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V:2500, V1:5000) los numeros romanos indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.

Figura 43Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de BSFA ug L-1 (1:100, 11: 250, 111:1000 IV: 1500,
V:2500, V1:5000) los numeros romanos indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.

Figura 44 Agrupamiento del porcentaje de inhibicidn a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de SMX pg L-1 (1:200, 250, 11:1000,1500, 111:2500,
5000)) los tratamientos con el mismo nimero romano indican que son estadisticamente
SHMIIAIES. ..ttt bbbt b e e st e s et e bbbt e et et e e e 83
Figura 45 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de PCT pg L-(1:100, 250, 1000, 11:1500, 111: 2500,
5000) los tratamientos con el mismo numero romano indican que son estadisticamente
] 0T T =T TSSO 84
Figura 46 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de TRP pg L-1 (1:100, 250, 1000, 1500, 2500,

11:5000) los tratamientos con el mismo numero indica que son estadisticamente similares.

Figura 47 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de DFC g L-1 (1:100, 250, I1: 1000,1500, 2500,
I11: 5000) los tratamientos con el mismo ndmero romano indican que son estadisticamente
] T T =TT USSR 86
Figura 48 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de IBP ug L-1 (1:100, 250, 11: 1000,1500, 2500, III:

5000) los tratamientos con el mismo nimero romano indican que son estadisticamente
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Figura 49 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de BETD pg L-1 (1:100, 250, 1000,1500, 2500,
5000) los tratamientos con el mismo nimero romano indican que son estadisticamente
STMIIAIES. 1.ttt ettt e bt e e st e s bt e bt e st e s be e be e st e eneenbeeneeeseeabeenbeaneenneas 88
Figura 50 Agrupamiento del porcentaje de inhibicidn a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de CBZ g L-1 (1:2100, 250, I1: 1000,1500, 2500,
I11: 5000) los tratamientos con el mismo nimero romano indican que son estadisticamente
SHMIIAIES. ..ttt bbb b et b e e b e s e s e e e be bbbt e ne e e 89
Figura 51 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en
presencia de diferentes concentraciones de OFX pg L-1 (1:100, 250, II: 1000,1500, 2500,
[11: 5000) los tratamientos con el mismo nimero romano indican que son estadisticamente
SHMIIAIES. ..ttt bbb b et b e e b e s e s e e e be bbbt e ne e e 90
Figura 52 Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii causada por la
presencia de diferentes concentraciones de los PhACs estudiados. EI mismo nimero romano

indica que la inhibicion es estadisticamente SIMilar...........cccccccooveiieie e 97
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Resumen

Actualmente existe la presencia de contaminantes emergentes en el medio ambiente, entre
estos contaminantes se encuentran los compuestos farmacéuticos activos (PhACs) presentes
en concentraciones de nanogramos por litro hasta microgramos por litro. La presencia de
PhACs puede deberse a procesos de contaminacion puntual o difusa y su transporte depende
de las propiedades de cada compuesto. Los PhACs pueden llegar a las aguas superficiales,

afectando a organismos acuaticos, a aguas subterraneas e inclusive al agua potable.

Dado el dafo ecoldgico que causan los farmacos es importante investigar alternativas para
su remocion y/o degradacion. La remocion de PhACs del medio ambiente por procesos
bioldgicos es una alternativa econdmica y amigable con la naturaleza; por ejemplo, el uso
de hongos filamentosos como A. rouxii. En este trabajo se evalud la capacidad de A. rouxii
para crecer en presencia de doce farmacos: carbamazepina (CBZ), paracetamol (PCT),
sulfametoxazol (SMX), trimetoprima (TRP), ibuprofeno (IBP), B-estradiol (BETD),
ciprofloxacino (CPX), ofloxacino (OFX), diclofenaco (DFC), naproxeno (NPX), triclosan
(TRC) y bisfenol A (BSFA) a concentraciones entre 100 a 5000 pg L. EI hongo se crecié
en placas de agar Lee en presencia de las diferentes concentraciones de PhACs y se midi6 el

crecimiento radial del micelio a diferentes tiempos.

La presencia de los PhACs a diferentes concentraciones modifico la morfologia del hongo y
el tiempo de esporulacion. Los valores de las velocidades maximas (Vmax) se obtuvieron
mediante regresion lineal de los datos de la fase exponencial del crecimiento radial de A.
rouxii. Con la ecuacion logistica se model6 el crecimiento exponencial y la fase estacionaria
de A. rouxii y se determiné la velocidad méaxima especifica de crecimiento (umax) y el
crecimiento maximo del hongo. El andlisis de regresion lineal aplicado a los datos cinéticos
de crecimiento indic6 que la Vmax de A. rouxii crecido en presencia de los PhACs no mostro
diferencia significativa, excepto para los tratamientos con DCF, CBZ y BETD. El analisis de
regresion no lineal aplicado a los datos cineticos de crecimiento indicé que no hubo
diferencia significativa (p-valor > 0.05) en los valores de umax calculados para los cultivos

