuretano (12 cuadraditos). Primero se
armo el sistema con aireacion. A continuacion en la figura N° 4.21 se muestra el
sistema armado sin funcionar, tanto para temperatura a 35 °C (matraces dentro de

incubadora) y para temperatura ambiente.
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Figura N° 4.21.- Sistema de matraces para pruebas de decoloracién

(temperatura ambiente y a 35 °C (dentro de incubadora).

Se puede observar los matraces con tapones de caucho en la parte superior
como se explico en metodologia. Se colocaron llaves plasticas las que sirvieron para

controlar aireacion proveniente de los motores de pecera.

Figura N° 4.22.- Matraces con sistema de aireacion a 35°C.

En la figura anterior se puede observar que cada matraz tiene un orificio en la
tapa de caucho para colocar una jeringa de 5 ml. Por medio de esta jeringa, diariamente
por 7 dias se extrajo una muestra de cada solucion (4 ml) para luego centrifugarla a
4000 rpm por 5 minutos, y de esta manera tener la solucion lista para ser leida en el

espectrofotdmetro a la longitud de onda correspondiente para cada colorante.
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Figura N° 4.23.- Pellet en la base del tubo después de centrifugar

Se puede observar en la figura N° 4.23 un pellet en la base del tubo donde se
centrifugd el colorante en este caso Synozol Amarillo. Si no se hubiera centrifugado

las lecturas en el espectrofotometro hubieran sido erroneas.

Se realiz6 el mismo procedimiento con el sistema de matraces pero el factor

aireacion fue anulado, sin embargo los demés factores permanecen igual.

Para identificar la influencia de la aireacion, pH, tipo de colorante y
temperatura sobre la remocion de color por parte de las cepas seleccionadas, cepa 15
y cepa 32, se desarroll6 una matriz experimental de tipo factorial mostradas en las
Tabla 4.12, la cual fue desarrollada para cada cepa por separado, asi mismo los

diferentes niveles de cada factor se muestran en la Tabla 4.11.
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Tabla N° 4.11. Factores y niveles considerados para la elaboracion de la matriz

factorial experimental en la evaluacion de remocion de colorantes.

FACTORES NIVELES
. . Con aireacion
Aireacion L .
Sin aireacion
6
pH 8
10
Synozol Amarillo (Amarillo)
Colorante Synozol Rojo (Rojo)
Novacrom Negro (Negro )
Temperatura T°. Ambiente
35°C

Elaboracion Propia

La matriz experimental (Tabla 4.12) fue desarrollada para cada cepa,

evaluando la concentracion en ppm de la solucion remanente en la cual se puede

identificar la concentracion final luego del tratamiento, tal y como se muestra en las

Tablas 4.13 y 4.14 para la cepa 15 y 32 respectivamente.

El analisis de Multiple factor categorico fue realizado estadisticamente,

teniendo a aireacion, colorante y temperatura como factores categdricos y a pH como

factor cuantitativo, asi mismo se hace incapié en que la concentracion inicial de cada

matraz fue 40 ppm del colorante respectivo.
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Tabla N° 4.12.- Matriz experimental desarrollada para la evaluacion de la
remocidn de color por la cepa 15 y 32 independientemente.

AIREACION pH COLORANTE TEMPERATURA

Con aireacion 6 Amarillo T.Ambiente
Con aireacion 6 Amarillo 35°C
Con aireacion 6 Rojo T.Ambiente
Con aireacion 6 Rojo 35°C
Con aireacion 6 Negro T.Ambiente
Con aireacion 6 Negro 35°C
Con aireacion 8 Amarillo T.Ambiente
Con aireacion 8 Amarillo 35°C
Con aireacion 8 Rojo T.Ambiente
Con aireacion 8 Rojo 35°C
Con aireacion 8 Negro T.Ambiente
Con aireacion 8 Negro 35°C
Con aireacion 10 Amarillo T.Ambiente
Con aireaciéon 10 Amarillo 35°C
Con aireacion 10 Rojo T.Ambiente
Con aireacion 10 Rojo 35°C
Con aireacion 10 Negro T.Ambiente
Con aireacion 10 Negro 35°C
Sin aireacion 6 Amarillo T.Ambiente
Sin aireacion 6 Amarillo 35°C
Sin aireacion 6 Rojo T.Ambiente
Sin aireacion 6 Rojo 35°C
Sin aireacion 6 Negro T.Ambiente
Sin aireacion 6 Negro 35°C
Sin aireacion 8 Amarillo T.Ambiente
Sin aireacion 8 Amarillo 35°C
Sin aireacion 8 Rojo T.Ambiente
Sin aireacion 8 Rojo 35°C
Sin aireacion 8 Negro T.Ambiente
Sin aireacion 8 Negro 35°C
Sin aireacion 10 Amarillo T.Ambiente
Sin aireacion 10 Amarillo 35°C
Sin aireacion 10 Rojo T.Ambiente
Sin aireacion 10 Rojo 35°C
Sin aireacion 10 Negro T.Ambiente
Sin aireacion 10 Negro 35°C

Elaboracion propia
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Tabla N° 4.13.- Concentraciones (ppm) medidas al séptimo dia de evaluacion de

la Cepa 15 en condiciones controladas de laboratorio.

AIREACION

pH COLORANTE TEMPERATURA CONCENTRACION PPM

Con aireacion 6 Amarillo T.Ambiente 19.36
Con aireaciéon 6 Amarillo 35°C 18.56
Con aireacion 6 Rojo T.Ambiente 24.39
Con aireaciéon 6 Rojo 35°C 20.57
Con aireacion 6 Negro T.Ambiente 17.44
Con aireacion 6 Negro 35°C 18.58
Con aireacion 8 Amarillo T.Ambiente 20.67
Con aireacion 8 Amarillo 35°C 19.41
Con aireacion 8 Rojo T.Ambiente 23.05
Con aireacion 8 Rojo 35°C 19.88
Con aireacion 8 Negro T.Ambiente 16.44
Con aireacion 8 Negro 35°C 21.15
Con aireacion 10 Amarillo T.Ambiente 20.03
Con aireacion 10 Amarillo 3ol 15.73
Con aireacion 10 Rojo T.Ambiente 21.22
Con aireacion 10 Rojo 35°C 18.55
Con aireacion 10 Negro T.Ambiente 22.26
Con aireacion 10 Negro 35°C 16.73
Sinaireacion 6 Amarillo T.Ambiente 7.68
Sin aireacion 6 Amarillo 35°C 6.73
Sin aireacion 6 Rojo T.Ambiente 20.57
Sin aireacion 6 Rojo S5RE 17.79
Sin aireacion 6 Negro T.Ambiente 10.14
Sinaireacion 6 Negro 35-C. 6.15
Sin aireacion 8 Amarillo T.Ambiente 10.86
Sinaireacion 8 Amarillo 35°C 15.00
Sin aireacion 8 Rojo T.Ambiente 15.28
Sin aireacion 8 Rojo 35°C 14.53
Sin aireacion 8 Negro T.Ambiente 12.52
Sin aireacion 8 Negro e 11.14
Sin aireacion 10 Amarillo T.Ambiente 13.65
Sin aireacion 10 Amarillo 35°C 10.90
Sin aireacion 10 Rojo T.Ambiente 21.14
Sin aireacion 10 Rojo 35°C 18.13
Sin aireacion 10 Negro T.Ambiente 16.96
Sin aireacion 10 Negro 35°C 15.36

Elaboracion Propia
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Tabla N°4.14.- Concentraciones (ppm) medidas al séptimo dia de evaluacién de
la Cepa 32 en condiciones controladas de laboratorio.

AIREACION pH COLORANTE TEMPERATURA CONCENTRACION PPM

Con aireacion 6 Amarillo T.Ambiente 23.33
Con aireaciéon 6 Amarillo 35°C 18.91
Con aireaciéon 6 Rojo T.Ambiente 21.57
Con aireacion 6 Rojo 35°C 16.92
Con aireaciéon 6 Negro T.Ambiente 11.79
Con aireaciéon 6 Negro 35°C 13.60
Con aireacion 8 Amarillo T.Ambiente 26.34
Con aireaciéon 8 Amarillo 35°C 18.48
Con aireaciéon 8 Rojo T.Ambiente 21.48
Con aireacion 8 Rojo 35°C 19.84
Con aireaciéon 8 Negro T.Ambiente 25.43
Con aireaciéon 8 Negro 35°C 17.11
Con aireacion 10 Amarillo T.Ambiente 24.11
Con aireacién 10 Amarillo 35°C 19.92
Con aireacion 10 Rojo T.Ambiente 21.06
Con aireacion 10 Rojo 35°C 21.19
Con aireacién 10 Negro T.Ambiente 19.06
Con aireacion 10 Negro 35°C 19.73
Sin aireacion 6 Amarillo T.Ambiente 18.06
Sin aireacion 6 Amarillo 35°C 16.18
Sin aireacion 6 Rojo T.Ambiente 17.96
Sinaireacion 6 Rojo 35°C 15.67
Sin aireacion 6 Negro T.Ambiente 20.37
Sin aireacion 6 Negro 35°C 15.23
Sin aireacion 8 Amarillo T.Ambiente 19.97
Sin aireacion 8 Amarillo 35°C 18.85
Sin aireacion 8 Rojo T.Ambiente 17.03
Sin aireacion 8 Rojo 35°C 16.02
Sin aireacion 8 Negro T.Ambiente 12.40
Sin aireacion 8 Negro 35°C 16.47
Sin aireacion 10 Amarillo T.Ambiente 23.27
Sin aireacion 10 Amarillo 35°C 21.58
Sin aireacion 10 Rojo T.Ambiente 22.49
Sin aireacion 10 Rojo 35°C 20.56
Sin aireacion 10 Negro T.Ambiente 18.13
Sin aireacion 10 Negro 35°C 18.24

Elaboracion Propia
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En la Figura 4.24 se muestra las concentraciones medias para cada uno de los
factores categodricos evaluados, asi se puede observar en A) que la cepa 15 logro una
concentracion final promedio de 16.63 ppm versus 19.12 ppm para la cepa 32, lo cual
significa una reduccion en el efluente de aproximadamente 23ppm por parte de la cepa
15. Asi mismo en B) se observa la respuesta media del factor aireacion, identificando
claramente que el mejor tratamiento fue sin aireacion puesto que la concentracion final
media del efluente fue de 15.92ppm versus 19.84 ppm de los tratamientos con
aireacion. En c) se muestra el factor colorante en la cual se evidencia que el colorante
rojo sufrio un menor grado de decoloracién (19.46 ppm) seguido de el colorante
amarillo (17.82 ppm) y finalmente del colorante negro (16.36 ppm); en el caso de la
Temperatura mostrada en D), se observa que hubo una mayor decoloracion a 35 °C

(16.93 ppm) que a temperatura ambiente (18.82 ppm).

