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Resumen

La contaminacion del agua por contaminantes emergentes, como los compuestos
activos farmacéuticos (CAFs), representa un problema ambiental creciente debido
a su persistencia y efectos adversos en los ecosistemas acuaticos. En este estudio,
se evalué la capacidad del hongo Agrocybe af. pediades para tolerar y degradar los
CAFs Trimetoprima (TMP), Ciprofloxacino (CPX) y Naproxeno (NPX). Se analiz6 su
crecimiento en presencia de estos compuestos, su produccion de enzima lacasa y

la capacidad de esta enzima para degradar los farmacos.

Los resultados mostraron que A. pediades presentd un crecimiento estable en
medios solidos con diferentes concentraciones de CAFs, sin una inhibicion
significativa en su velocidad de crecimiento radial o produccion de biomasa.
Ademas, se determind actividad lacasa mediante la oxidacién del sustrato guayacol
con el Extracto Crudo Enzimatico (ECE) libre de biomasa. Sin embargo, al evaluar
la degradacion de los CAFs mediante HPLC, no se observé una disminucion
significativa en las concentraciones de TMP y NPX, mientras que en la

concentracion de CPX se tuvieron problemas en su cuantificacion.

Estos resultados indican que A. pediades es tolerante a la presencia de CAFs y
produce lacasa activa, aunque su capacidad para degradar estos farmacos requiere
una mayor optimizacion de condiciones. Este estudio contribuye al conocimiento
sobre el potencial de hongos en la biorremediacién de contaminantes emergentes
y sienta bases para futuras investigaciones en la aplicacién de enzimas fungicas en

la degradacion de farmacos en el medio ambiente.
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1. Introduccion

Debido a la actividad antropogénica, el agua ha sido uno de los recursos
naturales mas afectados directa e indirectamente por una gran variedad de
compuestos quimicos contaminantes. Estos compuestos son dificiimente
degradables y su estancia en el ambiente puede durar desde dias hasta
anos. Entre los compuestos quimicos se encuentra un grupo conocido como
contaminantes emergentes, dentro de estos se pueden encontrar desde
bloqueadores solares, drogas licitas e ilicitas, productos del cuidado
personal, productos de contraste y compuestos activos farmacéuticos
(CAFs).

Los CAFs brindan un beneficio inmediato a los humanos y a los animales,
dentro del organismo son absorbidos y distribuidos hasta alcanzar el objetivo
terapéutico. EI compuesto activo puede actuar directamente o bien ser
metabolizado para producir un compuesto con mayor actividad, y asi llevar
a cabo la accidn terapéutica. Una vez realizada esta accion, se eliminan por
medio del higado y los rifiones. Por ultimo, los CAFs o sus metabolitos
producidos durante el metabolismo, después de realizar su accion
terapéutica son liberados del organismo a través de las vias urinarias y
heces fecales (Kummerer et al 2009). Su presencia en ecosistemas
acuaticos ha afectado de manera negativa la vida de distintos organismos,
causando efectos como problemas enddcrinos, modificacion genética y

estrés oxidativo (Batucan et al., 2022; Rios y cols., 2022).

El aumento de la poblacion mundial ha causado que el uso de productos de
cuidado personal y medicamento se incremente de manera exponencial,
siendo indispensable en la vida diaria de las personas. Ademas del uso
humano, hay un uso veterinario de medicamentos ya sea para el cuidado de
animales o para la estimulacion del crecimiento animal en granjas (Meléndez
y cols., 2020).



Un problema significativo es el vertido de medicamentos caducados o no utilizados
en el drenaje, siendo una practica comun en numerosos paises, incluso en aquellos
con sistemas de devolucion formal. Segun Rogowska y Zimmermann (2022), esta
manera inadecuada de eliminacidon representa un problema generalizado en la
gestion de residuos sanitarios domeésticos, ya que muchos hogares optan por
desechar los farmacos por el inodoro o el fregadero, en lugar de recurrir a programas
de recoleccion adecuados. Este comportamiento contribuye a la liberacion de
productos farmacéuticos activos en el drenaje y cuerpos de agua, incrementando
significativamente los riesgos medioambientales y sanitarios relacionados con la

contaminacién por medicamentos persistentes.

En un trabajo realizado por Calderdon y cols. (2019) se analizaron aguas
residuales urbanas y hospitalarias de la Ciudad de México, y se reportaron
la presencia de analgésicos/antiinflamatorios, hormonas, anticonvulsivos y
antibidticos. Entre los antibidticos, reportaron la presencia de trimetoprima a

0.55 ug/L, ofloxacina a 0.29 ug/L y de sulfametoxazol 0.63 a pg/L.

Para remediar los problemas de contaminacion de agua, las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) desempefan un papel
fundamental. Su objetivo principal es remover o reducir las concentraciones
de contaminantes presentes en las aguas residuales, disminuyendo asi los
riesgos ambientales y sanitarios asociados a estos compuestos. Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos y los avances en el tratamiento de aguas,
la eliminacion completa de los contaminantes emergentes sigue siendo un

desafio (Lesley Joseph y cols., 2019).

Los CAFs son sustancias quimicas presentes en productos de uso cotidiano,
como farmacos y productos de cuidado personal. Estas sustancias suelen
encontrarse en concentraciones muy bajas en el agua, lo que dificulta su
deteccién y tratamiento. Ademas, la estructura quimica de muchos CAFs
tiende a ser compleja y resistente a los procesos convencionales de
degradacion, lo que limita la eficacia de las PTAR tradicionales en su

eliminacion. Esto se traduce en que, aunque las plantas de tratamiento



logran reducir algunos contaminantes, otros persisten en el efluente final (Al-
Wasify y cols., 2023).

En este contexto, se han estado explorando meétodos alternativos de
tratamiento que puedan complementar los procesos convencionales y uno
de los métodos mas amigables al medio ambiente ha sido Ila
biorremediacion. Esta se enfoca en degradar o remover contaminantes
utilizando elementos bioldgicos tales como bacterias, plantas y hongos.
Estos organismos son capaces de adsorber o secretar enzimas para
metabolizar compuestos toxicos en moléculas de menor tamafo, o
polimerizar las moléculas, para formar moléculas mas grandes
(polimeros), resultando menos toxicas para el ambiente (K., Narendra y
cols., 2024

En especifico, los hongos basidiomicetos son capaces de producir
enzimas de tipo Oxido-reductasas que permiten descomponer
compuestos organicos como la lignina, jugando un papel clave en la
descomposicion de materia organica en los ecosistemas terrestres. Las
enzimas como la Lignina Peroxidasa (LiP), Manganeso Peroxidasa (MnP) y
Lacasas, son ejemplo de esas enzimas producidas por los basidiomicetos,
éstas son capaces de degradar la lignina, uno de los polimeros naturales mas
abundantes en la tierra. Estas enzimas no tienen una especificidad para
atacar a algun sustrato, por lo que las hace capaces de degradar diferentes
compuestos xenobidticos y algunos contaminantes organicos toéxicos

(Torres-Farrada y cols., 2024).

En este trabajo se estudié el efecto de Trimetoprima (TMP), Ciprofloxacina
(CPX) y Naproxeno (NPX) en el crecimiento de Agrocybe af. pediades. Se
realizaron cultivos en medio sdlido para estudiar su tolerancia en crecimiento
a los farmacos. Se hizo un cultivo sumergido de A. af. pediades para
determinar la actividad enzimatica del hongo y finalmente se estudio la
capacidad de las enzimas producidas por el hongo para degradar a los
CAFs.



2. Marco teorico

2.1. Presencia de CAFs en el medio ambiente

La presencia de farmacos en el ambiente es un problema cada vez mas evidente y
preocupante. Estos compuestos, disenados especificamente para tener efectos
fisioldgicos en organismos vivos, ingresan al ambiente principalmente a través de
las aguas residuales de hogares, hospitales humanos y veterinarios, y residuos
industriales de las plantas farmacéuticas. El problema se magnifica cuando el uso
de productos farmacéuticos se abusa para el cuidado y estimulacion del crecimiento
en cerdos o vacas, provocando que los fdrmacos se encuentren presentes en los
residuos de excremento y orina. De la misma manera, si se usa el excremento como
abono para tierras agricolas se estaria introduciendo indirectamente en el medio
ambiente (Ashiwaju y cols., 2023; Yacuoba et al 2021; Calderon et al., 2019;
Mordacikova et al., 2025).

Las PTAR juegan un papel fundamental en el manejo de aguas residuales, pero su
disefio original no contemplé la remocién de farmacos, es por eso, que las PTAR se
han convertido en una ruta principal por donde los residuos de farmacos llegan al

ambiente acuatico.

Aunque estos procedimientos son efectivos para manejar contaminantes comunes,
no estan adaptados para procesar las complejas estructuras quimicas y la
resistencia de distintos tipos de CAFs, como consecuencia, estos compuestos

permaneceran en el agua tratada (Al-Wasify y cols., 2023).

Esta agua tratada posteriormente se vierte en cuerpos acuaticos naturales o se
aprovecha para el riego en campos agricolas, lo que resulta en la contaminacién de
ecosistemas tanto acuaticos como terrestres. Es interesante comprender que este
proceso no persigue una trayectoria lineal del consumo a la liberacion en el
ambienta, formandose un circulo de retorno. Los componentes farmacéuticos

pueden regresar a nuestra alimentacion a través de vegetales regados con agua



contaminada o productos marinos provenientes de aguas afectadas (Ashiwaju y
cols., 2023).

También es importante mencionar que los CAFs presentes en las aguas residuales,
tratadas o no, finalmente llegan a las diferentes fuentes de aguas naturales,
superficiales, profundas, marinas. Esto significa un riesgo para los ecosistemas, ya
que muchas especies acuaticas, desde microorganismos hasta peces, estan
expuestas continuamente a estas sustancias que alteran sus procesos bioquimicos
y fisiolégicos. Los efectos toxicos de los farmacos en el ambiente pueden variar
ampliamente dependiendo del tipo de compuesto y su concentracion, pero algunos
estudios han mostrado que incluso en concentraciones bajas, ciertos farmacos
pueden interferir con el desarrollo, la reproduccién y el comportamiento de
organismos acuaticos. Por ejemplo, se ha reportado toxicidad en peces, y se han
observado efectos teratogénicos, inhibicion de la reproduccion, inhibicion del

crecimiento y problemas con el sistema inmunoldgico (Aib, H y cols., 2025).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), tienen un papel terapéutico, reduciendo
la inflamacidn y el dolor; actuan inhibiendo a las enzimas ciclooxigenasas (COX 1y
2), donde esas enzimas se han caracterizado en distintas especies de peces. Se ha
demostrado que un AINE como la indometacina altera el proceso de maduracién de
los ovocitos y la ovulacion en el pez cebra en una concentracién de 100 mg/L y que

el ibuprofeno modifica el desove en el pez arroz japonés (Jenna y cols., 2010).

Hablando de antibiéticos, son una de las herramientas mas valiosas de la medicina
moderna, sin embargo, su efectividad se esta viendo en riesgo debido a la aparicion
acelerada de resistencia bacteriana. Este fenomeno ocurre cuando las bacterias
desarrollan mecanismos que les permiten mutarse para sobrevivir en presencia de
antibidticos que anteriormente las eliminaban. La situacién se ha agravado por
varios factores: el uso indiscriminado de antibidticos en la practica médica, la
automedicacion, los tratamientos incompletos y, especialmente, su empleo masivo

en la industria ganadera como promotores de crecimiento.

Se ha demostrado que la presencia de antibiéticos en el ambiente ha incrementado

los mecanismos de resistencia en algunos microorganismos patdégenos presentes
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en diferentes cuerpos de agua. Las concentraciones de antibidticos encontradas en
el agua han permitido la formacion de organismos resistentes como Aeromonas,
Salmonella, Escherichia, Pseudomonas y Staphylococcus. Cuando estos
microorganismos infectan a los humanos, pueden aumentar la mortalidad en sus
huéspedes debido a la ineficacia de los antibidticos utilizados para combatir las

infecciones (Narvaez y cols., 2012).

Esta capacidad de adaptacion bacteriana, combinada con la escasez de nuevos
antibidticos en desarrollo, representa una crisis sanitaria global emergente, donde
infecciones comunes podrian volverse potencialmente mortales si perdemos

nuestra capacidad de tratar infecciones bacterianas efectivamente.

2.2. Propiedades y uso de TMP, CPX y NPX

2.2.1. Trimetoprima (TMP)

La TMP, es un antibiético con accion bactericida, pertenece al grupo de las
diaminopirimidinas. Actua inhibiendo la sintesis de tetrahidrofolato e inhibe el
crecimiento bacteriano al interferir en la sintesis de acidos nucleicos. Presenta un
espectro antibacteriano amplio, pero es inactivo frente a Neisseria, Mycobacterium,
Nocardia, Chlamydia y Pneumocystis, asi como sobre bacterias anaerdbicas
estrictas (DrugBank, 2024).

Es una molécula compleja (figura 1), su férmula quimica es C14H1sN4O3y tiene un
peso molecular de 290.32 g/mol. La TMP se encuentra entre los antibioticos mas
utilizados en el mundo, su consumo es humano, veterinario y se emplea como
aditivo para los alimentos en la industria ganadera para promocionar el aumento y
aceleracion del crecimiento animal. En un estudio realizado por De Liguoro y cols.
(2012), determinaron que la TMP tiene efectos toxicos en términos de desarrollo y
reproduccion en cuatro diferentes organismos de agua dulce: Pseudokirchneriella
Subcapitata y Lemna minor (inhibicion del crecimiento), Daphnia magna (inhibicion
de la reproduccioén y el crecimiento) y Poecilia reticulata (inhibicion de la actividad

de natacion).
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Figura 1. Estructura quimica de la Trimetoprima (TMP)

2.2.2. Ciprofloxacino (CPX)

El CPX es un antibidtico con accion bactericida, pertenece al grupo de las
fluoroquinolonas, representa uno de los antibiéticos mas ampliamente utilizados en
la medicina humana. Este farmaco destaca por su amplio uso terapéutico, siendo
especialmente efectivo en el tratamiento de un amplio espectro de infecciones

bacterianas que afectan diversos sistemas del organismo (DrugBank, 2024).

Es una molécula compleja, su formula quimica es C,;,H;sFN3;O3 y tiene un peso

molecular de 331.34 g/mol (figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica del Ciprofloxacino (CPX)

Su aplicacién clinica, como sefalan Suarez y cols. (2011), abarca desde infecciones
del tracto urinario, incluyendo cistitis y pielonefritis, hasta padecimientos en las vias
respiratorias como neumonia y bronquitis, asi como diversas infecciones
gastrointestinales. En México, el CPX se ha posicionado como uno de los
antibidticos mas prescritos por los profesionales de la salud, lo cual ha generado
preocupacion en la comunidad médica debido a los patrones de resistencia
bacteriana observados. Su relacién con la bacteria Escherichia coli, uno de los
patdogenos mas comunes en las infecciones humanas, frente a la cual se ha
documentado, segun estudios de Ponce de Leodn (2018), presenta un indice de
resistencia del 62% al antibiotico, comprometiendo la eficacia del tratamiento y
planteando retos para el sistema de salud publico, considerando que E. coli es uno
de los principales agentes causantes de infecciones comunitarias y hospitalarias en

el mundo.