control y en presencia de los PhACs; independientemente de la concentracion probada.
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El perfil de crecimiento de A. rouxii en los cultivos control present6 una curva de crecimiento
sigmoidal con buen ajuste al modelo logistico (R? >0.975). Los doce PhACs mostraron un
buen ajuste al modelo logistico para los cultivos con 100, 250, 1000 y 1500 pg L™, excepto
para los cultivos con 100 pg Lt de IBP, donde los datos no se ajustaron bien al modelo dada
la alta variacion experimental. El crecimiento radial de A. rouxii present6 un buen ajuste al
modelo logistico en presencia de 2500 pg L™, excepto en los cultivos con CBZ 'y PCT donde
se observd que el crecimiento radial del hongo no se ajusté bien al modelo logistico (R?
<0.975). El perfil del crecimiento de A. rouxii en presencia de 5000 pg L™ de BSFA, CPFX,
IBP, PCT, OFX y TRC presentd un buen ajuste al modelo logistico. Sin embargo, en
presencia de 5000 pg L de BETD, TRP, SMX, NPX y DFC los datos de crecimiento radial
se ajustaron mal al modelo logistico (R? <0.975). A. rouxii no crecio en presencia de 5000
ug Lt de CBZ.

El perfil del crecimiento radial de A. rouxii mostré una fase lag en todos los cultivos. En el
cultivo control tuvo una duracion de 3 h, mientras que los cultivos con presencia de PhACs,
la fase lag presentd una duracién de 6 a 14 h, dependiendo del PhAC y la concentracién del
farmaco. A. rouxii alcanzo su crecimiento maximo. 45 mm. a las 44 h de cultivo, y éste no
se vio afectado por la presencia de PhACs en ninguna concentracién probada; excepto en los
cultivos con 5000 pg L de CBZ.

La inhibicidn del crecimiento radial causada por la presencia de los PhACs se calcul6 con
los datos de la fase exponencial a las 24 de h. Se utiliz6 un disefio completamente al azar de
un solo factor con pruebas Post Hoc de HDS de Tukey y Games-Howell para demostrar el
efecto de la concentracion de los PhACs sobre la inhibicion del crecimiento radial de A.

rouxii.

El hongo mostré sensibilidad por la presencia de DFC, TRC y NPX. En estos cultivos se
observo una relacién lineal entre la concentracion y la inhibicion de crecimiento radial; a
mayor concentracion de DFC, TRC y NPX, mayor porcentaje de inhibicion se observo. En
contraste, las diferentes concentraciones de IBP, TRP y BETD no causaron un efecto en la
inhibicién del crecimiento radial, no hubo diferencia significativa en el porcentaje de
inhibicidn con todas las concentraciones probadas. Para los cultivos con CPFX, BSFA, OFX,

SMX'y PCT no se observé una relacion entre la concentracion del farmaco y la inhibicion;
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es decir, no en todas las concentraciones probadas de fa&rmacos se observaron diferencias
significativas en los porcentajes de inhibicion. A rouxii mostré una alta sensibilidad a
5000ug L de CBZ, ya que, a dicha concentracion, el crecimiento radial de A. rouxii se

inhibié completamente.

Abstract

Emergent pollutants are present in the environment, between these are the pharmaceutical
active compounds (PhACSs) found at concentrations of nanograms to milligrams per liter.
The presence of PhACs may be due to point or diffuse contamination and their transport
depends on the properties of each compound. The occurrence of PhACs is into the superficial

water, affecting aquatic organisms, the ground water and drinking water.

Due to the ecologic damage caused by the pharmaceuticals, it is important propose removal
and degradation processes. Biological process to remove PhACs is an economic and
environment friendly alternative, by example the use of filamentous fungi. In this work it
was evaluated the capacity of Amylomyces rouxii to grow in presence of twelve
pharmaceuticals at concentrations between 100 to 5000 pg L. The PhCAS were
carbamazepine (CBZ), paracetamol (PCT), sulfamethoxazole (SMX), trimethoprim (TRP),
ibuprofen (IBP), B-estradiol (BETD), ciprofloxacin (CPX), ofloxacin (OFX), diclofenac
(DFC), naproxen (NPX), triclosan (TRC) and bisphenol A (BSFA). The fungus was grown
on Lee-agar medium containing the different concentrations of PhACs. The plates were
incubated at 30°C for 48 h. Fungal radial growth were measured at different times.

The presence of PhACs in medium culture modified the morphology and sporulation time
of fungus. The values of the maximum velocities (Vmax) were obtained by linear regression
of the data of the exponential phase of the radial growth of A. rouxii. The data of A. rouxii
radial growth were modeled with the logistic equation and were obtained the exponential
and stationary phases, the specific growth maximal rate (umax) and de maximal growth. The
linear regression analysis applied to the growth Kkinetic data indicated that the Vmax of A.
rouxii cultivated in the presence of the PhACs did not show a significant difference, except

for the treatments with DCF, CBZ and BETD. Nonlinear regression analysis applied to
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growth kinetic data indicated that pmax values calculated did not presented significant
difference (p- value > 0.05) between the control culture and the cultures with PhACs,

independently of their assayed concentrations.