Por su parte la influencia del factor pH generd una reduccion en la remocion

de que la variacién en el rango de pH 6 a 10, fue de 16.5 a 19.1 ppm (Figura 4.25)

Graficamente se pudo especular las mejores condiciones de trabajo las cuales
corresponderian a realizarse con la cepa 15, sin aireacion, a 35 °C, en presencia del
colorante negro y a pH 6. Sin embargo fue necesario identificar la significancia de
cada factor y evaluar las posibles interacciones que podian existir entre ellos, para lo
cual se realizé un Analisis de varianza el cual se muestra en la Tabla 4.15. En dicha
tabla se puede identificar los factores principales A: Cepa, B: Aireacion, C: pH, D:
Colorante, E: Temperatura y la combinacion de dos letras representa la interaccion, se
pudo observar que todos los factores principales fueron significativos en el sistema
(valor-p<0.05) asi como también las interacciones cepa: aireacion (AB), cepa:

colorante (AD) y aireacion: pH (BC).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




56

eanjedadwa (g A s1ueaojod (D ‘ugioeally (g ‘eda) (W U $84010e) SO| URAISaNW 8S 'sobejo|IxX
sobuoy ap 01UBILWIJAII |8 84C0S 0IPNISE U 10108} BPRI 3P SB|SAIU S8)UBI84IP SO| eaed Seipawl Sauoloedlusduo) -'vg'y N eanbiq

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

einjeladwsa ] 3jueIo0)D
sjusiquy L 0.6¢ oloy oibsN oj|uewy

I ] - 49l
i 14t i ]
. o .l H -

181

T
1
s o]
-~
UQIEIIU9IUL)
T
uQIEIUIUL)

T

. A0 g ¥ Sk B
uoloeally edeD
uoloealie uIs uoloealle uod Z¢ eded Gl edan

5 4161 W 194

- H o1 1 2

: ] N 121 2

= = PATES I ] - o

L N 3 ) [ 7]

C ] 2 3 <F)

- 481 ¥ L 18k 3 3

” 1 = 3 'S

E 161 > 5 S
- -6l 8

i 102 @

- Jiz (8 G oz (v

(NH]
(am ]
o
T =
S 9P
TC
nun
oL
(a8
L o
[a'mill

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

30 —_I T T T T T T T T T T T T T T T =]

20

T
|

—
)]
I
|

—
o

L L |
I |

Concentracién

a

o
T
L1

Figura N° 4.25. Concentraciones estimadas para los diferentes niveles de pH

sobre el crecimiento de hongos xiléfagos

Tabla N° 4.15. Andlisis de varianza para la concentracion (ppm) en base a cinco

factores predictivos y sus interacciones

Suma de Cuadrado ,
Fuente cualldos Gl Medio Razéon-F  Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Cepa 112.152 1 112.152 18.23 0.0001
B:Aireacion 275.782 1 275.782 44.84 0.0000
C:pH 81.1307 2  40.5653 6.60 0.0031
D:Colorante 115.674 2 57.837 9.40 0.0004
E:Temperatura 64.4708 1 64.4708 10.48 0.0023
INTERACCIONES

AB 84.7162 1 84.7162 13.77 0.0006
AC 6.06613 2 3.03307 0.49 0.6140
AD 116.635 2 583177 9.48 0.0004
AE 1.55817 1 1.55817 0.25 0.6172
BC 54.0449 2 27.0224 4.39 0.0181
BD 18.2659 2 9.13296 1.48 0.2374
BE 5.69008 1 5.69008 0.93 0.3413
CD 41.989 4 10.4972 1.71 0.1652
CE 5.22197 2 2.61098 0.42 0.6567
DE 5.3619 2  2.68095 0.44 0.6494
RESIDUQOS 276.772 45 6.15049
TOTAL(CORREGIDO) 1265 71

Elaboracion propia
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En la tabla N° 4.15 se observa el andlisis de varianza para la concentracion
(ppm) en base a 5 factores predictivos (cepa, aireacion, pH, temperatura, colorante) y
sus interacciones en base a los datos de la tabla N° 4.13 y tabla N° 4.14 con la finalidad
de evaluar cuales de ellas no son significativas y de esta manera poder refinar el
modelo matematico que se desarrolla en el apartado 4.6. En la Figura 4.26 se observa
la gréfica de interacciones para cepa: aireacion, en la cual se puede apreciar tanto en
A) y B) que la cepa 15 cuando actGa con un sistema sin aireacion presenta mayor
reduccion de la coloracion del medio, llegando hasta aproximadamente 13 ppm a
diferencia de cuando ésta actla en presencia de aire (20 ppm). Por su parte la cepa 32
presenta una concentracion en el medio de aproximadamente 18 ppm en ausencia de
aire y 20ppm en presencia de él. Se observa ademas que el sistema sin aireacion
funciona mejor con la cepa 15 comparado con la cepa 32, la primera logra
concentraciones finales de 14 ppm mientras que ésta Gltima logra reducir hasta unos
19 ppm presentes en el medio. La variacion entre cepas en presencia de aire fue

minima.
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Figura N° 4.26.- Grafica de interacciones para la los factores Cepa - Aireacién
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En la Figura 4.27 se observa la grafica de interacciones para cepa: colorante,
en A) se aprecia que claramente la interaccion producida entre la cepa y el colorante
Amarillo, el cuél es mejor removido por la cepa 15 que por la 32, una disminucion de
6 ppm aproximadamente entre las dos situaciones. EL color rojo es removido en igual
cantidad tanto por la cepa 15 como por la 32. EL colorante negro también presenta
mejor remocion por la cepa 15 (15 ppm). En B) se observa los mismos factores pero
de manera invertida, en el eje x se muestra los colorantes; se observa como la cepa 15
degrada con mayor afinidad el colorante amarillo seguido del negro y por ultimo el
rojo, a su vez la cepa 32 remueve el colorante negro como preferente, seguido por el
rojo y finalmente el amarillo, sin embargo esta reduccion de color por parte de la cepa

32 es menor con respecto a la cepa 15 en todos los casos.
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Figura N° 4.27.- Grafica de interacciones para los factores Cepa — Colorante
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Esta interaccion permitié conocer mejor el sistema puesto que inicialmente
se especul6 que el colorante Novacrom negro fue el que mejor remocidn present6 se
evidencio que al estar en presencia de una u otra cepa (15 0 32) su comportamiento
varia. Por lo tanto se puede decir que las mejores condiciones para una decoloracién
eficaz en el tiempo de 7 dias son: cepa N° 15, Sin aireacidn con respecto al colorante
Synozol amarillo. Se puede comparar con la Tabla N° 4.13 donde se muestra que
empleando la cepa 15, la concentracion del colorante Synozol amarillo al séptimo dia
fue de 6.7358 ppm, a diferencia que con la cepa 32 que llegé a una concentracion de
16.1809 ppm.

En la Figura 4.28 se observa la grafica de interacciones para aireacion: pH se
pudo identificar que existe interaccion entre dichos factores puesto que los sistemas
con aireacion lograron una remocion con concentracion final de 19 ppm
aproximadamente en el medio a pH 6 versus 14 ppm aproximadamente cuando se
encontraban sin aireacion, una variacion menor existio en pH 10 con aireacién

(20ppm) que sin aireacion (19 ppm aproximadamente)

Finalmente y luego del analisis realizado se puede indicar que las mejores
condiciones de trabajo corresponden al sistema con la cepa 15, sin aireacion, colorante

Synozol Amarillo, pH 6 y 35°C
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Figura N° 4.28.- Grafica de interacciones para los factores aireacion: pH
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A continuacion en la figura N°4.29 se muestra el cambio de tonalidad en el
color Synozol Amarillo comparando 3 pH diferentes (6,8 y 10) para la cepa 15 a 35
°C para el dia 5.

Figura N° 4.29.- Cambio de tonalidad para el color Synozol Amarillo; A) pH 6,
B) pH 8, C) pH 10

4.5 Evaluacion de la cinética de remocion de colorantes

Tras haber analizado los resultados de remocidn de colorante, se obtuvo como
mejor tratamiento empleando cepa N° 15, para el colorante Synozol Amarillo a 35 °C
pH 6, sin aireacion, se realizo el analisis en el Software de analisis OriginPro 9.0 para
el mejor tratamiento con sus respectivos factores donde se eligio el modelo no lineal
exponencial que mejor se ajustara a los valores obtenidos experimentalmente. Se
determiné que el modelo que mejor se ajusto a los datos obtenidos experimentalmente
fue el modelo Polynomial Poly 5 el que presentd un ajuste aceptable observando los
valores de R2; el modelo presentd 6 constantes.

Con este andlisis, la ecuacion del modelo Poly 5 nos indica la velocidad de
remocion del colorante en concentraciones ppm (dias vs ppm) para cada tratamiento
especificamente.

En la figura N° 4.30 se puede observar la gréafica correspondiente a la cinética
de remocién del mejor tratamiento, los datos se encuentran de manera detallada en el
ANEXO N° 6.2
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Model Poly5
b y=A0 + Al*x + A2*x"2 + A
] . 33 + Ad*xM + AS*XNS
40 - Equation
] Reduced 0.48001
1 Chi-Sqr
35 + ->a
1 Adj. R-Square 0.99768
1 Value Standard Error
] A0 41.78901 0.69142
30 1 Al -1.5728 2.74455
] A2 2.0417 2.91381
—_ 0 A3 -2.44441 1.13054
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Figura N° 4.30.- Expresion de la modelacion matematica para la remocién del
colorante Synozol Amarillo, empleando la Cepa N° 15 a un pH 6 sin aireacion y
a3b5°C.