Los antibidticos se utilizan frecuentemente como promotores de crecimiento en la
industria ganadera, porcicola y avicola. Estos compuestos se administran en la
alimentacién de animales con el propdsito de mejorar la absorcion de nutrientes vy,

en algunos casos, prevenir enfermedades. Sin embargo, el uso extensivo de



antibidticos en la ganaderia representa un riesgo ambiental ya que son excretados
por los animales y terminan en fuentes de agua cercanas. En Venezuela, un estudio
realizado por Abadia y cols. (2021) analizé la presencia de CPX, en productos
avicolas. El estudio encontr6 concentraciones de CPX en muestras de musculo
pectoral de pollo y huevos. Los resultados revelaron niveles de 0.56 pg/mL en el
musculo pectoral, 0.29 pg/mL en huevos completos batidos, 0.25 pg/mL en yemas
separadas y 0.04 pg/mL en claras separadas, lo que evidencia la persistencia de
este compuesto en productos animales de consumo humano y plantea interrogantes

sobre la potencial exposicion indirecta a través de la dieta.

2.2.3. Naproxeno (NPX)

El NPX es un analgésico y antiinflamatorio no esteroidal de uso comun en la
medicina humana, indicado especificamente para el alivio del dolor y la reduccién
de la inflamacion (DrugBank, 2024). Es una molécula compleja, su férmula quimica

es C14H1403y tiene un peso molecular de 230.26 g/mol (figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica del Naproxeno (NPX)



Dado que es un medicamento de libre venta, su consumo ha incrementado en los
ultimos afos, en gran parte debido a su eficacia y disponibilidad para el tratamiento
de diversos problemas. Sin embargo, su alta demanda y facil acceso ha tenido un
impacto ambiental considerable, pues el NPX, al igual que otros farmacos, llega a
los cuerpos de agua superficiales y subterraneas, siendo detectable en
concentraciones de hasta 32 ng/L en algunas areas (Benotti y cols., 2009). La
presencia de este compuesto en el ambiente acuatico conlleva efectos negativos en
diversas formas de vida acuatica, causando alteraciones que incluyen problemas
endocrinos, modificaciones genéticas y estrés oxidativo en organismos expuestos,

lo cual impacta tanto a nivel individual como en las poblaciones (Rios y cols., 2022).

2.3. Biorremediacion

En la actualidad, muchas investigaciones se centran en desarrollar y experimentar
con diversos métodos que permitan eliminar contaminantes presentes en el medio
ambiente, especialmente aquellos que son persistentes y dificiles de degradar. Uno
de los métodos mas respetuosos con el ambiente es la biorremediacion, que se
enfoca en el uso de organismos vivos para degradar o remover contaminantes. Esta
estrategia emplea agentes biolégicos como bacterias, plantas y hongos, los cuales
poseen la capacidad de metabolizar compuestos téxicos, transformandolos en
moléculas mas simples o, en algunos casos, uniéndolas para formar polimeros de
mayor tamano y menor toxicidad (K., Narendra y cols., 2024). A través de estos
mecanismos, la biorremediacidon ofrece una opcidén sostenible y eficiente para la

restauracion de ecosistemas contaminados y la reduccion de riesgos ambientales.

La biorremediacién por hongos ha sido muy estudiada y presenta potencial de
aplicacion. Los hongos son organismos eucariotas caracterizados por la presencia
de células con nucleo rodeado por una membrana y varios cromosomas, ademas
de organelos citoplasmaticos también unidos a la membrana. A diferencia de los
organismos autétrofos, los hongos son heterétrofos, lo que significa que no pueden
sintetizar los compuestos necesarios para su metabolismo a partir de fuentes

inorganicas. En su lugar, obtienen nutrientes y energia al consumir materia organica
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sintetizada por otros organismos, los cuales pueden parasitar, o bien, al
descomponer material organico inerte en su entorno. Los hongos absorben sus
nutrientes a través de su membrana celular, lo que les permite tomar directamente

compuestos esenciales de su ambiente (Ellouze y cols., 2016).

En particular, los hongos basidiomicetos han atraido la atencion de los
investigadores debido a su gran potencial para la biorremediacion. Estos hongos
pertenecen a la division de los Basidiomycota y se caracterizan por producir
estructuras reproductivas llamadas basidios, que generan y dispersan esporas en
el ambiente, permitiéndoles adaptarse a una amplia variedad de habitats. Desde un
punto de vista macroscopico, los basidiomicetos suelen presentar cuerpos
fructiferos conocidos como setas, con un micelio formado por hifas que se ramifican
en el sustrato. A nivel microscopico, estos hongos producen micelio y esporas, lo

que les confiere una gran adaptabilidad y resistencia en diversos ambientes.

Uno de los aspectos mas relevantes de los basidiomicetos es su capacidad para
producir enzimas de tipo oxidorreductasas, que son esenciales en la
descomposicién de compuestos organicos complejos como la lignina. Estas
enzimas, entre las que destacan la Lignina Peroxidasa (LiP), la Manganeso
Peroxidasa (MnP) y las lacasas, desempenan un papel fundamental en la
degradacion de la lignina, uno de los polimeros naturales mas abundantes y

complejos de la Tierra (Torres-Farrada y cols., 2024)

La habilidad de estas enzimas permite que los basidiomicetos contribuyan
significativamente a la descomposicion de la materia organica en los ecosistemas
terrestres. Ademas, estas enzimas tienen la ventaja de no ser especificas para un
sustrato en particular, lo que les otorga la capacidad de degradar una amplia gama
de compuestos xenobidticos y otros contaminantes organicos tdxicos

(Dinakarkumar y cols., 2024)

Gracias a su capacidad enzimatica y a su baja especificidad, los hongos
basidiomicetos se han utilizado con éxito para la remocion de diversos compuestos
farmacéuticos en el ambiente. Estos hongos son capaces de degradar farmacos

como antiinflamatorios no esteroidales, antibiéticos y antiepilépticos, entre otros, lo
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que los convierte en una herramienta eficaz para tratar aguas contaminadas con
residuos farmacéuticos. Su alta capacidad oxidativa y la similitud estructural de los
compuestos farmacéuticos con la lignina les permite atacar un espectro amplio de
contaminantes organicos, incluidos los hidrocarburos aromaticos policiclicos,

compuestos conocidos por su persistencia y toxicidad (Rojas, 2013).

El hongo con el que se trabajé es Agrocybe af. pediades, es una especie de hongo
perteneciente a la familia Strophariaceae, dentro del orden Agaricales y de la
divisidon Basidiomycota. Sus basidiomas con un estipite corto, 2.5-6 cm de altura
total, de color café amarillento (10 YR 8/6), cilindrico, coriaceo, café amarillento (10
YR 7/6 a 10 YR 8/6), oscureciéndose al acercarse al pileo. Las esporas de A. af.
pediades miden entre 9-13 x 6.6-7.5 pum, son elipticas, lisas y de color café oscuro,
y presentan un poro germinativo apical (Ortega-Avila y cols., 2023). Este hongo es
saprotrofo, lo que significa que contribuye a la descomposicion de la materia
organica en el suelo, jugando un papel fundamental en el reciclaje de nutrientes en

los ecosistemas (Gonzalez y cols., 2023)

3. Antecedentes

3.1. Agrocybe af. pediades como productor de lacasas

En un estudio reciente, realizado por Gonzalez y cols. (2023), se explor6 la
produccion de lacasas por el hongo A. af. pediades bajo la presencia de compuestos
como hexaclorobenceno (HCB) y sulfato de cobre (CuSO,). Aunque se esperaba
gue estos compuestos pudieran actuar como inductores de la actividad enzimatica,
se observo que el HCB no incrementé la produccion de lacasa. Sin embargo, el
hongo mostré tolerancia y crecimiento en presencia de este contaminante toxico,
sugiriendo que A. af. pediades y sus lacasas podrian emplearse en estudios de

degradacion de xenobidticos, como el HCB y otros compuestos similares.

Las pruebas de zimografia revelaron unicamente una banda de actividad de lacasa

constante en los diferentes tratamientos y tiempos evaluados, lo que indica que ni
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el HCB ni el CuSO, lograron inducir nuevas isoenzimas o aumentar la actividad de
las ya presentes, a diferencia de otros hongos ligninoliticos, como Pleurotus eryngii,
gue si presentan un aumento de actividad en presencia de cobre. Ademas, la
caracterizacidén enzimatica determino que el pH éptimo para la actividad de la lacasa
de A. af. pediades es de 5.0, siendo desfavorable su actividad en medios alcalinos.
Estos resultados resaltan la capacidad adaptativa de A. af. pediades en ambientes
contaminados y su potencial uso en aplicaciones de biorremediacion (Gonzalez y
cols. 2023).

3.2. Uso de basidiomicetos para degradar CAFs

Trametes versicolor, ha sido ampliamente estudiado por sus capacidades en
biorremediacién y producciéon de enzimas lacasas. Este hongo ha demostrado ser

efectivo en la degradacion de diversos contaminantes en condiciones controladas.

En un estudio llevado a cabo por Jelic y cols. (2012), se evalué la capacidad de T.
versicolor para degradar carbamazepina (CBZ), un contaminante emergente en
ambientes acuosos y de dificil remocion. El experimento se realizo en un biorreactor
de lecho fluidizado pulsado con aire, operado tanto en modo de lote como en
continuo, alcanzando 96% de degradacion de CBZ. A lo largo del proceso, se
detectaron diversos productos de degradacion, entre los cuales se encuentran la
acridona, acridina y otros compuestos derivados. La identificacion de estos
subproductos se logré mediante técnicas avanzadas como Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC), Espectrometria de Masas (MS) y Resonancia
Magnética Nuclear (NMR), resaltando la capacidad de T. versicolor para transformar
compuestos organicos complejos en productos menos toxicos y potencialmente

mas biodegradables.

Otro estudio fue el de Marco y cols. (2010), quienes investigaron la degradacién del
NPX por T. versicolor. Los resultados indicaron que este hongo es capaz de
transformar el NPX en varios sub-productos, en un proceso donde participaron dos
enzimas clave: el citocromo P450 y la lacasa. El citocromo P450 fue responsable

de la O-desmetilacion del NPX, mientras que la lacasa facilité la hidroxilacion del
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anillo aromatico, ambos mecanismos cruciales para la degradacién de este

compuesto.

Recientemente, en un trabajo realizado por Tormo-Budowski y cols. (2021), se
evalu6 el uso de T. versicolor para la remocién de varios farmacos en aguas
residuales sintéticas y reales. Utilizando dos configuraciones de biorreactores, el
estudio demostré que T. versicolor pudo eliminar con éxito la TMP en un 98.2% tras
336 horas de operacién en un biorreactor de tanque agitado. Estos hallazgos
subrayan la adaptabilidad de T. versicolor para trabajar en diferentes sistemas de
tratamiento y su eficacia en la remocién de contaminantes complejos en condiciones

que simulan sistemas de aguas residuales reales.

Dado que no existe documentacion sobre el uso de A. af. pediades en la
degradacion de CAFs, en este estudio se determiné la capacidad de A. af. pediades

para degradar dichos compuestos

4. Justificacion

Tomando en cuenta que los ecosistemas acuaticos enfrentan una creciente
presencia de contaminantes, particularmente de origen farmacéutico, es necesario
explorar alternativas de remediacion ambiental que sean eficientes y amigables con
el ambiente. Los hongos saprotrofos, como A. af. pediades, presentan
caracteristicas metabdlicas que les permiten adaptarse y sobrevivir en condiciones
adversas, incluyendo la capacidad de tolerar y posiblemente degradar compuestos
toxicos. Esta adaptabilidad sugiere que las enzimas extracelulares producidas por
el hongo, entre ellas las enzimas oxidativas como las lacasas, podrian tener un gran
potencial de aplicacion en la biorremediacion de contaminantes emergentes, lo cual

convertiria a A. af. pediades en un modelo prometedor para este tipo de estudios.

La presencia de estos contaminantes en el agua plantea un desafio para los
sistemas de tratamiento convencionales. Estudios previos sobre hongos

ligninoliticos han demostrado que sus enzimas, como las lacasas, tienen capacidad
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para degradar contaminantes organicos complejos debido a su actividad oxidativa
y baja especificidad de sustrato. Por lo tanto, evaluar la capacidad de A. af. pediades
para degradar estos farmacos a través de la actividad enzimatica puede abrir
nuevas rutas para el desarrollo de tecnologias sostenibles de remediacion,

contribuyendo asi al manejo de la contaminacién farmacéutica en el ambiente.

Desde el punto de vista social, esta investigacion aborda una problematica urgente
en México: la contaminacidn de cuerpos de agua por residuos farmacéuticos que
afecta directamente la salud publica y los ecosistemas acuaticos de nuestro pais.
En diversas regiones de México, especialmente aquellas cercanas a zonas urbanas
e industriales, se ha detectado la presencia creciente de compuestos farmacéuticos
en aguas superficiales y subterraneas, lo que representa un riesgo para
comunidades que dependen de estos recursos hidricos. El desarrollo de tecnologias
de biorremediacion basadas en organismos nativos como A. af. pediades no solo
aportaria soluciones ambientalmente sostenibles, sino también econémicamente
viables para un pais en desarrollo como el nuestro, donde la implementacion de
sistemas avanzados de tratamiento de agua puede resultar sumamente costosa.
Los resultados de esta investigacion podrian traducirse en la creacion de procesos
biotecnoldgicos accesibles que beneficien directamente a comunidades
vulnerables, contribuyendo asi a mejorar la calidad del agua y, por ende, la calidad

de vida de la poblacion mexicana.

Este trabajo se enfoca en entender el crecimiento y tolerancia de A. af. pediades
frente a los CAFs seleccionados, trimetoprima (TMP), ciprofloxacino (CPX) vy
naproxeno (NPX), aportando informacion sobre su aplicacion practica en
tecnologias de remediacion. Una vez observada la tolerancia del A. af. pediades
acrecer me medios solidos y sumergido en presencia de TMP, COX y NPX se
estudiara el potencial enzimatico de A. af. pediades para ser utilizado como un

recurso biotecnologico para la biorremediacion de farmacos.
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5. Hipotesis

A. af. pediades es capaz de crecer en presencia de TMP, CPX y NPX en medio de

cultivo solido, y la lacasa producida por este hongo tiene la capacidad de degradar

estos farmacos mediante su actividad oxidativa, transformandolos en compuestos

menos toxicos para el ambiente.

. Preguntas de investigacion

¢.,Coémo es el crecimiento vegetativo del micelio de A. af. pediades en medios
sélidos adicionados con trimetoprima, ciprofloxacino y naproxeno a diferentes
concentraciones?

¢, Cual es el efecto del extracto crudo enzimatico con actividad lacasa del cultivo
liquido de A. af. pediades sobre las concentraciones iniciales de los farmacos
TMP, CPX y NPXy la aparicidon de otros compuestos?

. Objetivo general

Determinar la tolerancia de A. af. pediades para crecer en presencia de
TMP, CPX y NPX, en medios de cultivo sélido y determinar la capacidad
del extracto crudo enzimatico (lacasa), obtenido del crecimiento del hongo

en cultivo liquido para degradar los CAFs.

8. Objetivos especificos

Determinar la capacidad de crecimiento de A. af. pediades en presencia
de TMP, CPX y NPX en medio sdolido mediante los parametros de
velocidad de crecimiento radial y produccion de biomasa, para determinar
la tolerancia del hongo.