The profile growth of A. rouxii in control cultures presented a sigmoidal curve and data fitted
good at logistic model (R? >0.975). The data of radial growth from the cultures with the
twelve PhACs at 100, 250, 1000 and 1500 pg L™ fitted good at logistic model, except the
culture with IBP because the experimental variation of data was too high. In cultures with
2500 pg L of PhACs the A. rouxii radial growth fitted good to the logistic model except the
growth in presence of CBZ and PCT where growth was not fitted (R? <0.975). The profile
growth of A. rouxii with 5000 pg L of BSFA, CPFX, IBP, PCT, OFX and TRC presented
a sigmoidal growth curve and data fitted good with logistic equation. In contrast, in presence
of 5000 pg L of BETD, TRP, SMX, NPX and DFC the data of radial growth did not fit at
logistic model (R? <0.975). Finally, in cultures with 5000 pg CBZ L A. rouxii did not grow.

A. rouxii presented a lag phase in all cultures. In the control the lag phase was 3 h, while in
cultures with PhACs lag phase was between 6 to 14 h according to the type and concentration
of the compound. The maximal growth was achieved at 44 h, CRmax= 45 mm in cultures
with or without PhACs, except with 5000 ug L™ of CBZ.

The presence of PhACs affected the radial growth of A. rouxii at the exponential phase, 24h,
the inhibition was calculated with the data of exponential phase at this time. A one-factor
completely randomized design was used with Tukey and Games-Howell HDS Post Hoc test
to show the inhibitory effect of A. rouxii growth due to the PhACs concentration. Fungus
was sensible to DFC, TRC and NPX, there was observed a linear relation between
concentration and inhibition of radial growth. At higher DFC, TRC and NPX concentration,
the inhibition was greater. In contrast, there was not found significant difference in the radial
growth inhibition at the different essayed concentrations of IBP, TRP y BETD. In the cultures
with CPFX, BSFA, OFX, SMX and PCT there was not observed a relation between the
pharmaceutical concentration and the radial growth inhibition. Only with some
concentrations was observed significant difference in the percent of inhibition. The higher
sensibility of A. rouxii was to the presence of CBZ, at 5000 ug L the growth of fungus was
completely inhibited.
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Capitulo 1

1. Introduccién

1.1.Presencia de contaminantes emergentes en el ambiente

Desde la década de 1980 se ha observado la presencia creciente de contaminantes emergentes
en el medio ambiente (Daughton, 2003). En la actualidad mé&s de 700 contaminantes
emergentes, sus metabolitos y productos de transformacion se encuentran presentes en el medio
acuatico (Geissen et al., 2015). Los contaminantes emergentes son aquellos productos
sintéticos o naturales que se encuentran en el medio ambiente y que poseen el potencial de
causar efectos ecoldgicos adversos como toxicidad a diversos organismos y toxicidad
sospechosa para la salud humana. Generalmente se encuentran en concentraciones del orden
de nanogramos a microgramos por litro. Los contaminantes emergentes se clasifican en:
productos farmacéuticos, productos del cuidado personal, plaguicidas, subproductos de
desinfeccion por mencionar algunos. Estos contaminantes pueden ser liberados de fuentes
puntuales de contaminacion como las PTAR de areas urbanas o industriales o de fuentes difusas
a través de la deposicion atmosférica o de cultivos y produccion animal (Joss et al., 2006;
Verlicchi et al., 2012).

Existen diferentes tipos de contaminantes emergentes con propiedades fisicoquimicas muy
variadas: sustancias organicas que pueden subdividirse en sustancias bioacumulables y toxicas
persistentes; y sustancias mas polares como los plaguicidas, productos farmacéuticos y

productos quimicos industriales.

Actualmente se ha observado un incremento de compuestos farmacéuticos activos (PhACs) en
el medio ambiente (Firhacker, 2008; Ternes et al., 2007). Debido a las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de los PhACs existe la preocupacion sobre el potencial de su
impacto ambiental; ya que los principales problemas asociados con su origen y aparicién se
presentan en las aguas superficiales, subsuperficiales y agua potable (Daughton, 2003); ademas
de que los compuestos activos son moléculas estables y poco degradables. A pesar de que ya
se han detectado una gran variedad de estos compuestos quimicos a veces altamente bioactivos

en el medio ambiente, poco se sabe sobre las consecuencias para la salud ecoldgicao humana
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(Daughton, 2003; Hata et al., 2010; Ji et al., 2016).