4.6 Definicion de un modelo matematico para el sistema de remocion de
colorantes

Con la finalidad de generar un modelo matemético que explique el
comportamiento del sistema en funcion de los cinco factores evaluados (Cepa,
aireacion, pH, colorante y temperatura) se realizé el andlisis por medio de Modelos
lineales generalizados, para ello se realiz6 el analisis de varianza respectivo para
identificar si la construccion a un modelo lineal era adecuada. En la Tabla 4.16, se
muestra que el modelo lineal generalizado completo es significativo y por lo tanto
adecuado para describir el sistema desarrollado, presentando un R- Cuadrado de
73.412 porciento, un R-Cuadrado (ajustado por g.l.) de 62.9853 por ciento y error
estandar del estimado de 2.56859.
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Tabla N° 4.16.- Analisis de varianza para el modelo lineal generalizado
completo construido para Concentracion (ppm).

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 929.051 20 46.4525 7.04 0.0000
Residuo 336.48 51 6.59764

Total (Corr.) 1265.53 71

Elaboracion propia.

El valor de R — Cuadrado mientras mas términos tengan sera mayor en valor
(%) pero hay términos o factores en el sistema que no son significativos, es por eso
que el valor de R-Cuadrado ajustado es muy importante puesto que al eliminar
términos que no intervienen de manera significativa su valor aumentara, esto permitira
refinar la ecuacién. Por ello y luego de este proceso se realizo un anélisis de varianza
adicional con los términos de nuestro modelo refinado, los cuales se detallan en la
Tabla4.17y corresponden a los términos identificados como influyentes en el apartado
4.4,

Tabla N° 4.17.- Andlisis de varianza para la concentracion (ppm) en base a

cinco factores predictivos y sus interacciones del modelo lineal generalizado

refinado.
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razén-F Valor-P
Cepa 112.152 1 112.152 16.76 0.0001
Aireacion 275.782 1 275.782 41.20 0.0000
Colorante 115.674 2 57.837 8.64 0.0005
Temperatura 64.4708 1 64.4708 9.63 0.0029
pH 81.1208 1 81.1208 12.12 0.0009
Cepa*Aireacion  84.7162 1 84.7162 12.66 0.0007
Cepa*Colorante  116.635 2 58.3177 8.71 0.0005
Residuo 414.98 62 6.69323
Total (corregido) 1265.53 71

Elaboracion propia
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Seguidamente se realizd el Anélisis de varianza respectivo para el nuevo
modelo lineal refinado (Tabla 4.18), observando que éste si es significativo (valor-p<
0.05), con un Cuadrado Medio de 96.5056 para el modelo y 6.69 para los residuales.
Presenta un R- Cuadrado de 67.21 %, un R-Cuadrado ajustado de 62.45 % y un error
estandar de 2.58713. En el ANEXO N° 08 se muestran los datos empleados para la
obtencion de la tabla N° 4.18.

Tabla N° 4.18.- Andlisis de varianza para la concentracion (ppm) en base a
cinco factores predictivos y sus interacciones del modelo lineal generalizado

refinado.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 850.551 9 94.5056 14.12 0.0000
Residuo 414.98 62 6.69323
Total (Corr.) 1265.53 71

Elaboracion propia.

A continuacion se desarrollo6 el modelo mateméatico correspondiente
identificando los coeficientes del modelo incluidos sus limites de confianza mostrados
en la Tabla 4.19, a partir de ello se desarrolld la ecuacidon 4.1 mostrada a continuacion,

la cual representa al modelo lineal refinado desarrollado con anterioridad.

Tabla N° 4.19.- Coeficientes del modelo matematico refinado.

Término del modelo Coeficiente

CONSTANTE 12.678+/-3.0474
Cepa -1.2481+/-0.6095
Aireacion 1.9571+/-0.6095
Colorante -0.0579+/-0.8619
Colorante -1.5226+/-0.8619
Temperatura -0.9463+/-0.6095
pH 0.65+/-0.3732

Cepa*Aireacion
Cepa*Colorante
Cepa*Colorante

1.0847+/-0.6095
-1.6876+/-0.8619
0.3016+/-0.8619
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Concentracion = 12.678 — 1.2481*Cepa + 1.9571*Aireacion -0.0579*Colorante -
1.5226*Colorante -0.9463* Temperatura + 0.65*pH +1.0847* Cepa*Aireacion -1.6876*
Cepa*Colorante +0.3016* Cepa*Colorante

Ecuacion 4.1

Para poder usar la ecuacion se detalla en la Tabla 4.20 los niveles de cada factor
categorico (cepa, aireacion, colorante y temperatura), asi mismo en la ecuacion 4.1 se
puede identificar hay dos términos, en la ecuacion 4.1, de Cepa * Colorante, esto se
debe a que los términos de modelo con factores categdricos dependen del nimero de
niveles. En este caso, en el factor colorante se tiene 3 niveles como se observa en la
Tabla N° 4.20, por lo tanto tendra dos términos en la ecuacion por la regla de Numero

de niveles menos 1 es igual al numero de términos.

Tabla N° 4.20.- Niveles para los factores categdricos del modelo matematico

refinado.
Nivel
FACTOR
Primer ~ Segundo Tercero
Cepa 15 32 -
Aireacion Con Sin -

Colorante  Amarillo  Negro Rojo

Temperatura  35°C  Ambiente -

La Tabla N° 4.21 muestra los valores a asignar segun sea el caso del nivel de
cada factor categérico que se esté ensayando, por ejemplo de trabajar con la cepa 15,
se colocara 1 y si es la cepa 32 se colocara -1, en el caso especial del colorante si se
trabaja con colorante Synozol Amarillo se colocara en el primer término 1 y en el
segundo término 0, en caso de trabajar con colorante Negro se colocara en el primer
término 0 y en el segundo término 1, y finalmente de darse el caso de trabajar con
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colorante rojo en ambos términos se reemplazard por -1. Para el caso de interacciones

se considerara el valor que resulte de multiplicar ambos nimeros mostrados en R1 y
R2 en la Tabla 4.21.

Tabla N° 4.21.- Valores de “x” en la variable explicativa para cada nivel

correspondiente a los factores categoricos del modelo matematico refinado.

FACTOR NIVELES Nivel

R1 R2

15 1 -

Cepa 30 1 .

. ., Con 1 -

Aireacion Sin 1 »
Amarillo 1 0

Colorante Negro 0 1
Rojo -1 -1

35°C 1 -

Temperatura T ampjente

Asi al tener los valores de X, indicados segun la tabla N° 4.21, y el valor de
pH; podemos realizar reemplazos en la ecuacion 4.1 para efectuar predicciones

respecto al comportamiento del sistema en cuanto a remocion de color por las cepas
15y 32.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

PRIMERA: Se Recolectd 32 especies de hongos distintos de los arboles que
presentaban podredumbre blanca en la selva peruana del Departamento de Madre
de Dios para luego poder aislar 14 cepas en medio PDA. Por factores de

contaminacion el resto de las cepas no pudieron ser aisladas.

SEGUNDO: En funcién a su capacidad de crecimiento en placa a diferentes
concentraciones (250 ppm y 1500 ppm) de 3 colorantes diferentes los cuales son:
Synozol Amarillo, Synosol Rojo y Novacrom negro, se seleccion6 a la Cepa 15y
Cepa 32 como las mejores con respecto a tolerancia de colorantes, dichas cepas por
identificacion molecular corresponden al hongo Pestalotiosis microspora y al

hongo Sepedonium sp respectivamente.

TERCERA: Se evalu6 la espuma de poliuretano como soporte inmovilizador para
los hongos siendo muy efectiva y de bajo costo. Asi mismo se observd que no
interfiere con los valores de absorbancia en la remocidn de colorantes en medio

liquido.

CUARTA: Se evalu6 mediante método colorimétrico por 8 dias la influencia de
factores como temperatura, pH, Aireacion en la remocion de 3 colorantes diferentes
(Synozol Amarillo, Synozol Rojo y Novacrom Negro) en medio liquido al cual se
afiadié hongo ( Cepa 15 y Cepa 32) inmovilizado en espuma de poliuretano,
determinando mediante analisis visual y andlisis estadistico en el Software
Statgraphicss Centurion XV que las mejores condiciones fueron empleando Cepa

N° 15 sin aireacion, a un pH 6, a 35 °C para el colorante Synozol Amarillo.

QUINTA: Se evalu6 la cinética de remocién del colorante Synosol Amarillo

empleando la Cepa N° 15 a pH 6, sin aireacién a 35 °C ( mejores condiciones para
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la maxima remocion de colorante de todo el sistema), en el programa estadistico
Origin Pro 9.0 teniendo en consideracion el tiempo ( dias) vs la concentracion

(ppm), siendo la concentracién inicial de 40 ppm.

SEXTA: Mediante el programa estadistico Statgraphicss Centurion XV se
desarroll6 una ecuacion matematica la cual es aplicada al sistema de remocion de
colorantes mediante hongos xil6fagos considerando los factores evaluados, con el

fin de determinar la concentracion final de colorante en medio liquido.
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CAPITULO VI

6. RECOMENDACIONES

v Realizar pruebas con efluentes industriales de textileras para evaluar la
efectividad del proceso in vivo empleando un consorcio de cepas fungicas las
cuales puedan remover colorantes industriales, teniendo en cuenta los aditivos
presentes en el efluente como por ejemplo detergentes, sales, etc ,por otro lado
considerar los parametros que son evaluados como pH, caudal del Afluente,
concentracion de sales, cantidad de metales presentes, DBO, DQO,
temperatura, clases de colorantes, solidos suspendidos, sélidos sedimentables,

etc.

v' Identificar y medir la actividad enzimatica que esta involucrada en el proceso

de remocion de los colorantes.

v"Identificar posibles productos intermediarios a partir de la remocion de los

colorantes.
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS

ANEXO N° 01. Hongos xil6fagos sembrados en Medio PDA

CEPA 02 CEPA 04
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Figura N° 8.1. Placas con medio Radha méas Colorante

Para estimar de forma cualitativa el crecimiento, se dividié la placa en 4 puntos de

referencia de acuerdo al area de 25, 50, 75 y 100 % lo que corresponde a toda la placa.
75 %
50 %

25%
100 %

Figura N° 8.2. Puntos de referencia en placa con medio radha con colorante.
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Negro Novacrom 250
ppm

Synozol Rojo 1500 ppm

Synozol Amarillo 1500
ppm

Figura N° 8.3. Placas correspondiente a cepa N° 15

Negro Novacrom 250
ppm

Synozol Rojo 1500 ppm

Synozol Amarillo 1500
pPpm

Figura N° 8.4. Placas correspondiente a cepa N° 32

Negro Novacrom 250
ppm

Synozol Rojo 1500 ppm

Synozol Amarillo 1500
ppm

Figura N° 8.5. Placas correspondiente a cepa N° 10
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Prueba LSD de Fisher para la comparacion de cepas

Estas tablas aplican un procedimiento de comparacion mdaltiple para

determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. No existen

diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan

una misma columna de X's.

Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Synosol Amarillo 1500 ppm

Casos |Media |Grupos
Homogeéneos

C25 |2 00 X
C26 |2 00 |X
C10 |2 00 |X
CLUR 00 |X
C27 |2 00 |X
C21 |2 400 |X
Cc9 |2 500 | X
Cl14 |2 60.0 X
C18 |2 67.5 X
Cc2 |2 75.0 X
C19 |2 90.0 X
C15 |2 92.5 XX
C20 |2 95.0 X
C32 |2 100.0 X

Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Synosol Amarillo 250 ppm

Casos |Media |Grupos
Homogéneos

C10 |2 00 |X
C26 |2 00 [X
C27 |2 00 (X

C7 |2 00 |X
C25 |2 250 | X

C9 |2 500 | X
C21 |2 500 | X
C18 |2 75.0 X
Cl4 |2 75.0 X
C19 |2 77.5 XX
C2 |2 82.5 XX
C20 |2 87.5 X
C32 |2 100.0 X
C15 |2 100.0 X
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Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Synosol Rojo 1500 ppm

Casos |Media |Grupos
Homogeéneos

C25 |2 00 X
C7 |2 00 X
C26 |2 00 |X
C10 |2 00 X
C27 |2 00 |X
C21 |2 250 [ X
Cl4 |2 55,0 | X
C18 |2 600 | X
Cc9 |2 70.0 X
C20 |2 75.0 X
C19 |2 75.0 X
2 ° 82.5 X
C32 |2 85.0 XX
C15 |2 90.0 X

Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Synosol Rojo 250 ppm

Casos |Media |Grupos
Homogéneos

C26 |2 00 |X
C10 |2 0.0 X

C7 |2 00 |X
C27 |2 0.0 X
C21 |2 250 [ X
C25 |2 250 [X
C18 |2 600 | X
Cl14 |2 75.0 X
C20 |2 75.0 X
C19 |2 75.0 X
C9 |2 82.5 X
C15 |2 90.0 X
C32 |2 100.0 X
C2 |2 100.0 X
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Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Novacrom negro 1500 ppm

Caso [Medi |Grupos
S a Homogéneos
C27 |2 00 X
C10 |2 00 |X
C7 |2 00 X
C26 |2 00 |X
C21|2 25.0 | X
C25|2 250 | X
C18 |2 60.0 | X
C20 |2 72.5 X
C9 |2 75.0 X
Cl14 (2 75.0 X
C19 |2 75.0 X
C32|2 85.0 X
QRW™TZ 85.0 X
C15|2 90.0 X

Pruebas de Multiple Rangos LSD Fisher para Novacrom negro 250 ppm

Casos |Media |Grupos
Homogéneos
C27 |2 00 (X
C10 |2 00 X
CR\2 00 |X
C26 |2 00 (X
C21 |2 250 | X
C25 |2 250 | X
C18 |2 60.0 | X
C20 |2 72.5 X
C9 |2 75.0 X
Cl4 |2 75.0 X
C19 |2 75.0 X
C32 |2 95.0 X
C15 |2 100.0 X
C2 |2 100.0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el

procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este

método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANEXO N° 04. Tablas de Absorbancia correspondiente a las curvas de

calibracion

Tabla N° 8.1.- Absorbancias correspondientes a la curva de calibracion pH 6

Concentracion Colorantes
ppm Amarillo (415 nm) |Rojo (540 nm) |Negro (595 nm)
50 0.85 1.03 1.446
25 0.432 0.534 0.76
12.5 0.223 0.27 0.387
6.25 0.082 0.115 0.173
3.125 0.045 0.092 0.095

Tabla N° 8.2. Absorbancias correspondientes a la curva de calibracion pH 8

Concentracién Colorantes
ppm Amarillo (415 nm) |Rojo (540 nm) | Negro ( 595 nm)
50 0.915 1.140 1.0875
25 0.459 0.576 0.567
12.5 0.250 0.307 0.321
6.25 0.094 0.126 0.173
3.125 0.049 0.060 0.080

Tabla N° 8.3. Absorbancias correspondientes a la curva de calibracion pH 10

Concentracion Colorantes
ppm Amarillo (415 nm) |Rojo (515 nm) |Negro ( 595 nm)
50 1.26 1.672 1.501
25 0.634 0.830 0.764
12,5 0.368 0.402 0.432
6.25 0.199 0.241 0.196
3.125 0.096 0.155 0.11
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ANEXO N° 05. Datos de absorbancia para seleccionar la maxima longitud de

onda de cada colorante con respecto a los 3 pH.

Las primeros 3 tablas muestran longitudes de onda con intervalos de 50 nm. y las

siguientes 6 tablas muestras longitudes de onda mas precisas cada 5 nm.

Tabla N° 8.4.- Seleccion de maxima longitud de onda para Synozol Amarillo
(intervalos de 50 nm)

Synozol amarillo ( 40 ppm)
oH Longitud de onda (nm)

700 650 600 550 500 450 400 350 300
6 | 0.001 | 0.001 | 0.004 | 0.032 | 0.258 | 0.648 | 0.735 | 0.415 | 1.008
8 | 0.045 | 0.051 | 0.06 | 0.091 | 0.277 | 0.596 | 0.691 | 0.551 | 1.209
10 | 0.045 | 0.069 | 0.112 | 0.191 | 0.381 | 0.720 | 0.635 | 1.783 | 3.591

Tabla N° 8.5.- Seleccion de maxima longitud de onda para Synozol Rojo
(intervalos de 50 nm)

oH Longitud de onda (hm)

700 650 600 550 500 450 400 350 300
6 | 0.003 | 0.002 | 0.018 | 0.851 | 0.741 | 0.187 | 0.174 | 0.288 | 1.057
8 | 0.001 | 0.002 | 0.024 | 0.753 | 0.651 | 0.186 | 0.198 | 0.345 | 1.135
10 | 0.053 | 0.077 | 0.129 | 0.625 | 0.657 | 0.535 | 0.463 | 1.590 | 3.219

Tabla N° 8.6.- Seleccion de maxima longitud de onda para Novacrom Negro
(intervalos de 50 nm)

Novacrom Negro (40 ppm)

H Longitud de onda (nm)
P 700 650 600 550 500 450 400 350 300
6 | 0.032 | 0.380 | 0.870 | 0.642 | 0.560 | 0.520 | 0.501 | 0.334 | 1.003

8 | 0.125 | 0.527 | 1.241 | 0.948 | 0.833 | 0.875 | 0.820 | 0.763 | 1.350
10 | 0.043 | 0.356 | 0.731 | 0.584 | 0.544 | 0.501 | 0.479 | 0.342 | 0.934

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




8¢1

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

T199°0 | ¢TL0| 1920 |¥LL0|LLL0|64.°0|T8L0|06L0(66L0|%6L0|€ESL0|1890|695°0|6¥7'0|ccE0|ScC0|6¥T0|¥600|0900|L.LE00|¥C00]| 8
7.0 | T18°0|598°0 | 6180|1880 | #88°0 | 9880 | 868'0 | 606°0 | TO6'0 | 1S8°0 | T92°0 | €29°0 | T8%°0 | LEE'0 | 8¢C'0 | 9¥T'0 | 8800 | €50°0 | 0€0'0 | 8TO0 | 9

00S | S0S | OTS | GTS | 0CS | S¢S | 0€S | GeS | O¥S | G¥S | OGS | GGG | 09S | S9G | 0.G | GG | 08G | S8G | 06G | S6S | 009
(wu) epuo ap pnubuo]

8 A 9 Hd euaed (wu g ap sojeAssiul) oloy [0zouAs eaed epuo ap pnubuoj BWIXeW 3P U0IJX23|9S -'6'8 oN Blge.L

EITT|T90T | LTO'T | #26°0 | 8€6°0 | T0O6'0 | 998°0 | ¢€8'0 | 96,0 | 29,0 | 02,0 | T89°0 | ¢¥9'0|+709°0 | 0LS°0 | ¥€5°0 | €050 | 0L¥'0 | 6EV'0 | OT¥'0 | T8E'0 | OT
0o | SO¥ | OTV | GTv | OCv | G¢¥v | OEy | G€V | OvV | G¥P | OQSY | GS¥ | 09 | Q9% | OLv | GLv | 08y | G8F | 06V | G6¥ | 00S
(wu) epuo ap pnubuo]

(wdd ot ) ojjlrewy [0zouAs

Hd

0T Hd eJed (wu g ap sojeAsalul) O]jlrewy |0ZouAs eded epuo ap pniibuo] ewixew ap ugIdd9I8S -'8'8 LN elqe.L