Determinar la actividad de la lacasa extracelular, presente en el extracto
crudo enzimatico producida por A. af. pediades en cultivo liquido
Determinar si la lacasa presente en el extracto crudo enzimatico obtenido
del crecimiento de A. af. pediades en cultivo liquido puede degradar TMP,
CPXy NPX.
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9. Metodologia

9.1. Organismo y condiciones de cultivo

La cepa del hongo A. af. pediades fue obtenida de un bosque de Juniperus
deppeana, ubicado en el municipio de Ixtacuixtla de Mariano Matamoros en el
estado de Tlaxcala. La cepa con numero de registro CM-CNRG 700 de la Coleccién
de Microorganismos del Centro Nacional de Recursos Genéticos del INIFAP forma

parte de la coleccidn de cepas fungicas de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala.

Para su propagacion se realizaron cultivos en medio sélido en cajas de Petri (90
mm) con extracto de malta agar (EMA), el medio se esterilizd posterior a su
preparacion a 15 psi durante 15 minutos. Posterior a la inoculacion se incubd a

28 °C por 10 dias esperando una invasién completa del micelio en las cajas.

9.2. Compuestos Activos Farmacéuticos

Los farmacos utilizados (TMP, CPX y NPX) se adquirieron en Sigma Aldrich. Las
soluciones stock se prepararon con solucion etanol/agua en proporcion 1:1 en
volumen a una concentracion de 500 mg/L y se conservaron en refrigeraciéon a
4°C.

9.3. Crecimiento de A. af. pediades con TMP, CPX y NPX en medio sélido.

9.3.1. Preparacion del inéculo

Se inocularon cajas Petri con un medio minimo (MM) y micelio de A. af.
pediades, y se incubaron a 28°C durante 5 dias. Una vez propagado el hongo,
se prepararon tres matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL deL
MM liquido (Téllez-Téllez y cols., 2008) y se esterilizé a 15 psi y 1202C durante
15 minutos. Posteriormente, se inocularon con 3 cilindros uniformes de agar de
8 mm que tenian el micelio y se incubaron a 28 °C en agitacién a 150 rpm

durante 10 dias.
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Al obtener un crecimiento micelial de A. af. pediades en los matraces, se licud
el caldo de cultivo junto con el micelio, posteriormente se tomaron alicuotas de
500 pL y se inocularon en cajas Petri con MM con agar y se incubaron a 28
2C durante 5 dias. Estos cultivos se utilizaron como indculos para los
experimentos de tolerancia a los farmacos. La composicion del MM se

encuentra en la tabla 1.

9.3.2. Tolerancia del crecimiento de A. af. pediades en presencia de TMP, CPX
y NPX

De los cultivos mencionados anteriormente, se tomaron cilindros uniformes
de agar de 8 mm de diametro que contenia el micelio para inocularse en el
centro de las cajas de Petri con 25 mL de MM. Se realizaron tres tratamientos
diferentes, MM con agar como control, MM con agar y la mezcla de los farmacos
con diferentes concentraciones, y MM con agar y la solucion de etanol/agua;
que es en la que se disuelven los farmacos. Todos los tratamientos se incubaron

en la misma condicién que las anteriores.

Al medio sélido se le adicionaron 15 g de agar por litro y el MM tenia la siguiente
composicion con un pH de 6. La relacién C/N es de 77.5 con la cual crecen bien

los basidiomicetos y producen enzimas ligninoliticas.

Tabla 1. Composicién del MM que se us6 para los medios de cultivo

Compuesto Cantidad (g/l)
Glucosa 10
Extracto de levadura 0.6
KH2PO4 0.6
MgSOg4 » 7H20 05
K2oHPO4 04
FeSOs4 « 7H20 0.05
MnSO4 « HO 0.05
ZnS04 » 7TH20 0.001
Relaciéon C/N
4/0.0156 =77.5 C/N
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Al MM se adicionaron 6 concentraciones diferentes de farmacos: 50, 100, 250,
1000, 2500 y 5000 pg/L. en mezcla. Se prepararon soluciones stock de TMP,
CPX y NPX con una concentracion inicial de 500 mg/L de cada farmaco y se

realizaron las diluciones para tener las concentraciones problema.

Se hicieron cuatriplicados de cada concentracion de farmacos, etanol/agua y

seis controles, solo con el MM (tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos experimentales de tolerancia en crecimiento frente a CAFs con diferentes
concentraciones.

Tratamiento | Concentracién Volumen de la No. de
de CAFs solucion CAFsy Replicas
(ng/L) Etanol/Agua
Control 0 MM + In6culo 6
T1 50 MM + In6culo + 4
0.025mL
CAFs
T2 100 MM + Inéculo + 4
0.05 mL CAFs
T3 250 MM + In6culo + 4
0.125mL
CAFs
T4 1000 MM + In6culo + 4
0.5 mL CAFs
T5 2500 MM + In6culo + 4
1.25 mL CAFs
T6 5000 MM + In6culo + 4
2.5 mL CAFs
T7 0 MM + In6culo + 4
0.025 mL
etanol/agua
T8 0 MM + In6culo + 4
2.5 mL
etanol/agua
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Se tomaron en cuenta dos diferentes criterios de tolerancia para el crecimiento
del hongo, los cuales seran:

. Velocidad de crecimiento radial: Con el uso de un vernier se midio el
diametro micelial que fue inoculado en el centro en periodos de 24 horas
hasta que el micelio cubra por completo la superficie de cada caja de
Petri.

. Generaciéon de biomasa: Se extrajo la biomasa producida en las cajas de
Petri a los 12 dias de cultivo, antes de que el micelio invadiera toda la
caja. La biomasa humeda se pes6 en papeles filtro y se puso en una
estufa de secado a 80°C, posteriormente se peso6 la biomasa seca.

Se realizaron analisis estadisticos como dispersiones lineales del crecimiento y

graficos de produccién de biomasa, y se obtuvieron las velocidades maximas

de crecimiento (Vmax) aplicando una regresion lineal mediante la ecuaciéon 1

(Ledn y cols. 2024):

dCR
T = Vmax (1)
Donde:

dCR

cm
—— = Tasa de crecimiento diametral (=—)
dt dia

t = Tiempo (dia)

Vmax = Velocidad maxima de crecimiento (.

)

cm
dia
Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con el software estadistico NCSS
para evaluar si existen diferencias significativas en el crecimiento radial y
velocidades de crecimiento del hongo en presencia de diferentes
concentraciones de cada farmaco. Adicionalmente, se procedié a realizar una
prueba de Tukey-Kramer con un nivel de significancia a = 0.05,
independientemente de los resultados del ANOVA, con el fin de obtener un
analisis mas exhaustivo de las posibles diferencias entre todos los pares de
tratamientos. Esta decision metodolégica permiti6 examinar con mayor detalle
las tendencias y patrones en el crecimiento radial del hongo frente a las distintas

concentraciones de los farmacos evaluados, proporcionando informacion
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complementaria sobre el comportamiento del organismo en estas condiciones

experimentales.

La metodologia del experimento se representa de manera esquematica en el

diagrama 1:

INOCULACION DEL

MICROORGANISMO AL
MM SOLIDO + CAFS Y
ETANOL

CONSERVACION Y
PROPAGACION DEL :
MICROORGANISMO

INCUBACION A 28 °C,
¢—— MONITOREO Y TOMA DE «—
DATOS

ANALISIS

ESTADISTICOS

Diagrama 1. Estrategia experimental de la tolerancia a los CAFs

9.4. Determinacion de la Actividad Lacasa

9.4.1. Actividad Lacasa Cualitativa

La actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima activa que consume
un sustrato y lo va formando como un producto. (Gonzélez (2017). Para la
actividad enzimatica cualitativa se espera observar un halo de oxidacién de
dos sustratos diferentes debido a la actividad de la enzima lacasa producida
por A. af. pediades. Se tomaron cilindros uniformes de agar de 8 mm de
diametro que tenian el micelio de A. af. pediades para inocularse en el centro
de las cajas de Petri que contenian 25 mL de medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
con el sustrato Guayacol (4 mM) y el sustrato Dimetoxifenol (DMP) (4 mM). Se
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realizaron 5 tratamientos diferentes y cada uno por cuatriplicado, como se

muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos experimentales de actividad enzimatica cualitativa con los diferentes
sustratos y concentraciones y el numero de réplicas.

Tratamiento Condiciones Concentracion Concentracion No. de
Guayacol Dimetoxifenol | Replicas
(mM) (mM)
Control PDA + In6culo 0 0 4
T1 PDA + In6culo 4 0 4
+ Guayacol
T2 PDA + In6culo 0 4 4
+
Dimetoxifenol
T3 PDA + 4 0 4
Guayacol
T4 PDA + 0 4 4
Dimetoxifenol

Se tomaron en cuenta dos criterios diferentes para la actividad enzimatica
cualitativa, los cuales fueron:
e Velocidad de crecimiento radial: Con el uso de un vernier se midio el
diametro micelial que fue inoculado en el centro en periodos de 24 horas
durante 12 dias.

e Indice de potencia: Se calculé el indice de potencia (IP) como en el
trabajo realizado por Gonzalez (2017), definido como la razén entre el
diametro del halo de oxidacién y el didmetro de crecimiento de la colonia.
Para estimar la magnitud real del halo de oxidacion considerando la
velocidad de crecimiento del micelio, se realizé el calculo del indice de
potencia (IP), utilizando la ecuacion 2:
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didmetro de oxidacién

(2)

didmetro del crecimiento del micelio

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de a =

0.05 mediante el software estadistico NCSS para determinar si existen

diferencias significativas entre los tratamientos. Posteriormente, se realizé una

prueba post hoc de Tukey-Kramer, tanto en casos donde el ANOVA indico

diferencias significativas como en aquellos donde no, para obtener un analisis

mas amplio de las posibles diferencias entre los dos sustratos y el control. Este

enfoque permitié evaluar con mayor precision si el crecimiento radial del hongo

en presencia de guayacol y DMP presenta patrones distintivos, proporcionando

asi informacion detallada sobre la interaccion entre A. af. pediades y estos

compuestos fendlicos.

La metodologia del experimento se representa de manera esquematica en el

diagrama 2:

INOCULACION DEL
MICROORGANISMO AL
~~7 MM SOLIDO + GUAYACOL,
DIMETOXIFENOL

CONSERVACION Y
PROPAGACION DEL
MICROORGANISMO

INCUBACION A 28 °C,
4——— MONITOREO Y TOMA DE
DATOS

ANALISIS

ESTADISTICOS

Diagrama 2. Estrategia experimental de la actividad enzimatica cualitativa
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9.4.2. Actividad Lacasa Cuantitativa
Para la cuantificacion de la actividad enzimatica de lacasa se sigui6 la metodologia
propuesta por Mendoza (2024) donde se utilizé el valor obtenido del coeficiente de

extincién molar del guayacol que fue de 11414.9732 M- cm! para pH 5.

Para esto se inocularon 4 discos de micelio de A. af. pediades de 8 mm en matraces
Erlenmeyer de 250 mL que contenian 40 mL de MM liquido y se incubaron a 28°C
con una agitacion de 130 rpm por 20 dias. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos, se filtraron para obtener la biomasa producida y se cuantificé en peso seco,
para obtener una cinética de crecimiento de A. af. pediades. Se obtuvo el caldo de
cultivo, libre de biomasa, llamado el extracto crudo enzimatico (ECE) de los dias 5,
6, 8 y 10, y se hicieron reaccionar con el sustrato guayacol para cuantificar la

actividad enzimatica.

Las reacciones de oxidacion fueron en un volumen de 200 pL, se partié desde una
solucion stock de guayacol a 100 mM y se llevd a cabo con una concentracion final
de 0.02 mM (2 uL) y 198 pL de ECE directo, con pH 5, por triplicado. Las reacciones
se cuantificaron mediante un espectrofotdmetro de microplacas Biotek Epoch con

un detector de UV-Vis integrado para obtener la absorbancia.

Se medio el cambio de la absorbancia con respecto al tiempo, cada 10 segundos
durante 1 hora, siguiendo un método continuo para obtener una curva progreso
tiempo vs absorbancia. A la curva progreso se le aplico un ajuste lineal en el periodo
lineal de la reaccion para poder calcular la pendiente de la recta, la cual funciona

como velocidad inicial de la reaccion.
Siguiendo la Ley de Lambert-Beer:

A=excx*xl (3)

Donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extinciéon molar (—L— ), c es la

pmol cm

concentracion del tetramero en unidades molares (M) y | es el paso 6ptico de la
celda en cm. Utilizando la pendiente de la recta como velocidad inicial y el
coeficiente de extincion molar del guayacol se obtuvo la actividad enzimatica de la

siguiente manera con la ecuacion 3:
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dA
pumol de producto) 4 (E)

Actividad enzimatica de formacién de producto ( L min

Donde:
v = Velocidad inicial

Eo = Concentracion inicial de la enzima

__ = Cambio de la absorbancia con respecto al tiempo [min-1]
dt

¢ = Coeficiente de extincion molar [umol-1 cm-1 L]

1 = Longitud de la celda [cm]

Posteriormente, se aplico la estequiometria de la reaccion, donde se necesitan 4

moles de guayacol para formar 1 mol de tetramero, como en la figura 4.

Lacasa
e ———
2 Catalisis
HO OOH; H;CO H;CO, H;CO

B QP " e Senw o)

Figura 4. Oxidacion del guayacol mediante la actividad lacasa (Jiang et al., 2011).

La metodologia del experimento se representa de manera esquematica en el
diagrama 3:
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CONSERVACION Y INOCULACION DEL
PROPAGACION DEL , | MICROORGANISMO AL
MICROORGANISMO MM LiQuUIDO

INCUBACION A 28 °C,
OBTENCION DELECEY
BIOMASA FILTRADA

REACCIONES DEL
ECE + GUAYACOL

ANALISIS DE LA
CINETICA DE
OXIDACION

Y

Diagrama 3. Estrategia experimental de la actividad enzimatica cuantitativa

9.5. Degradacion de CAFs en mezcla

Para la cuantificacion de la degradacion de CAFs se siguio la metodologia
propuesta por Mendoza (2024) con algunas modificaciones. Se inocularon 8 discos
de micelio de A. af. pediades de 8 mm en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 40 mL de MM liquido, asimismo se le anadié un inhibidor de proteasas y
se incubaron a 28°C con una agitacion de 130 rpm por 5 dias, por triplicado. Se filtro
la biomasa producida y se obtuvo el ECE del dia 5, que se hizo reaccionar con la

mezcla de CAFs.

Las reacciones de degradacion se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250
mL conteniendo 30 mL de ECE y 0.75 mL de una solucion stock de farmacos
individuales a 100 mg/L de concentracién, para llegar a una concentracion de 2500

pg/L de cada farmaco. Se tomaron muestras de 1.5 mL de la reaccion y se afiadieron
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a viales de 2 mL a los tiempos 0, 5, 10 y 60 minutos. Posteriormente se diluyeron

las muestras 1:1 antes de inyectar al HPLC.

La cuantificacion de los CAFs se realizo utilizando el Cromatografo de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC) con detector UV (Agilent Technologies, serie 1260),
compuesto por una bomba cuaternaria, un desgasificador y el detector de longitud
de onda variable UV-VIS. La columna analitica fue una Phenomenex KINETEX C18
(15 cm, 150 x 4.6 mm, 5 um). La temperatura de la columna se mantuvo a 30°C y
el volumen de inyeccion fue de 20 pL. Las fases moviles fueron: acido formico 0.1%
en agua (A) y acido férmico 0.1% en acetonitrilo (B). Para la separacion de los CAFs
se utilizé un gradiente lineal que comenzd en 0 min con 80% de Ay termino a los 17
min con 90% de By 10% de A, con un flujo de 0.4 ml/min de fase mavil. La deteccién
de los CAFs se realiz6 a una longitud de onda de 270 nm y su cuantificacion se
realizé con el método de estandar externo utilizando el software ChemStation
(Agilent).