La presencia de los PhACs en agua residual urbana, industrial, o agricola, se debe a las
propiedades de cada compuesto, la volatilidad, la polaridad, las propiedades de adsorcion, la
persistencia y las propiedades de los compartimentos interactivos (Geissen et al., 2015).
Existen diversas fuentes que contribuyen a la introduccion de los PhACs en el medio ambiente,
las principales son las rutas de excrecion urinarias y fecales de los humanos y losanimales,
ademas del lavado y eliminacién intencional de los compuestos (Daughton, 2003;Daughton &
Ruhoy, 2009). Estas fuentes muy probablemente alimentan a los sistemas de desechos
municipales y la escorrentia de tormentas como las alcantarillas sanitarias ocombinadas
y en menor grado se descargan directamente a las aguas superficiales a través detuberias rectas
(Daughton, 2003). Se ha observado que durante el tratamiento de las aguas residuales los
PhACs no se remueven o se eliminan parcialmente, por lo que se introducen en las aguas
superficiales con los efluentes y se encuentran presentes en las aguas receptoras a
concentraciones de nanogramos a microgramos por litro (Joss et al., 2006; Naghdi et al., 2018)
Los PhACs quedan presentes en los efluentes de las PTAR y son descargados directamente a
diversas fuentes de agua donde su destino ambiental es preocupante debido a que los
compuestos pueden sufrir una biodegradacion y transformacién significativa en las aguas
superficiales y subterrdneas (Geissen et al., 2015).Estos contaminantes llegan al agua
superficial (afectando la vida de organismos acuéticos), al agua subterranea o inclusive al agua
potable (Cunningham et al., 2009; Joss et al., 2006). Se han reportado efectos endocrinos de
los estrogenos, a concentraciones del orden de nanogramos por litro, en organismos acuéaticos
que viven en aguas superficiales. Debido a la cantidad y la diversidadde los PhACs existe la
preocupacion de que reduzcan la calidad del medio ambiente acuaticoy del agua potable (Joss
et al., 2006). Asi mismo es preocupante que la presencia de varios PhACs presentes en la biota
fluvial se encuentren a niveles altos, lo que evidencia un riesgode gue sus concentraciones
ambientales puedan ser mas altas que sus concentraciones previstas sin efectos, especialmente
en rios con efluentes dominantes cuya dilucién en los procesos de auto purificacion son
insuficientes para atenuar el riesgo de la vida acuéatica (Daughton, 2003; Daughton & Ruhoy,
2009)

Algunos de los PhACs que se encuentra con mayor frecuencia en las aguas superficiales y

subterraneas impactadas por efluentes de aguas residuales son la carbamazepina (CBZ),
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diclofenaco (DFC), ibuprofeno (IBP), los antibioticos, estos farmacos viajan a través del
efluente tratado y llega a las diversas fuentes de agua. (Naghdi et al., 2018).

1.2. Toxicidad de los compuestos farmacéuticos

Actualmente ha surgido la preocupacion sobre la entrada continua de productos
farmacéuticos humanos y/o animales en el medio ambiente acuatico. Desde afios atras los
PhACs han sido detectados en aguas superficiales a concentraciones que van desde
nanogramos por litro hasta miligramos por litro a través de métodos de medicién mas sensibles

como las tecnologias de espectrometria de masas (Marco-Urrea et al., 2009).

Cuando los PhACs ingresan al medio ambiente, estos pueden afectar tejidos, 6rganos, célulaso
biomoléculas diana. En los Gltimos afios el diclofenaco (DFC) ha aumentado su frecuenciaen
las fuentes de agua potable y sus efectos nocivos en diferentes organismos. Cleuvers (2004),
realizd estudios de ecotoxicidad en algas y Daphnia revelando que la presencia de DFC en las
aguas es potencialmente dafiino para los organismos acuéaticos. Asimismo, observd que a
concentraciones de campo o ambientales los efectos adversos son menores y que una mezcla
de PhACs puede ser considerablemente toxica incluso a concentraciones menores. En Daphnia
magna sp, la presencia de DFC a la concentracion de 68.0 mgL™? indujouna alta tasa de
mortalidad; la exposicién de este compuesto durante 48 h produjo una mayormortalidad y se
informd que los valores de CE50 de 22.4 mgL™2- 39.9 mgL™. Ceriodaphnia dubia sp mostrd
una mortalidad y los valores de CE50 fue de 22.7 mgL ™.

Letzel et al., (2009) encontraron que a concentraciones ambientalmente de 2200 ngL™ el DFC
puede causar efectos adversos crénicos en las poblaciones de peces, en la especie Oryzais
laptipes se afectd negativamente el crecimiento en la fase de huevo y resultd en unareduccién
significativa de la incubabilidad y retraso en la eclosion.

Kim et al., (2009) observaron que Thamnocephalus platyrus presenté toxicidad para triclosan
(TRC) a concentraciones entre 0.47- 94.23 mgL™. Sin embargo, no se observaron efectos
toxicos agudos por CBZ atenolol, disopiramida, famotidina, fluconazol, eritromicina y
levofloxacino a las concentraciones probadas en dicho estudio (>100 mgL™). Las especies
acudticas, T. platirus y Oryzias latines exhibieron respuestas toxicas similares para TRC y propanolol
con valores de concentracion letal (LCso) de 0.47 y 10.3 mgL* para T. platirus yde 0.60 y 11.4 mgL™!

para O. latines. Kim et al., (2007) encontraron que la CBZ fue mas tdxica en O. latipe que en D. magna
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esto puede deberse a que la CBZ actla en el sistema nervioso al disminuir la actividad neuronal

general.