1650 [ 2950 [ S85°0 | 809°0 | G29°0 | #¥9°0 | 959°0 | 2990 | #29°0 | 089°0 | #89°0 | §89°0 | 989°0 | 889°0 | £89°0 | 2890 | ¥29°0 | T990 | T¥90 | 619°0 | 9650 | 8
GTY'0 | GL0 | STS0 | 2950 | €090 | 290 | 229°0 | 969°0 | LTL°0 | TEL'0 | GEL'0 | 920 | TSL0 | 0920 | 920 | ¥SL°0 | L¥L°0 | €6L°0 | 2TL0 | G890 | 8790 | 9
0Se | g€ | 09¢ | S9¢ | oL€ | s.€ | 08¢ | G8€ | 06€ | S6€ | 0O¥ | SOv | OTv | STv | Ozv | Gzv | Oy | Sev | O¥Y | S¥v | 0S¥
(wu) epuo ap pnyiBuoT]
(wad ot ) o]j1rewy |0SOUAS

referenciar esta tesis

Hd

8 A 9 Hd eaed (wu g ap sojeAssiul) ojjliewy |0ZoUAsS eaed epuo ap pn1Buo| ewixew ap U0IdNIBI8S -'/'8 N Blqe.L

L
(=)
o
T =
o P
PG
&U
oL
o

W o
o —

En su investigacion no olvide

(72}
(=}
>
-—
(3+]
(=)
—
[7¢}
(5]
>
<=
(<5}
(7]
(=]
S
£
)
=]
(1
(&)
<
[7¢]
(5]
(=
Y=
=
(=}
(&)
[3°]
=}
(]
N
p—
(=]
-
=
©
=
'S
(&)
(3]
S
(=]
-
oo




6CT

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

¥8G5°0 | ¢79°0| T99°0 | 289°0 | #0L°0 | 2CL'0 |GEL'0|8EL0 | TWL'O | 27L0| TELO|TCL'0|L0L0|689°0|G99°0|7E90|€E6S0|.LVS0|V6Y'0|EEYD|9GE0 | OT
96°0 | 6V0'T [ S80'T | LZTT'T | C9T'T | 06T'T |8TC'T |8EC'T [ TVC'T [ TSC'T | ¥¢C'T | T¢C'T|00C'T | ¥9T'T [ ¥OT'T | 8EO'T | 6¥6°0 | €980 | €GL°0 | 099°0 | LZS0| 8
¢79'0 | 8690 92L°0|€SL°0|¥8L0|TT8'0|¥€8°0 | €S8°0 [ 298°0| 0.8°0 | 698°0 | 9980 | #S8°0 | €€8'0 | 66,0 | SSL'0 | #69°0 | 8290 | €55°0 | €L7'0| 08E0 | 9
09G | G99 | 099 | 999 | 0.9 | G/G9 | 0BG | 98G | 06G | G6S | 009 | S09 | OT9 | GT9 | 0C9 | G929 | 0€9 | G€9 | OV9 | G¥9 | 099
(wu) epuo ap pnubuo]
(wdd of ) 0463u woaoeAoN

0T A 8'9 Hd eaed (Wwu g ap sojeAisiul) oaBaN woideAopN eded epuo ap pniibuol ewixew ap U0Id29I8S -'TT'8 oN Blgel

GEG'0 | 0VS'0 | ¢¥S'0 | G750 | ¢S50 | ¥95°0 | G/S°0 | 8850 | €09°0 | #¢9°0 | LG9°0 | ¥£9°0 | T69°0 | #69°0 | 989°0 | ¥#£9°0 | 999°0 | €99°0 | T99°0 | 0G9°0 | G¢9°0 | OT

0S¥ | 9S¥ | 097 | 99% | OL¥ | GL¥ | 087 | G8Y | O6¥ | G6¥ | 00S | SOS | OTS | SIS | 02S | G¢G | 0€S | S€S | OVS | SPS | 0SS Hd
(wu) epuo ap pnibuo]

0T Hd eaed (wu g ap sojeAsalul) oloy |0zouAs eaed epuo ap pnibuo| ewixew ap Uuo0Id2I9I8S -'0T'8 oN Blgel

referenciar esta tesis

L
(=)
o
T =
o P
PG
&U
oL
o

W o
o —

En su investigacion no olvide

(72)
(=}
=
-—
(3+]
(=)
-—
(7¢)
(5]
>
[
(<5}
(7]
(=]
S
£
)
=]
(1
(&)
<
(/2]
(5]
(=
—
=
(=}
(&)
[3°]
=]
(]
N
p—
(=]
——
=
©
=
S
(&)
(3]
S
(=]
-
oo




<
=
ADn = o€t
5 IE
=
=2 v
= <C W
e I Il
188'61 815°0¢ 02212 650°€C 00t 72 {0 L1S'TT [T1°€C 876°€C 5191 £18'9¢ €8T {0 €20 8050 1670 2680 €190 6850 0
£01°2C 92212 89.'TC [81°€T 025°52 90 120 (115 4R 74 9€L'HC 0€0°L¢ 000'6¢ 90 5.0 7150 1050 €80 8190 2090 90
[21874 LS0°ET 995°7¢ 89€'8C 1€ 0 WL €189 819'5 710'ST 605 TE [AA%4 5 69L0 €190 2650 180 2L0 090 0
87€'9C 087'6¢ €17’ 87E'TE 9€8'6¢ 0 5159 6£9'8¢ E70'E Sov'LC L0'HE 0€7'2E 10 2680 5590 5990 1260 0820 /90 0
115°6¢ 6€TE €69'/¢ 908°2€ £87'TE €0 95€'8¢ Sov'TE 96€ €€ 09t°67 006'1€ £67'€E €0 1560 0220 €690 8860 6610 5690 €0
ERG VEL'9E v8'T¢ 050'9¢ 670'9€ 0 vL0'0¢ [4x3 L L€ 00°EE 155°L€ 155°L€ 0 800°T 7€8°0 €810 011 098°0 6LLO 0
08'8€ LhL'LE 66LLE 6T.°8¢ STE'8E 10 [Ti'eE 965°6€ (15°8€ T/6°8¢ 605'6€ 160'6€ 10 (TT'T £06°0 6610 82T 5060 1180 10
£89'6€ VLTTY 99T 0% £89'6€ [ZAns 00 99T 0 €89'6€ VLTTY 9910 £89'6€ LTy 00 LEET 6060 1580 LE€T 6060 798°0 00
8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd
2068 auaIquYy e 00 GE auaIqWY ed 2068 asIqWY elq
einjeladuwa] eineladwa] einjeladuwa]

(%)
(=]
L1161 £99°8T 0€0°0C €£9°0C (9€°61 L0 T16¢°8T 8L5°TC 065°TC T6C°€C 8€0°7C 19T L0 9870 [38740] 99€0 £09°0 0710 T3¢0 10 .W
(41444 150°CC 9CETC 96°TC L09°0C 0 SS0C €L1'SC 850°'SC VECT LS6°7C 6E7'EC 90 0750 1970 SC70 0€9°0 &40 16€0 0 m
669'7C 14374 [AY434 099°'7C 80v°'TC S0 L0E'TT Evv'LC €C0°LC T6L'SC 68¢'LC 98L'€T S0 €850 €050 6570 8990 050 €070 S0 7]
36'8C 9v6'LT LT 8ET'LT 90T €T 0 st Ei'TE 9LE0¢ 9LT°0¢ L67'6T 9TT'SC 0 6590 LLS0 L150 SLL0 750 9770 70 Wu L
€6 7€ 809°5€ Y1L'6C €6 e 9966 €0 956'0€ €LT'LE SLL'LE T19°T¢ €LT'LE 6/8'T¢ €0 6.0 €89°0 S79°0 0180 €89°0 €750 €0 = ..mu..w
79S°LE OLLE (/A3 899'LE 978'8¢ 0 €8CTE 61T 6E GEE6E TLY'TE LTT6E 123417 [} 080 67L0 90 1€8°0 T2L0 1690 4] W .m
719°0% ety 80¢€ €E 16107 13907 10 €8L'EE S an 391 386'€E T10'TY 89TV 10 €980 9.0 T2L0 3980 vSL0 00 10 m %
34437 LL6'TY 906°'8¢ 377437 LL6'TY 00 906°8¢ Evvey LL6'TY 906°8¢ £ ey LL6'TY 00 3360 660 SELO 3360 6640 GEL0 00 m m
8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8Hd 9 Hd 0T Hd 8Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 2 S
00 G€ Aquslquy eld 20 G aquslquy eld 00 G aAudIquy elg m nnv
einesadws ] eineladwa ] rinfeladwa] < nru
(sauawnjon e 0198031 SBUOITLIIUBIUOY ) Of|IBWY |0ZOUAS (Sauo19eIUBIUOY ) O]|LIR WY [0ZOUAS (serouequosqy ) ojjlreWY [0ZOUAS @ ..m.lv
=2
=

UuQIoeaUIy UoD GT N BdaD -'T

da con f

1Za

opInbi| oIpaWw 81uR10]09 3P UQId0WSY — 31uer10]0d eped eaed (wdd) sauol1oea1uaduod A eloueqaosge ap sored ‘90 -N OXIANV