La metodologia del experimento se representa de manera esquematica en el
siguiente diagrama:

27



INOCULACION DEL
MICROORGANISMO AL
MM LiQUIDO + INHIBIDOR}
DE PROTEASAS

CONSERVACION Y
PROPAGACION DEL
MICROORGANISMO

INCUBACION A 28 °C,
OBTENCION DEL ECE «—
FILTRADO

REACCIONES DEL
ECE + CAFS

CUANTIFICACION DE LAS
— CONCENTRACIONES
RESIDUALES EN HPLC

Diagrama 4. Estrategia experimental de la degradacién de CAFs en mezcla

10. Resultados

10.1. Tolerancia del crecimiento de A. af. pediades en presencia de TMP, CPX
y NPX (Mezcla)

10.1.1. Crecimiento radial.

Se registraron los datos obtenidos por la formacion del micelio de A. af.
pediades cada 24 h, hasta el dia 12, antes de que el micelio invadiera la caja
Petri. Cada concentracion de farmaco, etanol/agua y controles se realizaron
con sus respectivas réplicas. Con esos datos se obtuvieron la velocidad
media de crecimiento. La produccidon de biomasa en peso seco para cada
tratamiento se obtuvo solamente a los 12 dia de cultivo. En la figura 5 se

observa el crecimiento de A. af. pediades al dia 10 donde se puede observar
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un crecimiento amorfo en los tratamientos con farmacos y etanol/agua,

mientras que en el cultivo control el crecimiento es mas homogéneo.

5000 pg/L Etanol/Agua Control 5000 pg/L Farmacos

Figura 5. Morfologia de crecimiento de A. pediades al dia 10 de crecimiento, en el cultivo con
solucion etano/agua, control y con farmacos.

La figura 6 muestra las cinéticas de crecimiento radial de A. af. pediades obtenidas
de los datos de cada tratamiento y cada punto es el promedio del crecimiento radial
de 4 a 6 valores, observandose un crecimiento exponencial de A. af. pediades a

partir del segundo dia de cultivo.

—+Control
¢ 50 Farmacos
e 100 Farmacos

® 250 Farmacos

Crecimiento (cm)

® 1000 Farmacos
e 2500 Farmacos
A 5000 Farmacos
o 50 Etanol/Agua
M 5000 Etanol/Agua

Figura 6. Crecimiento radial de A. af. pediades en presencia de la mezcla de farmacos, con
solucion etanol/agua y en cultivo control, sin la mezcla de farmacos.
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Al graficar las desviaciones estandar de las medias (figura 7), es importante
destacar que, aunque en el tratamiento 250 F se observé una ligera inhibicion del
crecimiento durante los dias 4 a 8, las desviaciones estandar superpuestas sugieren
gue esta diferencia no es estadisticamente relevante. Estos resultados confirman
que los farmacos a las concentraciones probadas, de 50 a 5000 pgL™, no inhiben
el crecimiento de A. af. pediades, demostrando la tolerancia del hongo a estos

compuestos farmacéuticos en las concentraciones evaluadas.

Desviaciones estandar de la media de los
tratamientos

Al

100F 1000F 250F 2500F OSO0EA 50 5000EA 5000F Control

0.35

o
w

0.25

Desviacién estandar
o (=]
o © = ©
o = (53] 3]

[=]

Tratamiento

Figura 7. Desviaciones estandar de los promedios del crecimiento radial en cada tratamiento.

Se realizé la prueba ANOVA (tabla 4) con los datos del crecimiento radial y al obtener
que el P-Value = 0.35820, se indica que no hay diferencias significativas entre

ninguno de los grupos.

Analysis of Variance Table

Reject
Sum of Mean Equal Means
Model Term DF Squares Square F-Ratio P-Value at a=0.057?
Between (Tratamientos_ ) 8 0.2940954 0.03676192 1.1557 0.35820 No
Within (Error) 29 0.9225 0.03181034
Adjusted Total 37 1.216595
Total 38

Tabla 4. ANOVA del crecimiento radial de A. af. pediades.
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Asimismo, se realizé la prueba Tukey-Kramer para analizar a fondo si existian
diferencias significativas en el crecimiento radial entre los diferentes tratamientos.
El analisis arrojé un box plot (figura 8) que muestra el crecimiento radial de A. af.
pediades bajo las diferentes condiciones experimentales. Es notable que la
dispersion de las cajas de todos los tratamientos se solapa entre ellas, lo que

sugiere visualmente la ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos.

Box plot del Crecimiento Radial

5.8
5.4

T T T T T T T T T
100 F 1000 F 250 F 2500 F 50 EA 50 F 5000 EA 5000 F <ontrol

Crecimiento_radial en_cm

Tratamientos

Figura 8. Box plot de la distribucién del crecimiento de A. af. pediades en presencia y ausencia de
CAFs (F=CAFs, EA=Solucién Etanol/agua).

La estadistica descriptiva (tabla 5) muestra que el crecimiento radial promedio para
todas las 38 evaluaciones oscil6 alrededor de 5.5664 cm. El grupo control presentd
una media de 5.4875 £ 0.2047 cm, mientras que los tratamientos mostraron medias
entre 5.6375 £ 0.1163 cm (5000 pg/L F) y 5.6125 cm £ 0.1854 (5000 pg/L E/A). La

desviacion estdndar mas alta se observo en el tratamiento de 250 pL F (0.2882 cm),

mientras que la mas baja se presento en el tratamiento de 1000 pL F (0.0515 cm).
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Esto se confirma con los valores del efecto (Effect) que son cercanos a cero para
todos los tratamientos, variando desde -0.1020 (100 pL F) hasta 0.1104 (1000 pL F
y 50 uL EA).

Tabla 5. Estadistica descriptiva del crecimiento de A. af. pediades frente a las diferentes
concentraciones de CAFs, las medias de los tratamientos presentan valores similares, y los efectos
observados son pequefios, indicando que las diferencias no superan la variabilidad interna de los

datos.
Descriptive Statistics
Standard

Count Standard ~ Error
Group (ni) Mean Effect Median Deyiation V(MSE/ni)
All 38 5.566447 5.570833
Tratamientos__
100 uL F 4 5.46875 -0.1020833 5.4125 0.1390069 0.08917727
1000 uL F 4 568125 0.1104167 5675 0.05153882 0.08917727
250 uL F 4 543125 -0.1395833 5.4125 0.2882237 0.08917727
2500 uL F 4 553125 -0.03958333 55 0.1972467 0.08917727
50 uL EA 4 568125 0.1104167 5.6625 0.1477258 0.08917727
50puL F 4 560625 0.03541667 56 0.1546165 0.08917727
5000 pL EA 4 56125 0.04166667 5.6 0.185405 0.08917727
5000 pL F 4 56375 0.06666667 56125 0.1163687 0.08917727
Control 6 5.4875 -0.08333334 5475 0.2047865 0.07281294

Asimismo, la prueba de Tukey-Kramer donde se utilizé un a = 0.05 arrojé sus
resultados donde se compararon los datos de crecimiento y se verifico en conjunto
con el ANOVA que no existe una diferencia significativa entre los grupos de

tratamiento (tabla 6), el desglose completo del analisis se encuentra en el anexo 1.

Tabla 6. Analisis de Tukey-Kramer del crecimiento de A. af. pediades donde se comparan todos los
tratamientos y no se encuentra diferencia significativa entre los grupos.

Tukey-Kramer Multiple Comparison Test
Comparison JTerm: Tratamientos_
Different Erom
Group Count Mean Groups.
100 L F 4 5.46875
1000 pL F 4 568125
250 L F 4 543125
2500 pL F 4 553125
50 uL EA 4 568125
50 uL F 4 5.60625
5000 pL EA 4 56125
5000 yL F 4 56375
Control 6 54875
a = 0.05, Error Jerm = S(A), DF = 29, MSE = 003181034, Critical Value = 47315
R — I
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10.1.2. Produccion de biomasa

En cuanto a la produccién de biomasa, se tomaron los cultivos a los 12 dias, para
cada tratamiento y sus réplicas, se fundio el agar que incluia el micelio y se filtrd, y
el micelio se sec6 en un horno a 80 2C durante 24 horas y finalmente se cuantifico
el peso seco. En la figura 9 se muestran los resultados de la biomasa seca obtenida
para cada tratamiento. En el cultivo el control, sin etanol y sin farmacos produjo
0.2965 £ 0.0184 g, y en los cultivos con farmacos y con etanol/agua se obtuvieron

valores similares.

Peso seco de biomasaproducidaen medio solido

1

L % Control
LR
mI100ulF
250 uLF

Contro 50 F 100 i F 250 L F 1000 L F 2500 4l F 5000 4t F 50 L EA g

000 pLEA

Tratamiento

Figura 9. Produccion de biomasa seca. Los valores se obtuvieron a los 12 dias de cultivo (F=CAFs,
EA=Solucion Etanol/agua).

Asimismo, los datos obtenidos del peso seco (Tabla 7) se analizaron con una prueba
ANOVA y posteriormente con la prueba prueba Tukey-Kramer para analizar si hubo

diferencias significativas.
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Tabla 7. Datos de la biomasa producida por A. af. pediades en los diferentes tratamientos. Los
valores son el promedio de sus réplicas.

Tratamiento Promedio del peso seco + DS (g)

Control 0.2965 +0.0184
50 ul F 0.3090 £ 0.0277
100 pl F 0.3115 +0.0133
250 uL F 0.2991 +0.0240
1000 pul F 0.3100 £ 0.0192
2500 pl F 0.3099 +£0.0152
5000 ul F 0.3361 £ 0.0164
50 uL EA 0.3036 £ 0.0197
5000 plL EA 0.3286 +0.0234

La estadistica descriptiva del peso seco (tabla 8) reveld los siguientes aspectos

importantes:

La media global de produccién de biomasa fue de 0.3107 g y se observa que los
tratamientos con mayor produccién de biomasa fueron 5000 pL F y 5000 pL EA, con
medias de 0.3360 + 0.0164 y 0.3285 + 0.0234 g respectivamente, mostrando un
ligero incremento respecto al resto de tratamientos, donde el grupo control presenté
la menor producciéon de biomasa con una media de 0.2965 * 0.0128 g. La
variabilidad en los datos, representada por la desviacién estandar, fue mayor en el
tratamiento de 50 pL F (0.0277), mientras que el control mostrd la menor variabilidad
(0.0128).
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Tabla 8. Estadistica descriptiva de la produccién de biomasa frente a las diferentes
concentraciones de CAFs.

Descriptive Statistics
Standard
Count Standard ~ Error
Group (ni) Mean Effect Median Deviation Y(MSE/ni)
All 38 0.3107768 0.3115689

Tratamientos____

100 L F 4 0.3115 -6.888889E-05 0.3107 0.01336488 0.009664591
1000 pL F 4 0.309975 -0.001583889 03112 0.01928201 0.009664591
250 pLF 4 0.299075 -0.01249389 0.3003 0.02403503 0.009664591
2500 L F 4 0.30985 -0.001718889 0.309 0.01521808 0.009664591
50 uL EA 4 0.3036 -0.007968889 0.30335 0.01972055 0.009664591
20puLF 4 0.308975 -0.002593889 0.30565 0.02772272 0.009664591
5000 pL EA 4 0.328575 0.01700611 0.3339 0.02343905 0.009664591
2000 pL F 4 0.33605 0.02448111 0.33905 0.01643665 0.009664591
Control 6 0.29652 -0.01504889 0.2944 0.01284392 0.007891105

Para la prueba ANOVA (tabla 9), aunque puede haber algunas diferencias aparentes
en los valores del peso seco entre los distintos tratamientos, especialmente
comparando las concentraciones de 5000 pL con las demas, estas diferencias no
son estadisticamente significativas segun el analisis ANOVA. Esto sugiere que,
durante los 12 dias de medicion, los distintos tratamientos evaluados produjeron

cantidades de peso seco que no difieren significativamente entre si.

Tabla 9. ANOVA del peso seco producido

Analysis of Variance Table
Reiject

Sum of Mean Equal Means
Meodel Term, DF Squares Square F-Ratio P-Value at a = 0.05?
Between (Tratamientos__ ) 8 000581642  0.0007270525 19460 0.09075 No
Within (Error) 29 0.0108349  0.0003736173
Adjusted Total 37  0.01665132
Total 38

Es importante senalar que el valor p (0.09075) esta cercano al umbral de 0.05, lo
que podria indicar una tendencia hacia algun efecto, pero no suficiente para ser

considerado estadisticamente significativo con el criterio establecido.
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Posteriormente, en el box plot (figura 10), la dispersion de las cajas entre los
diferentes tratamientos respalda visualmente la ausencia de diferencias

significativas en la produccion de biomasa.

Eox plotde la blomasa seca producida
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Figura 10. Box plot de la distribucion de los datos de biomasa producida por A. af. pediades en
todos los tratamientos (F=CAFs, EA=Solucién Etanol/agua).

Asimismo, la prueba de Tukey-Kramer (a = 0.05) arrojé sus resultados donde se
compararon los datos de peso seco producido y verificd que no existe una diferencia
significativa entre los grupos de tratamiento (tabla 10), el desglose completo del
analisis se encuentra en el anexo 2. Los resultados mostraron que A. af. pediades
no presentd diferencias en su crecimiento en presencia de las diferentes

concentraciones de CAFs y de las concentraciones de solucién etanol/agua

ensayadas en este estudio.
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Tabla 10. Analisis de Tukey-Kramer de la biomasa producida donde se comparan todos los
tratamientos y no se encuentra diferencia significativa entre los grupos.

|Tukey-Kramer Multiple Comparison Test

Iggmgmsm) Jerm: Tratamientos____

I Different From
Gount Mean Groups
100 L F 4 0.3115
1000 pL F 4 0.309975
250 uL F 4 0.299075
2500 uL F 4 0.30985
50 uL EA 4 0.3036
o0 uL F 4 0.308975
5000 puL EA 4 0.328575
5000 uL F 4 0.33605
IControI 5] 0.29652

lcc = 0.05, Error Tegm = S(A), DF = 29, MSE = 0.0003736173, Critical Yalug = 4.7315
I

10.1.3. Velocidad maxima de crecimiento radial

La velocidad maxima de crecimiento radial, Vmax, €S un parametro que proporciona
informacion sobre la tasa a la cual el hongo coloniza el sustrato a lo largo del tiempo.
Se obtuvieron los valores de Vmax para cada tratamiento con la ecuacioén (1). En la

tabla 11 se presentan los datos promedio de cada tratamiento para el valor de Vimax.

Los resultados muestran que los valores de Vmax (velocidad maxima de crecimiento)
de A. af. pediades se mantienen notablemente consistentes a través de todos los

tratamientos evaluados, con valores que oscilan entre 0.4449 y 0.4700 cm/dia.

Tabla 11. Vmax de A. af. pediades en presencia de CAFs y la solucién Etanol/Agua.
Cada valor es el promedio de sus réplicas.