Contardo-Jara et al., (2011) evaluaron el potencial de bioacumulacién y los cambios
moleculares en Dreissena polymorpha provocados por CBZ, ibuprofeno (IBP) ybenzafibrato.
Observaron que los cambios producidos por los farmacos en el ARNm de las enzimas y otras
proteinas implicadas en la prevencion del dafio proteico, estrés oxidativo, biotransformacion,
eliminacién y modificacion postraduccional sirvieron como biomarcadores moleculares. Asi
mismo se observo que al exponer a D. polymorpha en un sistema de flujo continuo a
concentraciones crecientes de 1,10,100,1000 nM y al medir la concentracion de CBZ e IBP
en tejido después de 1, 4 y 7 dias se demostro la absorcién de CBZ e IBP por el organismo
mientras que para benzofibriato no se pudieron obtener datos de acumulacion. Ademas, se
demostro que la CBZ fue la Gnica sustancia que caus6 un aumento significativo en el nivel de
ARNmM (hsp70) en las branquias del organismo despuésde un solo dia de exposicion lo que
evidencia el potencial de la CBZ para provocar de inmediato una condicién de estrés y dafios

a las proteinas de las branquias.

Se ha demostrado que CBZ presenta efectos toxicos fisiolégicos y morfoldgicos en
organismos acuaticos a concentraciones de nanogramos por litro; existe una fuerte
modulacion de las actividades de la enzima de biotransformacion y la peroxidacion lipidica
en tres organismos, Pseudokirchneriella subcapitata, Thamnocephalus platyurus y Hydra
attenuata, despues de la exposicion directa o la ingestion de alimentos contaminados con CBZ
lo que indica una sensibilidad a la toxicidad de este compuesto (Vernouillet et al., 2010)Jos et
al., (2003) evaluaron diferentes alteraciones morfoldgicas ante la presencia de CBZ en una
variedad de organismos (plantas, bacterias, un crustaceo y cultivos de células de pecesen
diferentes periodos de exposicion). Se observo que la proliferacion del alga Chlorella vulgaris
en placas de microtitulacion se inhibié de forma dependiente a la concentracién de CBZ. Se
reporté que a concentraciones (>100 uM de CBZ) se observaron efectos en el crecimiento de
laraiz y la inhibicion del indice mitotico en células meristematicas de Alliumcepa. La bacteria
Vibrio fischeri present6 inhibicion de la bioluminiscencia a partir de los 5 min y hasta los 60
min. En Daphnia magna se observé una sensibilidad intermedia a las 48 h de exposicion.
Ademas, se observo que la proliferacion celular se inhibio con valores ECsode entre 34 y 76

UM de CBZ.
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Quinn et al., (2008), evaluaron la toxicidad aguda y crénica de IBP, naproxeno (NPX),
gemfibrozil, benzofibrato, CBZ, sulfametoxazol (SMX), sulfapiridina, oxiteratraciclina,
novobiocina, trimetoprima (TRP) y cafeina en Hydra attenuata. Los compuestos se probaron
individualmente y todos mostraron valores de LCso relativamente altos, a excepcion de
gemfibrozil, IBP y NPX que presentaron los valores mas bajos (22.36 mgL™)

En cuanto a los posibles efectos en la salud humana ante una exposicion a largo plazo a
diferentes productos farmacéuticos se encuentran la disrupcion endocrina, reacciones
alérgicas y efectos reproductivos y/o desarrollo. Ademas del problema de induccion de
resistencia a antibioticos de patdégenos humanos debido a la constante presencia de
antibidticos en el ambiente (Snyder, 2008).

Por esta razon es importante estudiar la remocion de los PhACs del medio ambiente,
principalmente del agua. Estos compuestos se estdn acumulando y podrian llegar a
concentraciones que representen un dafio al organismo humano, sin dejar de observar que, a
mayor concentracion, el efecto de toxicidad es mayor en los organismos acuaticos.

La remocién puede ser por procesos fisicos-quimicos como los procesos avanzados de
oxidacion, ozonizacion, degradacion fotolitica inducida, etc., y bioldgicos, a través del uso de
organismos Vvivos y/o sus compuestos. Los procesos bioldgicos son los mas econdémicosy
amigables con el ambiente, ya que se utilizan sustratos de desechos naturales (agroindustriales
y microbianos) y no genera desechos toxicos como epoxidos, hidroxidos 6acidos fuertes.

La remocién por procesos bioldgicos implica la biodegradacion y la biosorcion de los
compuestos a remover. El uso de los hongos filamentosos con este fin ha sido estudiado y

pueden ser una alternativa para la remocion de los PhACs del medio ambiente.

1.3.Remocion de PhACs por hongos filamentosos

Diversos estudios han promovido los tratamientos biolégicos, como el uso de hongos, para la
remocion de PhACs. La eficacia para la remocion de dichos compuestos depende de las
especies de hongos, sus sistemas enzimaticos especificos, la estructura molecular de los
compuestos diana, la composicion del medio de cultivo y las caracteristicas de los PhACs
(Naghdi et al., 2018; Rodarte-Morales et al., 2011; Tran et al., 2010).