tor

tigacion no o

REPOSITORIO DE
icacion au

TESIS UCSM

En su inves

Publ




<
<
(]
< = TET
a
— <C
[7p) Mnu [
=K
=25
= <€ LW
DO N0
100°ST 9€L'9 199°€T 7980T 089°L L0 99T evv'LT €8'L €L8'ST [43k4 1€6'8 L0 87E0 31€0 LC1°0 970 6¢C0 910 L0
'8l 6L'6 €99°ST LSTET 0vS'ST 90 60C°€T £56'0C LCTTT 66L'LT 990°ST 699°L1 90 T9€°0 €8E0 7810 €LV'0 .00 L6C0 90
9¢1°0C €00'TT 9791 986'LT '8t S0 €61 VT 9E°TC STl T6C'8T 786'61 T6v'0C S0 98¢0 6070 €070 9870 99€°0 9rE0 S0
819°TC L1671 011°81 996°TC 1¢0°SC 70 705°'ST L6Y'EC 7191 789°61 9.8°€C L61°LT 70 170 0Ev0 [4240] 6150 LEV0 970 70
LS'9C [40A%4 805'TC SLS'LT 756°CE €0 0€6°61 971°8C €0°LT 188'CC GEE'6C 850°GE €0 S¢S0 9150 6570 L650 8ES°0 8650 €0
9€8'8C €70°SE 005°€C 8EL'SE 6¢69¢ 4] L037C 8€0°0¢ €09°9€ 087'7C LCCLE 897'8¢€ [4] 7790 1950 €090 9€9°0 789°0 £99°0 4]
0EV'9€ 16107 89C'€E L0L'8E 36€6¢ 10 0v8'LC ELT'LE 10Ty L76°€E L6'6E [ 10 810 €890 10L°0 £98°0 9¢L0 £89°0 10
56T T¢8'TY 0L0°6€ LS6T T¢8'TY 00 0L0°6€ LS6'Th T¢8'TY 0L0°'6€ L96°Th 1281y 00 7660 060 STL0 660 06L0 STL°0 00
8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd
Q0 G€ dualquy eld 2 G€ auslquy eld 20 G€ auslquy 'l
eineladwa] eineladwa] eineladwa]
(SauawinjoA e 0398dS8. S3UOIRIIUAIUOY ) Of|1le WY [0ZOUAS (Sauoigeuadu0) ) ojjLre WY [0ZOUAS (Se1ouequosqy ) ojj1e WY |0ZOUAS )
(=}
=
©
(=)
. =]
ugloealre uiS GT,N edsDd -'¢ %
=4
(= -)
=il
D b
8 S
7ST'TC 78581 0£2°TC Tvy9T Ovb'LT L0 7Sy'6T 865 7¢ £09°TC S68'SC LTT'6T 082°0C L0 09°0 7890 6v°0 6L°0 0€5°0 79v°0 L0 o %
TEP'EC IZAAV IZ&R T4 95€°LT €TL'6T 90 779°6T 979'9C S9T'€C S0S'9C L6l 145 A4 90 £09°0 147A0] LT50 0780 VS0 6050 90 £ m
759°9C 106°CC 8€8'SC (€861 00Z°€C S0 002°0C 9T9°6C EAT 80L'8C 9€0°CC LL1°ST S0 7790 SC8°0 €50 G/8°0 190 0850 S0 m '©
€05°8C 95t 7T €€0°8C T9L°CC 85T 0 086 7T 700°TE €89°9C TLV0E (17474 STL'9C 0 S9L°0 7980 L65°0 L760 8890 0090 0 % m
9GL°TE 06L°SC 651°0¢ 960°SC 9€9°9C €0 69€°CE LV8'VE 9€V'LT 1507443 869°9C 9€€'8C €0 £86°0 60 ST19°0 7860 157A0] 7€9°0 €0 © ..nhq
000°7€ 599'7E €69'TE 0ET'TE 9v8°€€ 0 LEV'TE 9Ty'GE 60T '9€ v10°€€ LTh'TE 95¢'SE 0 586°0 886°0 3610 00T 706°0 08L°0 0 % @
0€7'8E 765°9€ 002'8€ 108°€E 026'9¢ 10 80L'9¢ 110°6E TvE'LE 086'8€ 16V 7€ €L9°LE 10 T 680'T 7780 8LT'T 796°0 1€8°0 10 .m <F}
£9€°07 T¢S6E 968°6E £9€°07 TCS'6E 00 568°6€ £9€°07 T¢S6E S68°6E €9E°07 TCS'6E 00 S0C'T LT 080 S0C'T LIT'T 0480 00 [= .m
L gHd 9Hd 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd gHd 9Hd 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd gHd 9 Hd 0T Hd g Hd 9Hd w °
(am] 2 G€ auaIqUY ela 2, € RUEIT ela 2 G€ RUEI T eld S o
=
o einelRdWa | einesadwa | eineldWwa | < p
oc (Sauawn|oA e 0}080dSa4 SAUOIJRIIUBIUOY ) 04BBN WOIIRAON (sauoloe3U8IU0) ) 04BN WOIIRAON (seroueqlosqy ) 0i6aN WoideAoN m =)
o k=) %
= (=)}
(o7 =
o
o
Ll
oc

En su invest




=
=
(]
ADn = CET
— <C
[7p) Mnu [
=
=g
= <€ LW
DO N0
VT TT 0ST'9 79691 17448 SyT°0T L0 198°LT 196°CT 4942 SL'6T 79511 96L'TT L0 5550 LSE0 810 0190 070 9820 L0
10071 200'L €7€°8T 6€5°ST 70€°ST 90 TL7'8T L€9°€T 1S6°L 778'0C 859°LT 68€°LT 90 €L5°0 9L€°0 7020 €790 6870 €070 90
11911 858°€T 79°61 60€°9T €05'9T S0 729'6T SECIT 86€'ST L28'TC T21°8T 9€€'8T S0 £09°0 61770 T9E0 290 2050 X440} S0
898'9T €L5°6T €26°0C 6TL°LT 0212 %0 TET'0C SEE'8T SLTTT (474 092'6T 9/0°€C %0 7290 8050 870 669°0 7€5°0 €250 70
€LL°8T 810°CC 78°CC 612°CC 3867 €0 729°€C 7L6'61 SS°€C [ N74 L€9°€C €85°9C €0 SL0 7550 €50 5740} £59°0 1650 €0
€08'TC 100'SC 28T €97'HL LvL'ST 0 £09°0€ [A9Ar44 15C°9C 07v'6¢ vL2'ST 028'9¢ 0 1660 1€9°0 0650 968°0 €0L°0 2090 0
79T°€C GLSEE 800°9€ £89'9C Sh'LT 10 LV0°EE L€9'EC T9C 7€ L9 TECLT 500'8C 10 €00°T /990 650 Tt 85L°0 L2790 10
LTCTY LEC6E 968'6€ LTTTY LET'6E 00 968'6€ LTCTY LEC6E 968'6€ LTCTY LEC6E 00 S0C'T 1977 798°0 S0CT 1911 798°0 00
g Hd 9Hd 0T Hd gHd 9Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd gHd 9Hd 0T Hd gHd 9Hd
2, 5¢ RUEII elg 2 G¢ ajualquy elg 2, G€ aluBIquY ela
einjessdwa] einjesedwa] einesadws]
(sauawinjoA e 0199dsa. S3UOIJRAILUAIUCD ) 0IBBN WOIdRAON (sauoioenuaduo) ) 016N WoIoeAON (serouequosqy ) 0163N WoideAON
(72}
(=}
=
©
gy
)
3
7]
€S VT 6L LT TW1'TC 8’1 8L5°0C L0 980°TC 00691 169°0C £897C 0LL'LT 876°€C L0 STL0 98€°0 0Ev'0 6¢8°0 <070 670 L0 W ‘D
06L'ST 7¢5TC €06'T¢C S06'ST 781°TC 90 900°TC £76'LT 65 7C 068'%C 7L0°8T [7A0h74 0 SvL0 6070 8050 6€8°0 [45740] 0050 90 [0} =
L6991 evITe 765°CC SLCTC 0€C'TC S0 Q8L'E€T (9581 7097¢ 701°SC 6€9°€C 00L1C S0 080 €0 1150 978°0 050 €150 S0 % .m
885°0C 166'CC 6LY1C 88E°EC 9€0°6C 70 196'7¢ 8LETC 066%C L09°'9C 144744 095°T€ 70 780 1150 6150 5680 1850 999°0 %0 o o
[Y4a 74 6L0'9C 670'9C T€S'SC 768°6C €0 8CS'LC 0LL'ST L 'LC CILLT 19T°LC 08'TE €0 560 6850 9.5°0 1€6°0 T¢90 0990 €0 nmu W
£66'9C 078'LT ElS A7 080°6C 808°0€ 0 080°€€ L11°8C 000°6C T/8'SE 1670 760C¢ 0 9077 €790 7090 L6TT €690 999'0 0 w m
8C97¢E TTL'SE 79¢€'SE 91°9¢ 0/8'CE 10 0¢6'7E GEE'GE 0f7'9¢ 980°9¢ 0069€ TPS'€E 10 91T 60380 950 70C'T 780 9690 10 % @
6£9'6€ 0L8'6E 9EL'6E 6£9'6€ 0£8'6E 00 9EL'6E 6€9'6€ 0£8°6E 9€L'6E 6€9'6E 0£8°6E 00 €T 3060 LT8°0 €CET 3060 L7380 00 [77) ..m
8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9Hd nnu b=
2, G ajualquy ela N> AualquYy eld 2, 5€ auaIquY el ..m %
eineladwa] eineladwa] rIneladwa] o =
O o
[ Cowpenwouod)obuozoufs ] e epwemesavjopHoouS I T | T -
w =
N S
==
S 8
=2

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

En su invest




<
<
M = €€t
DS S
A=k
=2 v
= <C L
jum i o J e |
778'6T 691 790°TC 681'TC GLS'TC L0 7797C 7£0°€C 9/9'6T Tov 7T £86'7C £80°SC L0 1€8°0 L750 6070 9¢8'0 T.50 1250 L0
LTV'9C 875°8T 6V8'TC 606'SC 9T 0 [4574 0£0°0E LL0'TT 8781C S9%°6C €9L'ST 90 W80 /890 8EY'0 L€80 7.9°0 9€5°0 90
€9°6C 00T'TC Y0L'TC 9T L8187 S0 799°SC €18°C¢ €T LTT'ST T67°0¢ 6I€TE 0 198°0 18L°0 870 0580 €690 0990 S0
806°0¢ 20€°'ST 99C°€C 30687 T6T°0¢ 70 078'ST 965°€€ 05°LT 887'SC e 918°C€ 70 0/8°0 69L°0 150 7580 6TL0 1890 70
LE€°€E L78°0E 097°LT 998°'T€ 9€6°'C¢ €0 L6V'LT S9%°'SE 9718'C€ 00062 006°€€ 6€0°SE €0 776'0 180 1890 €670 9.L°0 LTL0 €0
9SL'7E 688°7¢ T/8'8C £€9'GE L6L7E 0 685°LT 7079 E7E'9E 7£0°0¢ LTT°LE 97C'9E 0 L760 6080 7SL°0 800'T 0580 SL0 0
LYT'9E T6'9¢ 658°LE 98°8¢ 0£3'6€ 10 685°LE £86'9€ 969'LE 1€9'8¢ 6£9'6€ £79°07 10 €SCT L78°0 8L0 [8T°T 8060 £78°0 10
£€89'6€ vLT'TY 99T 0 £89'6€ VLTTY 00 99T 01 £89'6€ VLT Ty 99T 0% £89'6€ LT Ty 00 LEET 6060 7580 LEET 6060 7580 00
g Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd
o G€ slusIquy Bld Q0 G€ sjuslquy o G€ sjuslIquy Bld
rinjesedwa] einesadws ] rinjesedwa]