Tratamiento Promedio de las Vimax + DS (cm/dia)
Control 0.4509 +0.0229
50 uL Farmacos 0.45255+0.0120
100 pL Farmacos 0.4449 £ 0.0199
250 plL Farmacos 0.4547 +0.0292
1000 pL Farmacos 0.4700 + 0.0099
2500 pL Farmacos 0.4533 +0.0272
5000 pL Farmacos 0.4656 + 0.0074
50 uL Etanol/Agua 0.4591 +0.0156
5000 uL Etanol/Agua 0.4555 +£0.0221
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Es particularmente interesante observar que el tratamiento con 1000 pL de farmacos
exhibe el valor mas alto de Vmax (0.4700 + 0.0099 cm/dia) y la menor desviacion
estandar entre todos los tratamientos, lo que indica un crecimiento mas rapido y
consistente en esta concentracion especifica. Por otro lado, los tratamientos con
solvente etanol/agua (50 pL y 5000 pL) muestran valores de Vmax (0.4591 £ 0.0156
cm/dia y 0.4555 £ 0.0221 cm/dia, respectivamente) similares a los tratamientos con
farmacos, lo que sugiere que el vehiculo de dilucion tampoco ejerce un efecto

inhibitorio sobre el crecimiento del hongo.

Las desviaciones estandar relativamente bajas en todos los tratamientos (entre
+0.0074 y £0.0292) indican buena reproducibilidad experimental y refuerzan la
conclusiéon de que A. af. pediades mantiene su capacidad de crecimiento
independientemente de la presencia de estos compuestos farmacéuticos,

demostrando asi su potencial tolerancia a estos contaminantes emergentes.

En el analisis ANOVA (tabla 12) muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas en los valores de Vmax entre los diferentes
tratamientos evaluados (p = 0.77382 > 0.05).

Tabla 12. ANOVA de la Vmax del crecimiento

Analysis of Variance Table
Reject

Sum of Mean Equal Means.
Meodel Term, DF Squares Square F-Ratio P-Yalue at a =0.05?
Between (Tratamientos_) 8 0.00192585 0.0002407313 0.5951 0.77382 No
Within (Error) 29 0.01173036 0.0004044951
Adjusted Total 37 0.01365621
Total 38

Con los datos individuales de las Vmax de cada tratamiento se obtuvo el box plot
(figura 11). La superposicion de la dispersion de las cajas entre todos los
tratamientos, incluyendo el control, indica visualmente que la velocidad de
crecimiento del hongo no se vio significativamente afectada por la presencia de los
farmacos ni por la mezcla etanol/agua en ninguna de las concentraciones

evaluadas.
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Figura 11. Diagrama de cajas y bigotes de la distribucién de las Vmax de crecimiento radial de A. af.
pediades (F=CAFs, EA=Solucién Etanol/agua).

La estadistica descriptiva para los valores de Vmax de A. af. pediades (tabla 13)
revelan informacion sobre el comportamiento del hongo bajo diferentes condiciones

experimentales.

El control, que representa el crecimiento natural del hongo sin adicion de farmacos
ni solventes, mostré un valor promedio de Vmax de 0.4509 = 0.0229 cm/dia. Esta
variabilidad natural sirve como linea base para evaluar los posibles efectos de los

tratamientos experimentales.

Entre los tratamientos con farmacos, la concentracion de 1000 pL (1000 F) presento
el valor mas alto de Vmax (0.4700 + 0.0099 cm/dia) y la menor variabilidad, lo que
sugiere un crecimiento ligeramente mas acelerado y consistente bajo estas
condiciones. En contraste, la concentracién de 100 pL de farmacos (100 F) registré

el valor mas bajo de Vmax (0.4449 = 0.0199 cm/dia) con una variabilidad

Los tratamientos con solucién etanol/agua (EA) como control de solvente también
mostraron valores de Vmax comparables: 50 pL EA (0.4591 + 0.01562967 cm/dia) y
5000 pL EA (0.455575 + 0.02219675 cm/dia).
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Tabla 13. Estadistico descriptivo de las Vmax de crecimiento radial de A. af. pediadesfrente a
las diferentes concentraciones de CAFs.

Descriptive Statistics
Standard

Count Standard Error
Group (ni) Mean Effect Median Deviation Y{MSE/ni)
All 38 0.4560368 0.4563204
Tratamientos_
100 L F 4 0.44495 -0.01137037 0.44485 0.01997173 0.01005603
1000 pL F 4 0.47005 0.01372963 0.47135 0.009916484 0.01005603
250 L F 4 0.454725 -0.00159537 0.45655 0.02923758 0.01005603
2500 pL F 4 0.45335 -0.00297037 0.44995 0.02729499 0.01005603
50 uL EA 4 0.4591 0.00277963 0.45455 0.01562967 0.01005603
S0pLF 4 0.45255 -0.00377037 0.4536 0.012068 0.01005603
5000 pL EA 4 0.455575 -0.0007453703 0.4513 0.02219675 0.01005603
5000 uL F 4 0.46565 0.00932963 0.463 0.007403377 0.01005603
Control 6 0.4509333 -0.005387037 0.44815 002292114 0.008210716

De igual manera que con los resultados anteriores, la prueba de Tukey-Kramer (a =
0.05) arroj6 sus resultados donde se compararon los datos de las Vmax (tabla 14).
Estos resultados confirman que los CAFs a las diferentes concentraciones probadas
y la solucién etanol/agua sin CAFs no ejercen un efecto significativo sobre la

velocidad de crecimiento del hongo. El desglose completo del analisis se encuentra

en el anexo 3.

Tabla 14. Analisis de Tukey-Kramer de la Vmax del crecimiento radial A. af. pediades donde se
comparan todos los tratamientos y no se encuentra diferencia significativa entre los grupos.

Tukey-Kramer Multiple Comparison Test
(Comparson Jerm:  Tratamientos_
Rifferent Erem
Group. Count Mean Groups
100 L F 4 0.44495
1000 uL F 4 0.47005
250 uL F 4 0.454725
2500 puL F 4 0.45335
50 uL EA 4 0.4591
50 L F 4 0.45255
5000 pL EA 4 0.455575
5000 pL F 4 0.46565
Control 6 0.4509333

o= 0.05, Error T = S(A), DF = 29, MSE = 00004044951, Crifical Yalug = 4.7315
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10.2. Actividad enzimatica

10.2.1. Determinacion de la Actividad Lacasa Cualitativa

Se registraron los datos del crecimiento radial del hongo frente a los dos sustratos,
guayacol y 2,6-dimetoxifenol (DMP), asimismo se obtuvo la Vmax de crecimiento
y el indice de potencia para cada tratamiento. En la figura 12 se observa el
halo de oxidacion formado por la lacasa producida por A. af. pediades al dia

5 de crecimiento.

Figura 12. Halo de oxidacion de los sustratos inducido por la lacasa extracelular producida por A.
af. pediades al dia 5 de crecimiento.

En los tratamientos sin indculo con guayacol y DMP en el medio de cultivo no hubo
reaccion alguna ni oxidacion de los sustratos a los 12 dias. El halo de oxidacion
formado en el DMP fue de color naranja mientras que en el guayacol fue de color
marron. La estadistica descriptiva (tabla 15) muestra un crecimiento radial final
promedio después de 12 dias fue mayor en el control con un valor de 3.0562 +
0.0773 cm, seguido del tratamiento con DMP con un valor de 3.0375 + 0.1479 cmy

por ultimo el tratamiento con guayacol con un valor de 1.95 £ 0.1594 cm.
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Tabla 15. Estadistica descriptiva del crecimiento radial de A. af. Pedjades frente a los sustratos y el

control.
IDescriptive Statistics
Standard

Count Standard ~ Error
Group (ni) Mean Effect Median Deviation V(MSE/ni)
All 12 268125 268125
Tratamiento_
Control 4 3.05625 0375 3.075 00773924 0.0666341
Dimetoxifenol 4 3.0375 0.35625 3.0875 0.147902 0.0666341
Guayacol 4 195 073125 2 0.159426 0.0666341

También se obtuvieron los valores de la Vmax de crecimiento (tabla 16) y se muestra
el valor promedio de la Vmax Y €l IP. El tratamiento con guayacol mostrd el mayor
valor de IP con 2.9231, indicando mayor actividad cualitativa de lacasa. Asimismo
el valor de Vmax en el tratamiento fue menor confirmando el menor crecimiento

observado con respecto a los otros tratamientos.

Tabla 16. Datos de Vmax e IP en los tratamientos de actividad cualitativa.
Cada valor es el promedio de sus réplicas.

Tratamiento

Vmax = DS (cm/dia)

IP £ DS

Control

0.2562 + 0.0091

Dimetoxifenol

0.2533 £ 0.0165

2.6996 £ 0.1370

0.173 £ 0.0169

2.9231 +£0.2565

Guayacol

El resultado del ANOVA (tabla 17) muestra resultados altamente significativos al
evaluar el crecimiento de A. af. pediades frente a los dos sustratos diferentes,
guayacol y dimetoxifenol, junto con un control. El p-value = 0.0 indica que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre al menos dos de los tratamientos
evaluados y posteriormente se realizd la prueba Tukey-Kramer para verificar la

diferencia.
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Tabla 17. ANOVA del crecimiento radial frente a los sustratos

Analysis of Variance Table
Reject

Sum of Mean Equal Means.
Model Term, DF Squares Square F-Ratio P-Value at a=0.05?
Between (Tratamiento_) 2 3.209063 1.604531 90.3431 0.00000 Yes
Within (Error) 9 0.1598437 0.01776042
Adiusted Total 11 3.368906
Total 12

Con los valores del crecimiento radial se obtuvo el box plot (figura 13) que muestra
el crecimiento radial de A. af. pediades bajo las diferentes condiciones
experimentales. El grafico confirma de manera visual lo que el ANOVA habia
demostrado numéricamente, que existe un problema inhibitorio significativo sobre
el crecimiento de A. af. pediades. La clara separacion entre el guayacol y los otros
dos tratamientos (sin superposicion de las cajas) confirma que la diferencia no solo
es estadisticamente significativa sino también biolégicamente relevante, lo que
respalda la conclusion de que A. af. pediades responde de manera diferencial a
estos sustratos fendlicos estructuralmente similares, pero funcionalmente distintos

en términos de su efecto sobre el crecimiento fungico.

3.5 4

] ! !

Crecimiento__cm

N :

T T T
Control Dimetoxifenol Guayacol

Tratamiento_

Figura 13. Box plot de la distribucién del crecimiento radial frente a DMP y guayacol.
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Asimismo, la prueba de Tukey-Kramer (a = 0.05) arrojé resultados donde se
compararon los datos de crecimiento (tabla 18) y se verificé que si existe una
diferencia significativa entre el guayacol y los cultivos control y con DMP, el desglose

completo del analisis se encuentra en el anexo 4.

Tabla 18. Analisis de Tukey-Kramer del crecimiento de A. af. pediades frente a los sustratos.

Tukey-Kramer Multiple Comparison Test
Comparson Jerm:  Tratamiento

DRifferent From
Group Count Mean Groups
Control 4 3.05625 Guayacol
Dimetoxifenol 4 3.0375 Guayacol
Guayacol 4 1.95 Control, Dimetoxifenol

a = 0.05, Error Tegm = S(A), DF = 9, MSE = 0.01776042, Critical Valye = 3.9480

10.2.2. Determinacion de la Actividad Lacasa Cuantitativa

Se obtuvo el peso seco del crecimiento de A. af. pediades en cultivo liquido tras 20
dias de cultivo y se realizé una grafica del peso seco de la biomasa. Se observa el
crecimiento de A. af. pediades desde el inicio del cultivo y posteriormente a partir
del dia 5 se observa el comienzo de la fase exponencial de crecimiento hasta los
dias 12-13 de cultivo (figura 14), asimismo se obtuvo la pmax de crecimiento =
0.0136 dias—1.
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Figura 14. Crecimiento de A. af. pediades en cultivo liquido a través de 20 dias con una pendiente
remarcada en la fase exponencial

Durante el crecimiento del hongo, se obtuvieron los extractos crudos enzimaticos
(ECE) libres de biomasa. Se tomaron las muestras de los dias 5, 6, 8 y 10 para
realizar la cuantificacion de la actividad lacasa mediante la oxidacion del sustrato
guayacol, que fue el sustrato que mejor se oxidé y mostré un mayor valor en el IP
para la actividad cualitativa. El pH de los ECE fue de 5.04 para el dia 5, 4.98 para
el dia 6, 5.06 para el dia 8 y 5.02 para el dia 10.

Como dato importante, las peroxidasas, como la lignina, peroxidasa y manganeso
peroxidasa pueden oxidar también el guayacol, pero en presencia de peroxido de
hidrogeno. En las reacciones llevadas a cabo en este trabajo no se adiciond, por lo
tanto, la oxidacién del sustrato es unicamente debida a la presencia de lacasa.

En la figura 15 se muestra una curva progreso de la actividad enzimatica del ECE
del dia 5, con una pendiente ajustada a los 10 minutos de reaccion, en el dia 5 fue
donde se obtuvo un mayor valor de la pendiente de la recta con 0.00005. Las curvas

de los dias 6, 8 y 10 se encuentran en el anexo 5.
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Figura 15. Curva progreso de la actividad enzimatica del ECE del dia 5.

Para conocer el valor de la actividad enzimatica, se debié considerar el valor del
coeficiente de extincion molar adecuado para el pH de los ECE, el cual fue de
11414.9732 M' cm! para pH 5, el paso dptico de la celda y el cambio de la
absorbancia con respecto al tiempo. Para la obtencidn del resultado se utilizo la

ecuacion (4).

Si bien, las curvas progreso estan en funcion del producto formado durante la
oxidacién del guayacol, fue necesario utilizar la estequiometria de la reaccidn
representada en la Figura 4 para transformarlas a unidades internacionales de

actividad enzimatica definida como pmol de producto por litro por minuto.

umol de guayacol oxidado

L min

Aplicando la ecuacion (4), se obtuvieron los valores de la actividad enzimatica de la
oxidacion del guayacol a los diferentes tiempos de muestreo y se muestran en la

tabla 19. Los resultados muestran que la mayor actividad enzimatica de los ECE se
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obtuvo a los 5 dias de cultivo, por lo tanto, a este tiempo se tomaron los ECE para

realizar los ensayos de degradacion de los CAFs.

Tabla 19. Valores de actividad enzimatica de la lacasa extracelular producida por A. af. pediades a
los diferentes dias de cultivo.

Muestra del ECE Actividad En2|mat|(3a
(umol producto/L min)
Dia5 1.1249
Dia6 0.579
Dia 8 0.3557
Dia 10 0.0576

10.3. Degradaciéon de CAFs en mezcla

A 30 mL del ECE se le adicionaron 0.75 ml de la mezcla de los farmacos para tener
una concentracion de 2 500 pg/l de cada uno de los farmacos. Estos ensayos se
hicieron por triplicado. La concentracion real de los CAFs no fue exactamente la que
calculamos debido a problemas de pipeteo. Esta mezcla de reaccién se incub6 a
28°C a 80 rpm durante 60 min. Se tomaron muestras a los tiempos 0, 5, 10 y 60
minutos, para determinar la concentracion de los farmacos a los diferentes tiempos

de reaccioén. Cada tiempo de realiz6 por triplicado.

Antes de medir los CAFs residuales, se realizaron curvas de calibracién (Figura 16),
esto, para correlacionar las concentraciones conocidas de los farmacos con la senal

(area) obtenida en el HPLC.
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Figura 16. Curvas de calibracion de TMP, CPXy NPX a una concentracién maxima de 1250 pg/L.
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Figura 17. Cromatograma de HPLC a los 60 minutos de reaccién, flecha azul indica el tiempo de
retencion de TMP, roja CPX y verde NPX.