Li et al., (2016) evaluaron como mejorar la remocion de CBZ mediante Phanerochaete

chrysosporium inmovilizado en un reactor. Observaron que CBZ se removio casi porcompleto
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en condiciones optimizadas del influente con 10 g L™ de glucosa en el reactor fungico. La
adsorcion representd alrededor de 7.7% de la remocion total y la biodegradacionse considerd
como el principal mecanismo de eliminacion de CBZ.

Li et al., (2015) evaluaron la capacidad P. chrysosporium inmovilizado con para una
eliminacién mejorada de NPX y CBZ de aguas residuales, en un biorreactor de filtracion a
contracorriente. NPX presentd una eliminacion a un nivel indetectable, mientras que CBZ
mostré una eficiencia de eliminacién de aproximadamente el 80%. EIl gran porcentaje de
eliminacion se atribuyo a la aplicacion de la filtracion contra corriente y a una alta eficienciaen
la transferencia de oxigeno y nutrientes dentro del biorreactor.

Vasiliadou et al., (2016) estudiaron la capacidad de dos cepas de hongos de podredumbre

T. versicolor y Ganderma lucidum de manera individual y combinadas para eliminar trece
PhACs. Observaron que cinco farmacos se eliminaron completamente (DFC, IBP, ranitidina,
gemfibrozil y progesterona) con las cepas individuales y combinadas. Ademas, los compuestos
menos biodegradables (acetaminofeno, antipirina, acido clofibrico, atenolol, cafeina, CBZ,
hidroclotiazida, SMX y sulpirida) mostraron un aumento significativo de remocion (41%)
mediante el uso simultaneo de ambas cepas.

Dalecka et al., (2020) evaluaron la eficiencia de remocion de PhACs mediante el uso de hongos
como Aspergillus luchuensis. Observaron que A. luchuensis puede eliminar completamente al
DFC de un medio sintético, ademas las pruebas de biosorcion indicaron que el hongo utiliza el

mecanismo de biosorcion como estrategia para eliminar al DFC.

1.3.1  Biomasa fungica como biosorbente de PhACs

Los hongos son un grupo grande y diverso de microorganismos eucariotas, tres grupos de
hongos presentan una importancia practica importante en procesos de remocion de toxicos: los
mohos, las levaduras y los hongos. Algunos hongos son patégenos, otros son ubicuos en
ambientes naturales y también algunos son importantes en procesos industriales. Tienen una
funciéon importante en la naturaleza como descomponedores de materia organica, y como
simbiontes de animales y plantas (Gadd, 1994).

Los microorganismos vivos 0 no vivos y desechos agroindustriales (biosorbentes) han sido
utilizados como adsorbentes para la eliminacion y recuperacion de sustancias presentes en
soluciones acuosas (Park et al., 2010)

Se ha definido a la biosorcion como la eliminacion de especies metales o metaloides, y otros
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compuestos de la solucion mediante material bioldgico. El proceso de biosorcion es
conveniente por los bajos costos de operacion ya que generalmente los biosorbentes tienen
poCo 0 ninguln costo. Los biosorbentes son sorbentes renovables de origen bacteriano, fungico,
vegetal o animal los cuales se clasifican en sorbentes de bajo y alto costo.

En el campo de la biosorcion se han empleado los hongos y levaduras ya que son faciles de
cultivar, producen altos rendimientos de biomasa y pueden manipularse genética y
morfolégicamente. La biomasa puede obtenerse de forma econdémica y facil, también como un
subproducto de los procesos de fermentacion industrial establecidos. Por lo tanto, la biomasa
fangica es de interés como una fuente de materia prima la cual sirve como base paraformular
biosorbentes adecuados (Sag, 2001).

El uso de biomasa como adsorbente para el control de contaminantes organicos y metales
pesados puede generar ingresos para las industrias que actualmente desperdician la biomasay
al mismo tiempo aliviar la carga de los costos de eliminacion asociados con la biomasa residual
producida. Ademas, la biomasa fungica residual es susceptible de manipulaciones genéticas y
morfoldgicas que pueden dar como resultado una alta capacidad de sorber compuestos
especificos (Wang & Chen, 2009).

De acuerdo con los mecanismos de biosorcion se pueden clasificar por el metabolismo celulary
por la localizacion de sorbato en la biomasa. La clasificacion en funcién del estado metabolico
celular se clasifica en dependiente del metabolismo y como no dependiente del metabolismo.
Con base en la localizacion del sorbato se clasifica en acumulacion extracelular, acumulacion
intracelular y sorcién en la superficie celular (Veglio & Beolchini,1997).

Existen trabajos que reportan la biosorcion de metales pesados utilizando biomasa flngica (Bai
& Abraham, 2002; Calderdn et al., 2019; Dhankhar & Hooda, 2011; Kapoor &Viraraghavan,

1995). Los estudios de biosorcion de PhACs utilizando biomasas fangicas sonpocos.