(%)
g
33781 GT6°8T 61T 7T 77€9C 6EE'EC L0 89T°€C L6V'TC 766 1¢ G70'8C 7€9°0€ 6ET°LC L0 7090 €60 [/A30] €eL0 950 T97°0 L0 ..M
7S1°0C 676'TC €LY'ST 08Y°LC [A74 90 SET'SC €06°CC 6 e L6'8C LTTTE 8L 0 990 6170 13440} K7A0] €L5°0 ELV'0 90 .mu
L19°€C 60€'SC 811°8C ST9'6C 899°9C S0 L77°9C 80€°9C TCT'8C [474t3 96L'CE 605°6C S0 7890 [4:40] 8L7°0 1030 090 050 S0 %
3.8'8C 31¢'8C 0LG°TE 97T 639°€E 70 967°8C 68E 1€ 08L°0€ 9TEVE 786°€E 8199¢ 70 7EL0 9.5°0 7250 9.8°0 7¢9°0 9790 70 W m
BLT'LE 0vS'9€ e £9€°€E LVTLE €0 £96°2€ TSG'6E €/8'8E 6€6'9€ L6V°SE 779'6€ €0 £/3°0 [2L0 799'0 0v6'0 7590 190 €0 N @
L92'6€ 8Tv'8E 819'SE 02L 0% 7LE'3E 0 TL6'7E £06°0% 62007 0T L€ 9Ty Ty TL6'6€ 0 7680 75L0 789'0 776'0 08L°0 €890 0 v S
Y0y S79°0% 789°9¢ LLLTY G6L'6€ 10 CEE'BE £06'Ch VLYY 0EV'LE 8.9ty L0901 10 7.6'0 68L°0 60L°0 (560 €80 7690 10 m %
13434 LL6TY 906°'8€ evv'Er LL6TY 00 906°'8€ A LL6TY 906'8€ 1544 16Ty 00 3860 66L0 SELO 886°0 66L°0 SELO 00 w m
g Hd 9 Hd 0T Hd gHd 9 Hd 0T Hd gHd 9 Hd 0T Hd gHd 9Hd 0T Hd gHd 9Hd 0T Hd g Hd 9 Hd % 'S
2 G€ ajualquy ela 2, G¢ ajusIquy elg 2 6€ ajuRIquy eld onv
einesadwa| rInesRdwa | eineladuwa) nru
(sauawnj|on e 0199dsal S8UOITLIIUSIUOY ) Of|1le LY |0ZOUAS (Sauo19enuadU0Y ) Of|1fe Wy [0Z0UAS (se1oueqJosqy ) oj|Lrewy [0ZOUAS ..nrlv

Ivide

ugIoeally Uuod z¢€ .N edaD -'¢

torizada con fines aca

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM
igacion no o

En su invest




<
<
(]
< = 128
(o)
— <T
(7p) Mnu =
=
=P v
= <C LU
jum i o J e |
098'81 13191 ELUEC SL6°61 0£0°8T L0 760°SC 0€6'TC G18'81 190°LC LCCEC C10'T¢C L0 1990 T07°0 LTE0 6690 Ser0 9GE°0 L0
€L 19161 6TE ¢ S0T°CC 9L°61 90 88Y7°9C (8'SC €9L'TC GE9°LC 611°5C LSY'TC 90 9890 [9A40] 39€°0 €1L°0 0970 08¢0 0
LET'SC €9¢°0¢ 88E'SC LEEEC €L9°GC S0 €69'9¢ 0€6'LC 715°TC 60C'8C 0€6'SC 9¢5'8C S0 0690 [4530] T8€°0 L2L°0 SLY0 G370 S0
065°9¢ 9LL'9C €0T°9¢ 861°SC 98L'LT 70 717'8C €06'8C 70T'6C €LE°8C 63¢°LT 070 70 CELO 0€5°0 S67°0 T€L0 050 7150 0
8LL'LT 809°8C 08Y'LC 88E'8C L60°6C €0 9T€'6C 195°6C 123403 YEC'6C 00C°0€ 796°0€ €0 7SL0 4230 3150 ¢SL°0 7950 L75°0 €0
€T 0€ 9GTvE 8E0°CE 651'6¢ 60L'S€E 4] 66¢0¢ 68ET¢E 8LG'SE €LEEE 989°0¢ L61'LE [4] 3LL0 9.5°0 £09°0 €980 €950 9€9°0 4]
8TC9€ 9T LE L00°8€ e TE 806'6€ 10 €8L'8¢ £56'9¢ 900°8¢ €8L'8¢E 786'T¢ €CL0Y 10 9860 6L9°0 6790 9860 £85°0 9690 10
LS6°CY T¢81Y 0£0°6€ LS6°TY Te81Y 00 0L0°6€ LS6°TY 1¢8'TY 0L0°6€ L96'TY T¢8'TY 00 660 0620 STL0 2660 06£0 STL°0 00
8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd
o G€ duslquy ela 2. G RUCIY 'la o<1 duslquy eld
eineladws] rineladwa] eineladws]
(sauawinjon e 0129dsa1 SAUOITRIIUBIUOY ) O]|LI WY |0SOUAS (sauoioenuaau0) ) ojjLre WY |0Z0uAS (serouequosqy ) ojj1ewy [0ZOUAS
(%)
(=)
=
uoIoeally Uls g€ oN edad -y =4
=
1 77)
2w
(=)
=i
D b
»n S
S @
YIT'LT 609°€T £90'6T 66T'ST L0 9v6'7C 006'6T 728'ST 991°7C 085'6¢ €L9'LT L0 S0L0 7550 0L70 7890 7280 6070 ) M aru
(44318 LT 798°61 €0E9T 90 65L°€C 0S'TC S 9T €157 915°LC 979°8T 90 6CL°0 650 887°0 7690 99L°0 LTV'0 90 D o)
997°2¢ €8€'9T 598°0¢ EvT'LT 0 890'9C ovL 7 €02°8T €8T'EC €880 L60'6T S0 €080 889'0 6650 1L 7690 8Er0 S0 M m
69T SST'LT 0zv'ze 2€5°0C 0 L9 0L2'9C S5L'8T 69T S9LLT 8T€TT 70 L18°0 T€L0 5550 LyL0 €LL0 £050 70 % @
598'SC 1.0'7C 9€L°€C e €0 086'9C 91T 6LY'EC 157°SC 0L€'8C 09v°2C €0 7780 992°0 7690 €LL°0 0620 0150 €0 n 2
€5€°'6C €€S'ET €08'SC [543 20 98 TE LLS0E 324 8/8'9C €50'0E 676°CE 0 1560 7580 [47%0) 1280 1680 75L0 0 nnu =
185°2€ 166'8C 087'vE 996'9€ 10 790'8€ 9y '€E €85'6¢ 086'7E LV8'VE 0zL'LE 10 15T'T 1260 6980 090'T 260 7680 0 = %
£9E°07 T25°6¢ 968'6€ T25'6¢ 00 S68'6€ £9€°07 T25°6€ S68'6€ £9E°07 T25'6€ 00 S07T 21T 0/8°0 S07T 21T 0/8°0 00 S =
o=
L 0T Hd g Hd 9Hd 0T Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 01 Hd g Hd 9 Hd 01 Hd g Hd 9 Hd O ©
(=} 2 6€ eld 2 6€ ajuaIquY eld 20 G€ BjuBIqUY ela M m
(@) rinesadwa] rinesodwa] einelodwa | n—m -
oc (sauawinjoA e 0}99dSaJ SAUOIIRIIUBIUOD ) 04BBN WOIIRAON (sauoioeuaduo) ) 0ifaN woiseroN (seroueqiosqy ) 0463N WoIIBAON =)
o k=) %
&% 23
()
o
Ll
(a'mg

TESIS UCS

En su invest




<
=
o
< = QET
a
= <C
(7] Mnu =
=K
=P v
= <C LU
DO N0
LYIT 0vZ'ST 0ET'8T 07T SLE0C L0 LTTTC €ST'67 0CL'LT 180°TC 07T 69°€C L0 759°0 T€S0 0170 059°0 86¢°0 9€5°0 L0
(P81 S15°0C 90561 S18°C7T 9L6'TC 90 T€0°CC 896°0C EIEEC 991°T¢C 95T 601°9C 90 890 (850 8750 (890 00 £85°0 90
91761 TLT9C €ET°0C 8811 SY9'SC S0 99T'%C €LS°TC 061°6C 69€°TC G891 78€'8C S0 T7L'0 6650 799°0 3890 L97°0 S€9°0 S0
8TE'EC LS8°LC 85E'CC 989°LT €LL'8T 0 16'7C SvE'SC 08C°0¢ (R 74 1744 SLTTE 0 €9L°0 S0L'0 SL9°0 SvL0 €€5°0 969°0 0
£9€'SC T¢9'6C 187°€C EC'EC 66L'6C €0 7Sv'6¢ 786'9C (ISTE 086'7C 3161C TOL'TE €0 680 1SL°0 T0L°0 99L°0 €690 S0L'0 €0
966'9C 778'TE 00€°LC T8€'9C 91T 4] 130243 TCT'8C TLT'EE LEV'8C 08V'LC 05°€E 4] 786°0 €8L°0 9€L'0 £98°0 99L°0 €vL0 4]
997°8C 801°GE 995°TE LEE'6C 9€'9¢ 10 69€'9€ 970°6¢ G(8'SE 00C°CE 9€6°6¢ 70T°LE 10 T0T'T 6080 6L0 3L6'0 7€8°0 618°0 10
LTTTY 699°0% 860°CY LTTTY TL0°C€ 00 86077 LTCTY 65907 8607y (TTTY TL0°2€ 00 07T 17T 7680 07T TST'T 7680 00
8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd g Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd
2 G€ ajuslquy elg 2 G¢ ajuaIquy ela 2 G€ alualquy eld
eineladwa] rineladwa) eineladwa]
(sauawinjoA e 0398dSa. SAUOITLIIUAIUOY ) 0463 LOIIBAON (sauoroenuaauoy ) 04BaN WoIdeAON (selouequosqy ) olbaN woideAoN %
=
©
(=]
=
7]
2 @
(= -)
=i/'dd
D b
»n <
S @
(4}
0£0°9T [seost LYE6T 660°LT 096°LT ) 806°€C 6€9°'8T LTT8T L6v'TC 1861 788°0C ) £08°0 S0 6L£0 19.°0 Sr0 vEr0 L0 M sl
T07'8T [sozst &4 79'12 9L€°0C %0 SvTve €89'0¢ 169'0C LTT'ST 9657C SST'EC E) 8180 wUyo 0€0°0 0580 7950 1870 90 <) m
788°0C 3ir'ST 05t°€C SvSEC EYT'EC 0 666 7T v0C €L SLT8T 5509 1979 STL'SC S0 €280 0£5°0 850 L(8°0 8650 750 S0 M =
8Tr'ze 08'6C 19L%C 98T v21'6C 0 069 BLE YT £50°ZE ¥T6'9C 6059 LS9TE 0 9060 1550 5990 5060 9090 £59'0 70 % =
715°9¢ 9v8'TE SET'9C 90T°'8C SLS°0¢ €0 080'8C v07 8T 6/8°€E v08'LT 006'62 [2STE €0 €060 5990 €0L0 €60 789'0 SL90 €0 n ..%
(18T 986'7€ 826°LC 999'0¢ S/8'TE 20 026'6C £86'8C 79€vE 760°'6C €06°TE €0C°€E 0 €00'T €990 €1L0 9.6'0 TEL0 6890 0 nnu =
96L°7€ 019'9€ 80T LE 9v8'8E zee'se 10 0€L'9€ Sop°ee LSELE S98'L€ 6€9'6€ €50'9€ 10 443 990 SLLO 90T 8060 870 10 = %
0£0°0y 0£8'6€ 9€L°6€ 06007 LT1°9€ 00 9€L'6E 0£0°07 0/8'6€ 9€L'6E 0£0°0F LT1'9€ 00 €2€T 160 (2870 [7253 160 (280 00 m =
0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9 Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd 0T Hd 8 Hd 9Hd © o
2,68 ajuBlquy ela 268 aBlquy elg 2068 ajuBlquiy eld % m
einjesadwa] elneladwa| einesadwa] m m
[ (euomemmauco)oldiosouls | [ wemgosgyopdpsows ] ==
g8
=2