Los triplicados de cada tiempo de reaccidon se inyectaron en el HPLC. Antes de
inyectarlas, las muestras se diluyeron 1:1 y se obtuvieron los cromatogramas (figura

17). El resto de los cromatogramas con su valor de concentracion obtenido y
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tiempos de retencion se incluyen en el anexo 6. Los resultados obtenidos son el
promedio del triplicado de las concentraciones residuales junto con sus
desviaciones estandar y se muestran en la tabla 16. Se observa 1.54% de
disminucion de la concentracion de TMP y 1.57% NPX con respecto a la inicial. De
CPX se observo 0.35% de disminucion, en este caso la cuantificacion de CPX fue

mayor que la calculada.

Tabla 20. Concentraciones residuales de farmacos en la reaccion con lacasa extracelular en

muestras con concentraciones iniciales de 2500 pg/L.

Tiempo de reaccion [TMP] £ DS (pg/L) [CPX] + DS (ug/L) [NPX] £ DS (pg/L)
0 2927.31+6.52 5078.4 +48.22 2289.94 +78.00
5 2906.82 + 25.53 5071.47 + 56.68 2270.18 + 76.86
10 2898.08+17.42 5063.57 +277.42 2271.7£78.53
60 2882.34+40.94 5060.39 + 82.56 2253.91 +95.06

11.Discusion

11.1. Tolerancia del crecimiento de A. af. pediades en presencia de TMP, CPX
y NPX

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el hongo A. af.
pediades mostr6 tolerancia frente a la exposicion de CPX, TMP Y NPX en
mezcla. Parametros como el crecimiento radial, la Vmax de crecimiento radial
y la produccion de biomasa son herramientas utiles para analizar el
crecimiento de estos hongos en condiciones de cultivo sélido (Coello y cols.
2017).

El crecimiento radial del micelio no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos, donde el promedio para todas las 38 evaluaciones oscild
alrededor de 5.5664 cm a los 12 dias de cultivo. Este comportamiento
sugiere que los mecanismos de extensidn del micelio de A. af. pediades no
se afectan por la presencia de los compuestos farmacéuticos ni por el

solvente utilizado.
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En cuanto a la produccion de biomasa, se observd un resultado interesante
donde la concentracion mas alta (5000 pg/L) tanto de la mezcla de farmacos
como el volumen adicionado de la solucion etanol/agua (2.5 ml) mostraron
una ligera tendencia a producir mayor biomasa (0.33605 y 0.32857 g
respectivamente) en comparacion con el control (0.29652 g). Aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, podrian sugerir la
activacion de mecanismos de respuesta al estrés que resultan en una mayor
densificacion del micelio, sin embargo, estadisticamente son iguales los

crecimientos.

La Vmax de crecimiento radial, con una media total entre todas las
evaluaciones fue de 0.4560 cm/dia y se mantuvo constante en todos los
tratamientos. Este parametro es particularmente relevante ya que sugiere
que A. af. pediades no requiere periodos de adaptacion para mantener su
tasa de crecimiento en presencia de los compuestos evaluados. El valor
contrastante de la Vmax obtenida podria indicar que los mecanismos
celulares de extension del micelio y consumo de nutrientes no se ven

afectados por las concentraciones de farmacos utilizadas.

La capacidad del hongo para mantener su crecimiento en presencia de estos
compuestos podria atribuirse a diversos mecanismos de adaptacion, ya que,
cuando los microorganismos enfrentan restricciones nutricionales o
condiciones adversas en el ambiente, desarrollan mecanismos que
favorecen interacciones beneficiosas para su supervivencia (Rojas Barreto
y cols. 2015).

Este comportamiento ha sido documentado por Hernandez (2021), quien
también trabajo con el hongo A. af. pediades, sometido a condiciones de
estrés xenobidtico donde se utilizd hexaclorobenceno como agente
contaminante dentro de su medio de cultivo. Se observo tolerancia del hongo
para crecer en presencia de hexaclorobenceno, atribuyendo un
cometabolismo, ya que el hongo es capaz de segregar enzimas
relacionadas con la degradacion de compuestos xenobidticos. La presencia
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de sistemas enzimaticos, caracteristicos de los hongos saprofitos, podrian
facilitar la biotransformacion de los compuestos farmacéuticos evaluados, o
bien, estos compuestos no son tdxicos al hongo, por lo que crece de forma

similar a los cultivos sin los farmacos.

El trabajo de Ledn-Santiesteban y cols (2024) reporta la tolerancia del hongo
filamentoso Amyomyces rouxii a crecer en presencia de CAFs y disruptores
endocrinos a diferentes concentraciones. Los autores reportaron una
inhibicidn del crecimiento radial unicamente con CPXy NPX en 27% y 48%

respectivamente, con 100 % de inhibicion con Carbamazepina (CBZ) a 5000
ug L.

La ausencia de efectos inhibitorios significativos en los tres parametros
analizados también sugiere que las concentraciones utilizadas en este
estudio podrian estar por debajo de los niveles de toxicidad para A. af.
pediades. Esto es particularmente relevante considerando que las
concentraciones evaluadas (50-5000 pg/L) se encuentran dentro del rango
de las concentraciones ambientales reportadas para estos farmacos en

diversos ecosistemas (Calderon y cols., 2019).

11.2. Actividad enzimatica de la Lacasa

En el analisis cualitativo, la formacion de halos de oxidacion con ambos
sustratos (guayacol y DMP) confirma la produccion de lacasa extracelular
por A. af. pediades. La coloraciéon de los halos (naranja para DMP y marrén
para guayacol) demuestra la produccién de lacasa extracelular por A. af.
pediades capaz de oxidar diferentes tipos de sustratos fendlicos y sugiere
un potencial de amplio espectro de aplicacion en la degradacion de diversos

compuestos aromaticos.

Los resultados de este trabajo mostraron que el indice de potencia (IP), fue
mayor para el guayacol (2.9231) en comparacion con el DMP (2.6996) lo

que indica que, a pesar de que el crecimiento radial fue significativamente
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menor en presencia de guayacol (1.95 cm frente a 3.0375 cm con DMP), la
actividad enzimatica fue mayor. Esto sugiere que la presencia de guayacol
podria estar induciendo una mayor expresion de lacasa como respuesta al
estrés producido, aun cuando el crecimiento del organismo se ve
parcialmente inhibido. Resultados similares fueron reportados por
Hernandez Sirio (2021).

Este comportamiento es consistente con estudios previos en otros hongos
ligninoliticos donde la produccion de enzimas ligninoliticas se incrementa en
respuesta a condiciones de estrés. Baldrian (2003), senala el efecto de
metales pesados en el crecimiento y produccion enzimatica, por ejemplo, el
cobre aumenta la produccion de lacasa en diferentes hongos ligninoliticos,

como los basidiomicetos: P. ostreatus, P. chrysosporiumy T. versicolor.

En cuanto al analisis cuantitativo, el perfil de crecimiento en medio liquido muestra
un patrdn tipico con una fase de adaptacion inicial (dias 0-4) seguida de una fase
exponencial a partir del dia 5. La coincidencia de la maxima actividad enzimatica
(1.1249 pmol de guayacol oxidado/L min) con el dia 5 de ECE es significativa, ya
que sugiere que la produccion de lacasa esta relacionada con el metabolismo activo

del crecimiento.

La disminucion progresiva de la actividad enzimatica observada en los dias
posteriores (0.5790 , 0.3557 y 0.0576 pmol de guayacol oxidado/L min para los dias
6, 8 y 10, respectivamente) podria atribuirse a diferentes factores, tales como:
agotamiento de nutrientes esenciales en el medio de cultivo, particularmente
fuentes de carbono y nitrégeno que son importantes para el metabolismo del hongo
(Piscitelli y cols., 2011), la acumulacion de metabolitos que podrian actuar como
inhibidores de la actividad lacasa (Baldrian, 2006) y la posible degradacion
proteolitica de las enzimas extracelulares por proteasas fungicas, un fendmeno

presentado en cultivos prolongados (Strong y cols., 2011).
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11.3. Degradacion de CAFs

Los resultados obtenidos de los experimentos para determinar la degradacion de la
mezcla de farmacos mediante el extracto crudo enzimatico (ECE) mostraron que
éste degrada unicamente entre 0.35% y 1.5% de la concentracion inicial de los

farmacos individuales.

Se observé un comportamiento particular en el caso del ciprofloxacino (CPX), donde
se detectd una mayor concentracion de CPX de 5078.4 ug/L inicial. Este problema
en la cuantificacidon no es facil de explicar. La concentracidn de la solucion stock que
se utilizdé para hacer los experimentos de degradacién si tiene la concentracion
correcta (en el anexo 7 se presentan los resultados de la cuantificacion de la CPX
en mezcla a 1000 pg/L). Sin embargo, al adicionar la CPX al ECE e inyectarlo al
HPLC la cuantificacion de la CPX fue mayor. También se inyecté una muestra de
ECE sin farmacos y no se observé ningun pico en el tiempo de retencién en que
sale la CPX (Anexo 8).

Prieto y cols. (2011), identificaron la formacion de productos de transformacion
especificos durante la biodegradaciéon de fluoroquinolonas. En su investigacion,
demostraron que las enzimas ligninoliticas pueden generar compuestos intermedios
que interfieren con la deteccion del compuesto original, lo que podria explicar una

interferencia en la cuantificacion de la CPX.

Esta observacién se fortalece con los resultados presentados por Cvanéarova y
cols. (2015), ellos documentaron extensivamente la biotransformacion de
antibidticos fluoroquinolénicos por accion de enzimas ligninoliticas. Sus estudios
revelaron que, durante el proceso de transformacién enzimatica, se pueden generar
diversos metabolitos que pueden interferir con la deteccidn y cuantificacién de los

compuestos originales.

Otro factor posible seria que las condiciones del medio y sus componentes podrian
afectar significativamente la deteccion del antibiotico, influyendo en la cuantificacion
del CPX. Otra explicacion es que se haya puesto el doble de concentracion en el

momento de adicionar la CPX al ECE.
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En cuanto a la cuantificacion de TMP y NPX se observo el 1.5% de disminucién de
estos farmacos con respecto a su concentracion inicial. Se podria sugerir el uso de
mediadores redox, que en sistemas enzimaticos con lacasas podria ser una
estrategia para mejorar la eficiencia en la degradacion de los sustratos,
especialmente para aquellos que son dificiles de degradar directamente por la
enzima. Los mediadores actuan como intermediarios entre la lacasa y el sustrato,
expandiendo significativamente el rango de compuestos que pueden ser oxidados
por el sistema enzimatico debido a que aumentan el potencial redox de la reaccién.
Con la incorporacién de mediadores al ECE podria potencialmente observarse una
degradacion de los sustratos. Mendoza (2024), demostroé que el afiadir el mediador
Siringaldehido a una enzima lacasa comercial afecté directamente a su actividad
enzimatica, y se logro degradar hasta en un 50% al ciprofloxacino y sulfametoxazol,
y en 20% a la trimetoprima. Mientras que sin la presencia del mediador la lacasa

comercial no degradé los farmacos.

En este contexto, los resultados sugieren utilizar mediadores, adicionados la ECE
obtenido de los cultivos con A. af. pediades para incrementar el potencial redox y
facilitar asi la degradacién de NPX 'y TMP. Podrian ser resultados muy interesantes
ya que se podria demostrar la accidén de los mediadores potenciando la actividad de
una lacasa no purificada. También se sugiere la necesidad de implementar técnicas
analiticas complementarias que permitan identificar y cuantificar los posibles

productos de transformacion, especialmente en el caso del CPX.

12. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el hongo A. af. pediades es
capaz de tolerar diferentes concentraciones de los farmacos trimetoprima (TMP),
ciprofloxacino (CPX) y naproxeno (NPX) sin que su crecimiento radial, produccion

de biomasa o velocidad de crecimiento se afecten significativamente.

El analisis de la actividad enzimatica confirmd que A. af. pediades produce lacasa

extracelular, cuya actividad fue evaluada cualitativa y cuantitativamente. La
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formacion de halos de oxidacidn en presencia de guayacol y DMP demuestra la
capacidad del hongo para secretar lacasa activa, siendo el guayacol el sustrato que
indujo una mayor actividad enzimatica. En el estudio cuantitativo, se observo que la
actividad lacasa alcanzé su maximo en el dia 5 de cultivo. En el estudio de
degradacion se realizo el experimento una sola vez (por triplicado), seria necesario
proponer un disefio experimental para confirmar estadisticamente la degradacion

de los farmacos.

Estos resultados sugieren la necesidad de profundizar en el estudio de los
mecanismos de accion de la lacasa de A. af. pediades sobre los CAFs, explorando
posibles cofactores o condiciones experimentales que optimicen su actividad
degradativa. En conjunto, este trabajo proporciona informacién sobre la tolerancia
de A. af. pediades a contaminantes emergentes y su potencial como recurso

biotecnoldgico para estrategias de biorremediacion sostenible.
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14. Anexos

14.1. Anexo 1.

Desglose del analisis de Tukey Kramer para el crecimiento radial de A. pediades.

Tabla 21. Desglose estadistico del analisis Tukey-Kramer para diferencias significativas en el

crecimiento radial de A. af. Pediades frente a los CAFs.