Algunos autores reportan la sorcién de PhACs por lodos activados, por ejemplo, Swarcewiczet
al., (2013) reportaron que la CBZ se puede biosorber por el suelo y lodos activados, a travées
de una serie de experimentos de adsorcion y desorcion en suelos irrigados. La fuerza de sorcion
estaba relacionada con el contenido organico de la fase sélida. Los resultados mostraron que la
CBZ es un compuesto xenobidtico muy persistente. Huang et al., (2019) evaluaron el
comportamiento de sorcion y desorcion de cuatro PhACs, SMX, CBZ, bisfenolA (BSFA) y 17
a-etinilestradiol, por lodos activados. Se observo que el proceso de sorcion fue espontaneo y
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exotérmico. La mayor cantidad de sorcion fue para 17 a-etinilestradiol, se elimin6 el 60.9% en
fase liquida, seguido de BSFA y SMX que presentaron una eliminacionde 49.4% y 35.8%
respectivamente, mientras que CBZ solo se adsorbio en un 19.5%. La sorcion de CBZ, 17 a-
etinilestradiol y SMX fue principalmente por un proceso fisico dominado por la funcion de
particion.

Lucas et al., (2018) evaluaron la contribucion de los procesos de sorcion en la eliminacionde
PhACs durante el tratamiento fungico de las aguas residuales. Estudiaron la sorcion de CBZ,
diclofenaco, iopromida y venlafaxina por seis hongos diferentes, T. versicolor, Irpex lacteus y
Ganoderma lucidumStropharia rugosoannulata, Gymnopilus luteofolius y Agrocybe erebia.
Se observo que la contribucion de la sorcion a la eliminacion total de contaminantes varié entre
3% y 13 % en relacion con la cantidad inicial. Melgoza et al., (2020) reportaron el uso de la
biomasa activa e inactiva de Rhizopus oryzae para remover NPX. Demostraron que la biomasa
inactiva seca sorbi6 1027 pg NPX por gramo de biomasaseca a pH 4.7.

Al utilizar la biomasa como biosorbente se esta reutilizando un desecho de la industria
biotecnoldgica. La biomasa que contiene los contaminantes es de mas facil manejo, por
ejemplo:

Los contaminantes presentes en las aguas residuales que son sorbidos por la biomasa quedan
concentrados en ésta y pueden manejarse o trasladarse facilmente.

Los compuestos toxicos pueden ser de-sorbidos de la biomasa y recuperados en un volumen

menaor.

1.3.2  Degradacion de PhACs por hongos

Los hongos también se han empleado para degradar una amplia gama de xenobidticos y
contaminantes recalcitrantes debido a la diversidad de su sistema enzimatico producido
(Rodarte-Morales et al., 2011; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010). Las enzimas ligninoliticas
producidas por esta clase de hongos, lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP)
lacasa (Lac) y peroxidasa versatil (VP) son altamente inespecificas y algunas son
extracelulares, por lo que son capaces de actuar sobre diversos sustratos como la lignina
(Eibes et al., 2005; Feijoo et al., 2008; Lopez et al., 2004; Marco-Urrea et al., 2009; Rodarte-
Morales et al., 2011). Todas estas enzimas de origen fangico generalmente presentan baja
especificidad por el sustrato por lo que son capaces de degradar una amplia variedad de

compuestos xenobioticos, como hidrocarburos policiclicos aromaticos, bifenilospoliclorados,
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y clorofenoles entre otros (Cabana et al., 2007; Zhang & Geiben, 2010) Marco- Urrea et al.,
(2009) evaluaron la capacidad de cuatro hongos de podredumbre blanca, Trametes versicolor,
Irpex lacteus, Ganoderma lucidum y Phanerochaete chrysosporium,para degradar CBZ,
ibuprofeno y &cido clofibrico. En este estudio se observé que despues de7 dias de incubacién
las cuatro cepas de los hongos degradaron ibuprofeno, mientras queCBZy el &cido clofibrico
presentaron recalcitrancia. Se observo que T. versicolor fue la Unicacepa que logré una
degradacion del 58% de CBZ y el acido clofibrico.

Rodarte- Morales et al., (2011) evaluaron la capacidad potencial de tres cepas de hongos de
podredumbre blanca: un anamorfo de Bjerkandera sp, Bjerkandera adusta y P.chrysosporium
para degradar una amplia gama de compuestos farmacéuticos (citalopram, fluoxetina, SMX,
DFC, ibuprofeno (IBP), NPX, CBZ, diazepam) y fragancias (celestolida, galaxolida y
tanalida). Los autores reportaron 100% de degradacion de citalopram, SMX, DFC, IBP, NPX
y CBZ después de 14 dias de incubacion con las tres cepas de hongos. Paradiazepam y
fluoxetina se observo una degradacion del 23- 57%.

Santosa et al., (2012) evaluaron la capacidad de Pleurotus sp. , Pleurotus ostreatus BS y un
basidiomiceto no identificado para degradar CBZ y 17 o- etinilestradiol. Los resultados
mostraron que 17 a- etinilestradiol se elimind por completo con las tres cepas evaluadas tantoen
condiciones catabolicas como co-metabdlicas. Reportaron actividades enzimaticas de Lac,LiP y
MnP en cultivos de Pleurotus sp. P1 en presencia de 17 a- etinilestradiol. CBZ solo fue
removido por la cepa de basidiomiceto en condiciones co-metabélicas y en este caso se
produjo una reduccién maxima del 47 % después de 28 dias de incubacion. También reportaron
actividad enzimatica significativa de Lac, LiP y MnP en cultivos con esta cepa durante la
degradacion co-metabdlica de CBZ.