REPOSITORIO DE
TESIS UCS"S

En su invest




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e’ DE SANTA MARIA

ANEXO N° 07. Evaluacion de la influencia de factores cepa, aireacion, ph,
colorante y temperatura. Andlisis multifactor categdrico.

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para concentraciones (ppm) con intervalos de confianza del

95.0%
Error Limite Limite

Nivel Casos |Media Est. Inferior  |Superior
MEDIA GLOBAL 72 17.878
Cepa
Cepa 15 36 16.6299 0.412222 15.8051 |17.4548
Cepa 32 36 19.1261 |0.412222 18.3012 |19.9509
Aireacion
Con aireacion 36 19.8351 [0.412222 [19.0102 |20.66
Sin aireacion 36 15.9209 0.412222 15.096 16.7457
pH
6 24 16.5697 [0.504867 15.5595 [17.5799
8 24 17.8946 [0.504867 [16.8843 [18.9048
10 24 19.1697 [0.504867 |18.1595 |20.1799
Colorante
Amarillo 24 17.8201 (0.504867 [16.8098 [18.8303
Negro 24 16.3554 [0.504867 15.3451 [17.3656
Rojo 24 19.4585 [0.504867 |18.4483 |20.4687
Temperatura
35°C 36 16.9317 [0.412222 [16.1069 |[17.7566
T.Ambiente 36 18.8243 [0.412222 [17.9994 [19.6491
Cepa por Aireacion
Cepa 15,Con aireacion 18 19.6718 |0.58297 18.5052 |20.8383
Cepa 15,Sin aireacion 18 13.5881 |0.58297 12.4216 |14.7546
Cepa 32,Con aireacion 18 19.9984 |0.58297 18.8319 (21.165
Cepa 32,Sin aireacion 18 18.2537 |0.58297 17.0871 |19.4202
Cepa por Colorante
Cepa 15,Amarillo 12 14.8844 |0.71399 13.4557 [16.3131
Cepa 15,Negro 12 15.4089 [0.71399 13.9802 [16.8376
Cepa 15,Rojo 12 19.5964 |0.71399 18.1677 |21.0251
Cepa 32,Amarillo 12 20.7557 [0.71399 19.327 22.1844
Cepa 32,Negro 12 17.3018 |0.71399 15.8731 |18.7305
Cepa 32,Rojo 12 19.3206 [0.71399 17.8919 |[20.7493
Aireacién por pH
Con aireacion,6 12 18.7574 |0.71399 17.3287 |20.1861
Con aireacion,8 12 20.7785 |0.71399 19.3498 (22.2072
Con aireacion,10 12 19.9694 |0.71399 18.5407 (21.3981
Sin aireacién,6 12 14.382 0.71399 12.9533 |15.8107
Sin aireacién,8 12 15.0106 |0.71399 13.5819 |16.4393
Sin aireacion,10 12 18.37 0.71399 16.9413 |19.7987
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ANEXO N° 08.- DATOS ANOVA DEL MODELO LINEAL REFINADO

Fila Observado | Ajustado Residuo

1 19.3624 17.5725 1.78986
2 18.5671 15.68 2.88705
3 24.3999 22.2845 2.11539
4 20.5777 20.392 0.185735
5 17.4405 18.097 -0.656515
6 18.5817 16.2045 2.37723
7 20.6725 18.8725 1.79995
8 19.4174 16.98 2.4374
9 23.0592 23.5845 -0.525313
10 19.881 21.692 -1.81097
11 16.441 19.397 -2.95602
12 21.1542 17.5045 3.64972
13 20.0302 20.1726 -0.142352
14 15.7302 18.28 -2.54976
15 21.2204 24.8845 -3.66412
16 18.556 22.992 -4.43598
17 22.2696 20.697 1.57257
18 16.7306 18.8045 -2.07389
19 7.6803 11.4889 -3.80857
20 6.7358 9.59633 -2.86053
21 20.5777 16.2008 4.37686
22 17.7941 14.3083 3.4858
23 10.1447 12.0133 -1.86865
24 6.1504 10.1208 -3.97041
25 10.8639 12.7889 -1.92498
26 15.0012 10.8963 4.10486
27 15.2818 17.5008 -2.21905
28 14.534 15.6083 -1.0743
29 12.5236 13.3134 -0.789754
30 11.1463 11.4208 -0.274512
31 13.6507 14.0889 -0.438185
32 10.9016 12.1963 -1.29474
33 21.1412 18.8009 2.34035
34 18.1339 16.9083 1.22559
35 16.9639 14.6134 2.35054
36 15.3605 12.7208 2.63968
37 23.3393 21.2744 2.0649
38 18.915 19.3819 -0.466854
39 21.5748 19.8393 1.73554
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Fila Observado | Ajustado Residuo
40 16.9216 17.9467 -1.02512
41 11.7998 17.8205 -6.02069
42 13.6088 15.9279 -2.31915
43 26.3439 22.5744 3.7695
44 18.4877 20.6819 -2.19416
45 21.4888 21.1393 0.349532
46 19.8436 19.2467 0.596874
47 25.4389 19.1205 6.31841
48 17.1143 17.228 -0.113651
49 24,1188 23.8744 0.244393
50 19.9245 21.9819 -2.05737
51 21.0621 22.4393 -1.37717
52 21.194 20.5467 0.647267
53 19.0628 20.4205 -1.3577
54 19.7334 18.528 1.20544
55 18.0699 19.5296 -1.4597
56 16.1809 17.6371 -1.45616
57 17.9603 18.0945 -0.134167
58 15.6753 16.2019 -0.526626
59 20.3751 16.0757 4.29941
60 15.2395 14.1832 1.05635
61 19.9752 20.8296 -0.854407
62 18.8596 18.9371| -0.0774653
63 17.0392 19.3945 -2.35527
64 16.0297 17.5019 -1.47223
65 12.4011 17.3757 -4.9746
66 16.4716 15.4832 0.988443
67 23.2729 22.1296 1.14329
68 21.5811 20.2371 1.34403
69 22.4969 20.6945 1.80242
70 20.5609 18.8019 1.75896
71 18.13 18.6757 -0.545705
72 18.2466 16.7832 1.46344
PROMEDIO | 17.87799208| -0.00000017
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SUMA DE CUADRADOS
MODELO RESIDUO
0.0933 3.2036
4.8312 8.3351
19.4172 4.4749
6.3202 0.0345
0.0480 0.4310
2.8006 5.6512
0.9890 3.2398
0.8064 5.9409
32.5641 0.2760
14.5466 3.2796
2.3074 8.7381
0.1395 13.3205
5.2652 0.0203
0.1616 6.5013
49.0910 13.4258
26.1530 19.6779
7.9468 2.4730
0.8584 4.3010
40.8206 14.5052
68.5861 8.1826
2.8130 19.1569
12.7428 12.1508
34.3947 3.4919
60.1742 15.7642
25.8989 3.7055
48.7441 16.8499
0.1423 4.9242
5.1515 1.1541
20.8356 0.6237
41.6954 0.0754
14.3573 0.1920
32.2817 1.6764
0.8517 5.4772
0.9403 1.5021
10.6576 5.5250
26.5967 6.9679
11.5355 4.2638
2.2617 0.2180
3.8467 3.0121
0.0047 1.0509
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MODELO RESIDUO
0.0033 36.2487
3.8029 5.3785

22.0562 14.2091
7.8619 4.8143
10.6361 0.1222
1.8733 0.3563
1.5438 39.9223
0.4225 0.0129
35.9568 0.0597
16.8420 4.2328
20.8055 1.8966
7.1220 0.4190
6.4643 1.8433
0.4225 1.4531
2.7278 2.1307
0.0580 2.1204
0.0469 0.0180
2.8093 0.2773
3.2483 18.4849
13.6515 1.1159
8.7119 0.7300
1.1217 0.0060
2.2998 5.5473
0.1415 2.1675
0.2523 24.7466
5.7351 0.9770
18.0761 1.3071
5.5654 1.8064
7.9327 3.2487
0.8536 3.0939
0.6363 0.2978
1.1986 2.1417
850.5525 414.9801

Analisis de Varianza
Fuente |Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Modelo 850.5525 9 94.5058 14.1196 0
Residuo 414.9801 62 6.6932
Total (Corr.) 1265.53 71
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