One-Way Analysis of Variance Report

Tukey-Kramer's Simultaneous Confidence Intervals and P-Values for All-Pairs Mean Difference

Comparisons

95% Simultaneous

Confidence Limits

of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
100 uL F 4 5.46875

-1000 uL F 4 5.68125 -0.2125 -0.6344441 0.209444 0.72599
-250 L F 4 5.43125 0.0375 -0.3844441 0.459444 0.98113
-2500 uL F 4 5.53125 -0.0625 -0.4844441 0.3594441 0.96570
-50 uL EA 4 5.68125 -0.2125 -0.6344441 0.209444 0.72599
-50uL F 4 5.60625 -0.1375 -0.5594441 0.284444 0.89459
- 5000 pL EA 4 5.6125 -0.14375 -0.565694 0.278194 0.88589
-5000 L F 4 5.6375 -0.16875 -0.5906941 0.253194 0.84371
- Control 6 5.4875 -0.01875 -0.4039305 0.3664305 0.99020
1000 pyL F 4 5.68125

-100 uL F 4 5.46875 0.2125 -0.209444 0.6344441 0.72599
-250 L F 4 5.43125 0.25 -0.1719441 0.671944 0.56523
-2500 uL F 4 5.53125 0.15 -0.271944 0.5719441 0.87653
-50 uL EA 4 5.68125 0 -0.4219441 0.4219441 1.00000
-50uL F 4 5.60625 0.075 -0.346944 0.496944 0.95686
- 5000 pL EA 4 5.6125 0.06875 -0.3531941 0.490694 0.96139
-5000 uL F 4 5.6375 0.04375 -0.378194 0.465694 0.97752
- Control 6 5.4875 0.19375 -0.1914304 0.5789304 0.72691
250 yL F 4 5.43125

-100 uL F 4 5.46875 -0.0375 -0.459444 0.3844441 0.98113
-1000 yL F 4 5.68125 -0.25 -0.671944 0.1719441 0.56523
-2500 yL F 4 5.53125 -0.1 -0.521944 0.3219441 0.93622
-50 uL EA 4 5.68125 -0.25 -0.671944 0.1719441 0.56523
-50uL F 4 5.60625 -0.175 -0.596944 0.2469441 0.83087
- 5000 pL EA 4 5.6125 -0.18125 -0.6031941 0.240694 0.81690
-5000 uL F 4 5.6375 -0.20625 -0.628194 0.2156941 0.74734
- Control 6 5.4875 -0.05625 -0.4414304 0.3289305 0.96629
2500 uL F 4 5.53125

-100 yL F 4 5.46875 0.0625 -0.3594441 0.4844441 0.96570
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-1000 uL F 4 5.68125 -0.15 -0.5719441 0.271944 0.87653
-250 uL F 4 5.43125 0.1 -0.3219441 0.521944 0.93622
-50 uL EA 4 5.68125 -0.15 -0.5719441 0.271944 0.87653
-50 L F 4 5.60625 -0.075 -0.496944 0.346944 0.95686
- 5000 pL EA 4 5.6125 -0.08125 -0.503194 0.340694 0.95210
-5000 L F 4 5.6375 -0.10625 -0.5281941 0.315694 0.93031
- Control 6 5.4875 0.04375 -0.3414305 0.4289305 0.97502
50 uL EA 4 5.68125

-100 uL F 4 5.46875 0.2125 -0.209444 0.6344441 0.72599
-1000 pL F 4 5.68125 0 -0.4219441 0.4219441 1.00000
-250 uL F 4 5.43125 0.25 -0.1719441 0.671944 0.56523
-2500 uL F 4 5.53125 0.15 -0.271944 0.5719441 0.87653
-50puL F 4 5.60625 0.075 -0.346944 0.496944 0.95686
- 5000 pL EA 4 5.6125 0.06875 -0.3531941 0.490694 0.96139
-5000 L F 4 5.6375 0.04375 -0.378194 0.465694 0.97752
- Control 6 5.4875 0.19375 -0.1914304 0.5789304 0.72691
50 uLF 4 5.60625

-100 uL F 4 5.46875 0.1375 -0.284444 0.5594441 0.89459
-1000 uL F 4 5.68125 -0.075 -0.496944 0.346944 0.95686
-250 uL F 4 5.43125 0.175 -0.2469441 0.596944 0.83087
-2500 uL F 4 5.53125 0.075 -0.346944 0.496944 0.95686
-50 uL EA 4 5.68125 -0.075 -0.496944 0.346944 0.95686
- 5000 pL EA 4 5.6125 -0.00625 -0.428194 0.4156941 0.99714
-5000 L F 4 5.6375 -0.03125 -0.4531941 0.3906941 0.98459
- Control 6 5.4875 0.11875 -0.2664305 0.5039304 0.90415
5000 uL EA 4 5.6125

-100 uL F 4 5.46875 0.14375 -0.278194 0.565694 0.88589
-1000 pL F 4 5.68125 -0.06875 -0.490694 0.3531941 0.96139
-250 uL F 4 5.43125 0.18125 -0.240694 0.6031941 0.81690
-2500 yL F 4 5.53125 0.08125 -0.340694 0.503194 0.95210
-50 uL EA 4 5.68125 -0.06875 -0.490694 0.3531941 0.96139
-50uL F 4 5.60625 0.00625 -0.4156941 0.428194 0.99714
-5000 L F 4 5.6375 -0.025 -0.4469441 0.396944 0.98791
- Control 6 5.4875 0.125 -0.2601804 0.5101805 0.89535
5000 pL F 4 5.6375

-100 uL F 4 5.46875 0.16875 -0.253194 0.5906941 0.84371
-1000 pL F 4 5.68125 -0.04375 -0.465694 0.378194 0.97752
-250 uL F 4 5.43125 0.20625 -0.2156941 0.628194 0.74734
-2500 uL F 4 5.53125 0.10625 -0.315694 0.5281941 0.93031
-50 uL EA 4 5.68125 -0.04375 -0.465694 0.378194 0.97752
-50uL F 4 5.60625 0.03125 -0.3906941 0.4531941 0.98459
- 5000 pL EA 4 5.6125 0.025 -0.396944 0.4469441 0.98791
- Control 6 5.4875 0.15 -0.2351805 0.5351804 0.85219
Control 6 5.4875

-100 uL F 4 5.46875 0.01875 -0.3664305 0.4039305 0.99020
-1000 pL F 4 5.68125 -0.19375 -0.5789304 0.1914304 0.72691
-250 uL F 4 5.43125 0.05625 -0.3289305 0.4414304 0.96629
-2500 yL F 4 5.53125 -0.04375 -0.4289305 0.3414305 0.97502
-50 uL EA 4 5.68125 -0.19375 -0.5789304 0.1914304 0.72691
-50uL F 4 5.60625 -0.11875 -0.5039304 0.2664305 0.90415
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- 5000 uL EA 4 5.6125 -0.125 -0.5101805 0.2601804 0.89535

-5000 uL F 4 5.6375 -0.15 -0.5351804 0.2351805 0.85219

a=0.05, Error Term = S(A), DF =29, MSE = 0.03181034, Critical Value = 4.7315

14.2. Anexo 2.
Desglose del analisis de Tukey Kramer para la produccién de biomasa de A. af.

Pediades.

Tabla 22. Desglose estadistico del analisis Tukey-Kramer para diferencias significativas en la
produccion de biomasa de A. pediades frente a los CAFs en cultivos sélidos.

One-Way Analysis of Variance Report |

Tukey-Kramer's Simultaneous Confidence Intervals and P-Values for All-Pairs Mean Difference

Comparisons

95% Simultaneous

Confidence Limits

of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-
Value

100 uL F 4 0.3115

-1000 L F 4 0.309975 0.001525 -
0.04420321 0.04725321 0.99342

-250 L F 4 0.299075 0.012425 -
0.03330321 0.05815321 0.92180

-2500 uL F 4 0.30985 0.00165 -
0.04407821 0.04737821 0.99285

-50 uL EA 4 0.3036 0.0079 -
0.03782821 0.05362821 0.95841

-50 UL F 4 0.308975 0.002525 -
0.04320321 0.04825321 0.98879

-5000 L EA 4 0.328575 -0.017075 -
0.06280321 0.02865321 0.86423

-5000 uL F 4 0.33605 -0.02455 -
0.0702782 0.02117821 0.67188

- Control 6 0.29652 0.01498 -
0.02676395 0.05672395 0.87431

1000 pL F 4 0.309975

-100 uL F 4 0.3115 -0.001525 -
0.04725321 0.04420321 0.99342

-250 uL F 4 0.299075 0.0109 -
0.03482821 0.05662821 0.93569

-2500 uL F 4 0.30985 0.000125 -
0.04560321 0.04585321 0.99948

-50 uL EA 4 0.3036 0.006375 -
0.03935321 0.05210321 0.96815

-50puL F 4 0.308975 0.001 -
0.04472821 0.04672821 0.99575

- 5000 pL EA 4 0.328575 -0.0186 -
0.06432821 0.02712821 0.83793

-5000 uL F 4 0.33605 -0.026075 -
0.0718032 0.01965321 0.60982
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- Control 6 0.29652 0.013455
0.02828895 0.05519895 0.89659
250 uL F 4 0.299075
S100 L F 4 03115 -0.012425
0.05815321 0.03330321 0.92180
1000 pL F 4 0.309975 -0.0109
0.05662821 0.03482821 0.93569
2500 uL F 4 0.30985 -0.010775
0.05650321 0.03495321 0.93675
50 pLEA 4 0.3036 -0.004525
0.05025321 0.04120321 0.97869
50 pLF 4 0.308975 -0.0099
0.05562821 0.03582821 0.94387
-5000 pL EA ) 0328575 -0.0295
0.07522821 0.01622821 0.45542
-5000 pL F ) 0.33605 -0.036975
0.08270321 0.008753207 0.18990
- Control 6 0.29652 0.002555
0.03918895 0.04429895 0.98748
2500 pL F 4 0.30985
S100 WL F 4 03115 -0.00165
0.04737821 0.04407821 0.99285
1000 uL F 4 0.309975 -0.000125
0.04585321 0.04560321 0.99948
~250 lLF 4 0.299075 0.010775
0.03495321 0.05650321 0.93675
50 pLEA ) 0.3036 0.00625
0.03947821 0.05197821 0.96890
“5OpLF ) 0.308975 0.000875
0.04485321 0.04660321 0.99629
-5000 pL EA ) 0328575 -0.018725
0.06445321 0.02700321 0.83555
5000 pL F ) 0.33605 -0.0262
0.07192821 0.01952821 0.60445
- Control 6 0.29652 0.01333
0.02841395 0.05507395 0.89824
50 L EA 4 0.3036
-100 L F 4 03115 -0.0079
0.05362821 0.03782821 0.95841
1000 uL F 4 0.309975 -0.006375
0.05210321 0.03935321 0.96815
“250 L F 4 0.299075 0.004525
0.04120321 0.05025321 0.97869
2500 uL F 4 0.30985 -0.00625
0.05197821 0.03947821 0.96890
“5OpLF 4 0.308975 -0.005375
0.05110321 0.04035321 0.97400
-5000 pL EA ] 0328575 -0.024975
0.07070321 0.02075321 0.65529
5000 L F 4 0.33605 -0.03245
0.0781782 0.01327821 0.33368
- Control 6 0.29652 0.00708
0.03466395 0.04882395 0.95937
50 uL F 4 0.308975
100 uLF 4 03115 -0.002525
0.04825321 0.04320321 0.98879
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-1000 uL F 4 0.309975 -0.001
0.04672821 0.04472821 0.99575
-250 uL F 4 0.299075 0.0099
0.03582821 0.05562821 0.94387
-2500 uL F 4 0.30985 -0.000875
0.04660321 0.04485321 0.99629
-50 uL EA 4 0.3036 0.005375
0.04035321 0.05110321 0.97400
- 5000 pL EA 4 0.328575 -0.0196
0.06532821 0.02612821 0.81782
-5000 uL F 4 0.33605 -0.027075
0.07280321 0.01865321 0.56606
- Control 6 0.29652 0.012455
0.02928895 0.05419895 0.90923
5000 uL EA 4 0.328575
-100 uL F 4 0.3115 0.017075
0.02865321 0.06280321 0.86423
-1000 uL F 4 0.309975 0.0186
0.02712821 0.06432821 0.83793
-250 UL F 4 0.299075 0.0295
0.01622821 0.07522821 0.45542
-2500 uL F 4 0.30985 0.018725
0.02700321 0.06445321 0.83555
-50 uL EA 4 0.3036 0.024975
0.02075321 0.07070321 0.65529
-50puL F 4 0.308975 0.0196
0.02612821 0.06532821 0.81782
-5000 uL F 4 0.33605 -0.007475
0.05320321 0.03825321 0.96123
- Control 6 0.29652 0.032055
0.009688951 0.07379895 0.24241
5000 uL F 4 0.33605
-100 uL F 4 0.3115 0.02455
0.02117821 0.0702782 0.67188
-1000 uL F 4 0.309975 0.026075
0.01965321 0.0718032 0.60982
-250 uL F 4 0.299075 0.036975
0.008753207 0.08270321 0.18990
-2500 uL F 4 0.30985 0.0262
0.01952821 0.07192821 0.60445
-50 uL EA 4 0.3036 0.03245
0.01327821 0.0781782 0.33368
-50 L F 4 0.308975 0.027075
0.01865321 0.07280321 0.56606
- 5000 pL EA 4 0.328575 0.007475
0.03825321 0.05320321 0.96123
- Control 6 0.29652 0.03953
0.002213951 0.08127395 0.07427
Control 6 0.29652
-100 uL F 4 0.3115 -0.01498
0.05672395 0.02676395 0.87431
-1000 pL F 4 0.309975 -0.013455
0.05519895 0.02828895 0.89659
-250 uL F 4 0.299075 -0.002555
0.04429895 0.03918895 0.98748
-2500 uL F 4 0.30985 -0.01333
0.05507395 0.02841395 0.89824
-50 uL EA 4 0.3036 -0.00708
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0.04882395 0.03466395 0.95937
-50puL F 4 0.308975 -0.012455 -
0.05419895 0.02928895 0.90923
- 5000 L EA 4 0.328575 -0.032055 -
0.07379895 0.009688951 0.24241
-5000 uL F 4 0.33605 -0.03953 -
0.08127395 0.002213951 0.07427

a = 0.05, Error Term = S(A), DF =29, MSE = 0.0003736173, Critical Value = 4.7315

14.3. Anexo 3.

Desglose del analisis de Tukey Kramer para la Vmax de A. pediades.

Tabla 23. Desglose estadistico del analisis Tukey-Kramer para diferencias significativas en las Vmax
del crecimiento A. pediades frente a los CAFs en cultivos solidos.

One-Way Analysis of Variance Report

Dataset C:\Users\Diego\Desktop\Datos Agrocybe NCSS\Velocidades Crecimiento.NCSS
Response Velocidad_Media_de_Crecimiento
Factor Tratamientos_

Tukey-Kramer's Simultaneous Confidence Intervals and P-Values for All-Pairs Mean Difference

Comparisons

Comparison Term: Tratamientos_
95% Simultaneous
Confidence Limits

of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-

Value

100 uL F 4 0.44495

-1000 uL F 4 0.47005 -0.0251 -

0.07268032 0.02248031 0.68793

-250 uL F 4 0.454725 -0.009775 -

0.05735531 0.03780532 0.94775

-2500 uL F 4 0.45335 -0.0084 -

0.05598032 0.03918032 0.95723

-50 uL EA 4 0.4591 -0.01415 -

0.06173031 0.03343032 0.90971

-50puL F 4 0.45255 -0.0076 -

0.05518031 0.03998031 0.96234

- 5000 pyL EA 4 0.455575 -0.010625 -

0.05820531 0.03695532 0.94139

-5000 uL F 4 0.46565 -0.0207 -

0.06828032 0.02688032 0.81141

- Control 6 0.4509333 -0.005983333 -

0.04941802 0.03745135 0.96860

1000 pL F 4 0.47005
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-100 uLF 4 0.44495 0.0251
0.02248031 0.07268032 0.68793
“250 L F 7 0.454725 0.015325
0.03225531 0.06290532 0.89672
-2500 pL F 4 0.45335 0.0167
0.03088032 0.06428032 0.87945
-50 L EA 7 0.4591 0.01095
0.03663031 0.05853032 0.93884
“50pLF 7 0.45255 0.0175
0.03008031 0.06508031 0.86820
-5000 pL EA ] 0.455575 0.014475
0.03310531 0.06205532 0.90626
-5000 pL F 4 0.46565 0.0044
0.04318032 0.05198032 0.98026
~Control 6 0.4509333 0.01911667
0.02431802 0.06255136 0.80618
250 L F 4 0.454725
~100 L F 4 0.44495 0.009775
0.03780532 0.05735531 0.94775
-1000 pL F ] 0.47005 -0.015325
0.06290532 0.03225531 0.89672
-2500 pL F 4 0.45335 0.001375
0.04620532 0.04895531 0.99433
-50 uL EA 4 0.4591 -0.004375
0.05195532 0.04320532 0.98039
S50l F 4 0.45255 0.002175
0.04540532 0.04975532 0.99084
-5000 pL EA 7 0.455575 -0.00085
0.04843032 0.04673032 0.99654
-5000 pL F ] 0.46565 -0.010925
0.05850532 0.03665531 0.93904
~Control 6 0.4509333 0.003791667
0.03964302 0.04722635 0.98150
2500 pL F 4 0.45335
~100 L F ] 0.44495 0.0084
0.03918032 0.05598032 0.95723
~1000 pL F ] 0.47005 -0.0167
0.06428032 0.03088032 0.87945
~250 WL F 4 0.454725 -0.001375
0.04895531 0.04620532 0.99433
-50 L EA ] 0.4591 -0.00575
0.05333032 0.04183032 0.97314
“5OpULF Z 0.45255 0.0008
0.04678031 0.04838032 0.99675
-5000 L EA Z 0.455575 -0.002225
0.04980532 0.04535532 0.99061
~5000 uLF Z 0.46565 0.0123
0.05988032 0.03528032 0.92752
~Control 6 0.4509333 0.002416667
0.04101802 0.04585135 0.98870
50 uL EA 4 0.4591
~100pLF Z 0.44495 0.01415
0.03343032 0.06173031 0.90971
-1000 pL F ] 0.47005 -0.01095
0.05853032 0.03663031 0.93884
~250 L F ] 0.454725 0.004375
0.04320532 0.05195532 0.98039
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2500 pL F 4 0.45335 0.00575
0.04183032 0.05333032 097314
-50 uLF 4 0.45255 0.00655
0.04103031 0.05413032 0.96863
5000 L EA 4 0.455575 0.003525
0.04405532 0.05110532 0.98458
5000 pLF 4 0.46565 -0.00655
0.05413032 0.04103031 0.96863
~Control 6 0.4509333 0.008166667
0.03526802 0.05160135 0.95358
50 L F 4 0.45255
-100 WL F 4 0.44495 0.0076
0.03998031 0.05518031 0.96234
-1000 uL F 4 0.47005 -0.0175
0.06508031 0.03008031 0.86820
~250 L F 4 0.454725 -0.002175
0.04975532 0.04540532 0.99084
2500 uL F 4 0.45335 -0.0008
0.04838032 0.04678031 0.99675
50 L EA 4 0.4501 -0.00655
0.05413032 0.04103031 0.96863
5000 L EA 4 0.455575 -0.003025
0.05060532 0.04455531 0.98695
5000 L F 4 0.46565 -0.0131
0.06068031 0.03448031 0.92018
- Control 6 0.4509333 0.001616667
0.04181802 0.04505135 0.99262
5000 pL EA 4 0.455575
-100 L F 4 0.44495 0.010625
0.03695532 0.05820531 0.94139
=1000 uL F 4 0.47005 -0.014475
0.06205532 0.03310531 0.90626
~250 pL F 4 0.454725 0.00085
0.04673032 0.04843032 0.99654
-2500 L F 4 0.45335 0.002225
0.04535532 0.04980532 0.99061
50 L EA 4 0.4501 -0.003525
0.05110532 0.04405532 0.98458
“50uLF 4 0.45255 0.003025
0.04455531 0.05060532 0.98695
5000 L F 4 0.46565 -0.010075
0.05765532 0.03750531 0.94556
- Control 6 0.4509333 0.004641667
0.03879302 0.04807635 0.97672
5000 pL F 4 0.46565
~100 L F 4 044495 0.0207
0.02688032 0.06828032 0.81141
-1000 uL F 4 0.47005 -0.0044
0.05198032 0.04318032 0.98026
~250 L F 4 0.454725 0.010925
0.03665531 0.05850532 0.93904
2500 L F 4 0.45335 0.0123
0.03528032 0.05988032 0.92752
50 pL EA 4 0.4591 0.00655
0.04103031 0.05413032 0.96863
-50 uLF 4 0.45255 0.0131
0.03448031 0.06068031 0.92018
-5000 pL EA 4 0456575 0.010075
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0.03750531 0.05765532 0.94556
- Control 6 0.4509333 0.01471667 -
0.02871802 0.05815135 0.88702
Control 6 0.4509333
-100 L F 4 0.44495 0.005983333 -
0.03745135 0.04941802 0.96860
-1000 L F 4 0.47005 -0.01911667 -
0.06255136 0.02431802 0.80618
-250 uL F 4 0.454725 -0.003791667 -
0.04722635 0.03964302 0.98150
-2500 uL F 4 0.45335 -0.002416667 -
0.04585135 0.04101802 0.98870
-50 uL EA 4 0.4591 -0.008166667 -
0.05160135 0.03526802 0.95358
-50puL F 4 0.45255 -0.001616667 -
0.04505135 0.04181802 0.99262
- 5000 pL EA 4 0.455575 -0.004641667 -
0.04807635 0.03879302 0.97672
-5000 uL F 4 0.46565 -0.01471667 -
0.05815135 0.02871802 0.88702

a = 0.05, Error Term = S(A), DF =29, MSE = 0.0004044951, Critical Value = 4.7315

14.4. Anexo 4.

Desglose del analisis de Tukey Kramer para el crecimiento de A. pediades en la

actividad enzimatica cualitativa.

Tabla 24. Desglose estadistico del andlisis Tukey-Kramer para diferencias significativas en el

crecimiento de A. pediades frente a los sustratos guayacol y dimetoxifenol en cultivos solidos.

One-Way Analysis of Variance Report

Tukey-Kramer's Simultaneous Confidence Intervals and P-Values for All-Pairs Mean Difference

Comparisons

95% Simultaneous

Confidence Limits

of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
Control 4 3.05625

- Dimetoxifenol 4 3.0375 0.01875 -0.2443241 0.2818241  0.95807
- Guayacol 4 1.95 1.10625 0.8431759 1.369324  0.00000
Dimetoxifenol 4 3.0375

- Control 4 3.05625 -0.01875 -0.2818241 0.2443241  0.95807
- Guayacol 4 1.95 1.0875 0.8244259 1.350574  0.00000
Guayacol 4 1.95

- Control 4 3.05625 -1.10625 -1.369324 -0.8431759  0.00000
- Dimetoxifenol 4 3.0375 -1.0875 -1.350574 -0.8244259  0.00000
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a=0.05, Error Term = S(A), DF =9, MSE = 0.01776042, Critical Value = 3.9480

14.5. Anexo 5.

Curvas progreso de la actividad enzimatica cuantitativa de los dias 6, 8 y 10.

Curva de Absorbancia vs Tiempo con el ECE del dia 6

— Datos oniginales
0.045 4 ——- Recta ajustada: pendiente = 0.00003

Pendiente = 0.00003

0.040

0.035

Absorbancia

0.030

0.025

0 200 400 600 800 1000
Tiempo (s)

Figura 18. Curva progreso de la actividad enzimatica cuantitativa del dia 6 con una pendiente

ajustada del minuto 0 al 10.

Curva de Absorbancia vs Tiempo con el ECE del dia 8

- Datos originales
0.038 1 ==~ Recta ajustada: pendiente = 0.00002

0.036
Pendiente = 0.00002
0.034 -

0.032

0.030

Absorbancia

0.028

0.026

0.024

0.022

[+] 200 400 600 800 1000
Tiempo (s)

Figura 19. Curva progreso de la actividad enzimatica cuantitativa del dia 8 con una pendiente

ajustada del minuto 0 al 10.
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Curva de Absorbancia vs Tiempo con el ECE del dia 10
0.0060 | —— Datos onginales
—--- Recta ajustada: pendiente = 0.00000

OD0S5%] Pendiente = 0.00000
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¥
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Figura 20. Curva progreso de la actividad enzimatica cuantitativa del dia 10 con una pendiente

ajustada del minuto 0 al 10.

14.6. Anexo 6.

Resultados de cromatogramas y sus tiempos de retencion obtenidos por HPLC. Se
muestran los resultados obtenidos para los tiempos 0, 5, 10 y 60 minutos con sus

triplicados A, By C.

Tratamientos del tiempo 0:

DADT A 5g=270.4 Rai=360 100 [C USERSP STATONSDATADESD 350 0001023 0027 35003 P2 A0 A0 D
1200
800 ‘
&)
o < 3 -
i # | 4B % - @
| sl 325 AR gz E 3B 3
- o, | N 2 N5 8 2 2 G <A
: i B A B
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- R B el R B
5.894 BB 63.15500  23.16965 1463.27899 T™P
5.633 BB 232.19746  11.01027 2556.55730 cPX
16.004 BB 66.32604 16.61954 1102.30817 NPX

Figura 21. Cromatograma de la reaccién AQO con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucion de 2.
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700 4
&0
0
2004
1 PRI N s N\ BEE 5 F ]
: : i : f 02 ) Y
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- e B B L L P
5.198 BB 63.31802 23.17023 1467.09320 T™P
5.797 BB 231.55857 11.090999 2549.36850 CPX
16.036 BB 71.07819 16.58419 1178.77422 NPX

Figura 22. Cromatograma de la reaccién BO con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.

DADT A Sge270A Rate300 100 [CIUSERS P STATIONGIDATADIEGD 1250 2024-10-23 00-27-251011-P2-81-C-00)
2

b 6om

a1

RetTime Type

5.186 BB
5.784 BB
16.079 BB

Area

63.04042
228.15857
69.52970

23.16923 1460.59835 ™P
11.00846 2511.67406 CPX
16.59518 1153.85770 NPX

Figura 23. Cromatograma de la reaccion CO con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucion de 2.

Tratamientos del tiempo 5:
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DADT A Sigr270 4 R

075)

T00 (G IUSERSP_ STATIONGDAT ADIEGLI1Z50 20241023 00-27- 2500802 M-AD 1)

w
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s ] [ug/L]
------- e e I L S
5.146 BB 63.21613  23.16987 1464.70914 T™P
5.728 BB 231.69611 11.01005 2550.98583 cpx
16.036 BB 65.82417 16.62357 1094.23256 NPX

Figura 24. Cromatograma de la reaccion A5 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.

DADY A Sig=270.4 Ref=300,100 (CWSERSP _STATIONSDATADIEGO 1250 2024.10-23 09.27- 25008 F2.A88.5D)
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [ug/L]

------- P R et Foseaaet e Eesa
5.120 BB 62.14150  23.16595 1439.56667 ™P
5.685 BB 231.89444 11.01014 2553.18986 cPX

16.9043 BB 70.56462 16.58778 1170.51041 NPX

Figura 25. Cromatograma de la reaccion B5 con sus tiempos de retencién de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.
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------- e B e B B B
5.199 BB 62.84239  23.16852 1455.96501 ™P
5.895 BB 227.38135 11.00810 2503.03699 cPX
16.050 BB 68.70135 16.60126 1149.52892 NPX

Figura 26. Cromatograma de la reaccion C5 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.

Tratamientos del tiempo 10:
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5.124 BB 62.37625 23.16681 1445.05905 ™P
5.689 BB 237.61394 11.01261 2616.74922 CPX
16.015 BB 65.69456 16.62462 1092.14706 NPX

Figura 27. Cromatograma de la reaccion A10 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucion de 2.
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- ] B B Pt el e
5.143 BB 62.28982  23.16650 1443.03691 TMP
5.714 BB 236.72668 11.91223 2606.88940 CPX
16.041 BB 70.41895 16.58881 1168.16649 NPX

Figura 28. Cromatograma de la reaccion B10 con sus tiempos de retencién de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [mAU*s ] [ug/L]
------- e B el Sl Sl R
5.188 BB 62.97363  23.16899 1459.03549 T™P
5.780 BB 215.56454 11.€0236 2371.71978 CPX
16.063 BB 69.11655 16.59819 1147.20982 NPX

Figura 29. Cromatograma de la reacciéon C10 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucion de 2.

Tratamientos del tiempo 60:
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DADT A, Siga270.4 Ret>380.100 {CUSERSE _ TATIONSDATADEGO Y25 2024 10-2Z3 09-27-20008-F2-A0-A-00 1)
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------- e B e L E S
5.114 BB 61.20029 23.16240 1417.54565 T™P
5.669 BB 226.95441  11.00749 2488.29109 CPX
16.0960 BB 64.60789 16.63360 1074.66176 NPX

Figura 30. Cromatograma de la reaccion A60 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- e B B e B P
5.181 BB 62.68326  23.16794 1452.24193 ™P
5.776 BB 233.48526 11.01084 2570.86825 CPX
16.069 BB 70.37914 16.58909 1167.52592 NPX

Figura 31. Cromatograma de la reaccién B60 con sus tiempos de retencién de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucion de 2.
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04 360, 100 (G IOSERS®_TATIONSDATADIEGD 1250 2024-10-23 03-21-250 14-P2.84-C-80 D)
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RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- e B e B i T

5.170 BB 62.74636  23.16817 1453.71822 T™P

5.743 BB 229.93671  11.00926 2531.43406 CPX

16.045 BB 68.58646  16.60211 1138.68011 NPX

Figura 32. Cromatograma de la reacciéon C60 con sus tiempos de retencion de cada farmaco y su

concentracion cuantificada con un factor de dilucién de 2.

14.7. Anexo 7.

Resultados de cromatograma y sus tiempos de retencién obtenidos por HPLC. Se

muestran los resultados obtenidos para la inyeccion de la mezcla de CAFs a 1000

BADT A Sg=370.4 Rat=360 100 (SRR NEDATAFARMACTHET000 3024 1637 11-38- 7700057 A4 Marca 0]
Nem F
1 @
104 o
759 l
- 3
. ' . ¥
b | s N —
< B 25
254
2 i ] 3 10 12 14 16 [ |
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [mAU*s] [ug/L]
------- e B P o
5.135 BB 45.50616 23.88168 1050.35853 TP
5.718 BB 86.70618 16.83831 939.74874 cPx
16.036 BB 60.19877 16.67335 1093.71527 NPX

Figura 33. Cromatograma de la inyeccién de la mezcla de CAFs a 1000 pg/L.
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14.8. Anexo 8.

Resultados del cromatograma obtenido por HPLC. Se muestran los resultados

obtenidos para la inyeccion del ECE sin adicion de CAFs.

mAU

DAD1 A, Sig=270,4 Ref=360.100 (Diego1250 2024-10-23 09-27-25002-P2-A2-Caldo.D)
$

116.660

4.370
801
6.350
6,660
8.716

- M8ese

Figura 34. Cromatograma de la inyeccion del ECE sin CAFs.

79

3]




ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00132
Matricula: 2223803603

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Tolerancia de Agrocybe af.
pediades a crecer en
presencia de compuestos
activos farmacéuticos.

En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
del dia 18 del mes de noviembre del afio 2025 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. HECTOR HUGO LEON SANTIESTEBAN

DRA. ALBA MONICA MONTIEL GONZALEZ

DR. OCTAVIO LOERA CORRAL
Bajo la +Presidencia del primero y con cardcter de

Secretario el "Gltimo, se ‘reunieron para proceder al Examen

DR.ROMAN LINARES ROMERQ

de Grado cuya denominacién  aparece al margen, para la
obtencién del grado de:
A MAESTRO EN CIENCIAS (ENERGIA'Y MEDIO AMBIENTE)
r DE: DIEGO JASON FLORES HUERTA
i y ‘de - acuerdo' con el  articulo . 78 .'fraccién II1. del
- Reglamento’ de Estudios Superiores de  la‘' Universidad
* Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
> pz_ésq JASON FLORES HUERTA
P N /e ALUMNO
Aprobar
Acto continuo, el presidente 'del jurado comunicd al
interesado el resultado de la evaluacién' y,” en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta. v
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBI PRESIDENTE
"
Pep.a\ \.\vmr'\ Qc-“ﬂ" ‘I‘o o~

DR.HECTOR HUGO LEON SANTIESTEBAN

VOCAL

DRA. ALBA MON!

MONTIEL GONZALEZ

SECRETARIO

DR.O