Li etal., (2016) reportaron la capacidad de Phanerochaete chrysosporium inmovilizado enun
reactor de suspension giratoria en condiciones no estériles para remover CBZ(1000 ng CBZ L
1). Se observo que el reactor funciond continuamente durante 160 dias en condicionesno
estériles; después de un mes de adaptacion fungica la eficiencia de eliminacion de CBZ alcanzo
mas del 90%. Los autores reportaron ademas que la adsorcion representé alrededor del 7.7%
de la eliminacién total, se considerd que la degradacion fue el mecanismo principalpara la
eliminacion de CBZ en el reactor.

Jelic et al., (2012) evaluaron la degradacion aerdbica de la CBZ por el hongo de podredumbre
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blanca T. versicolor en matraz Erlenmeyer como en biorreactor. Los autores observaron que
en matraz Erlenmeyer con aproximadamente 9 mg de CBZ L se elimind alrededor del 94%
después de 6 dias, asi mismo se observo que a concentraciones cercanas de 50 pug L™ solo el
61 % del compuesto se degradd en 7 dias. Se identificaron como metabolitos de degradacion
la acridona, acridina 10,11-dihydro-10,11-dihydroxy- CBZ y 10,11-epoxy- CBZ. El estudio de
ladegradacion de CBZ en el biorreactor fluidizado pulsadopor aire en modo discontinuo mostro
que alrededor del 96% de CBZ se elimind después de 2 dias y reportaron la presencia 10,11-
dihydro-10,11-epoxycarbamazepina como metabolitounico. En el biorreactor operado en modo
continuo con un tiempo de retencidn hidraulica de3 dias se obtuvo 54% de remocién de CBZ
inicial d (200 ng CBZ L1) en 25 dias, no se detecto la presencia de metabolitos producidos por

la degradacion en el caldo de cultivo.

Son pocos los estudios de remocion de PhACs publicados y casi todos ellos utilizan a los
hongos de pudricién. Por esta razén es importante proponer hongos diferentes a los
basidiomicetos, como los ascomicetos o zigomicetos que tienen caracteristicas diferentes,
como crecimiento mas rapido, son de crecimiento mas invasor y presentan diferentessistemas
enzimaticos, para degradar y/o sorber PhACSs. Para una posible utilizacién de estoshongos es
importante conocer su capacidad para crecer en presencia de PhACs. Hay muchosestudios que
han reportado los mecanismos utilizados por los hongos para remover (sorciony/o degradacion)
compuestos toxicos. Con apoyo de la bioquimica y de las ciencias se ha logrado identificar
complejos enzimaticos involucrados en la degradacion de compuestos toxicos, asi como
también conocer algunos de los mecanismos empleados por los hongos enlos procesos de
remocion. Sin embargo, en cuanto a la remocion de farmacos hay menos estudios. Los hongos
con potencial para remover los f&rmacos deben de cumplir ciertas caracteristicas, una de las
primeras es ser capaces de crecer en presencia de estos compuestos.La tolerancia se define como
la capacidad que presenta un organismo para sobrevivir en presencia de toxicos mediante la
activacién de mecanismos directos e indirectos que puedenser inmediatos o progresivos como
respuesta a la exposicion de compuestos toxicos (Zafar et al., 2007). Algunas de las ventajas
de usar hongos para los procesos de biorremediacion incluyen la tolerancia a altas
concentraciones de metales potencialmente toxicos y la capacidad de lixiviar metales en
ambiente de pH bajo o alto. (Sayer et al., 1995). Algunos autores han evaluado el crecimiento

radial y el peso seco de la biomasa de algunos hongos para determinar la tolerancia que

31



Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

presentan dichas especies ante la presencia de metales (Fominaet al., 2005). Por lo cual en este
estudio se mediré el crecimiento radial de A. rouxiipara determinar cual es su tolerancia ante la

presencia de diferentes PhACs.

1.4.Patrones de crecimiento fungico

El crecimiento de los hongos filamentosos, a pesar de ser pluricelulares, presentan el mismo
perfil de crecimiento que los organismos unicelulares. Una curva de crecimiento microbiano

tipica presenta las siguientes fases:
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Lag Exponeniial Stationary Decline
| M4 |
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10k u
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-~ {Viable Cell) Counts
E Optical
8| Density. ]
g 10 I al{o
= o>
= s
3
10 oo
o
=
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Time (h)
Figura 1 Fases de crecimiento de una curva tipica (tomado de (Shuler & Kargi, 2002))

e Fase lag es un periodo de adaptacion de las células a un nuevo
entorno. El microorganismo reorganiza sus constituyentes
moleculares cuando se transfieren a un nuevo medio, durante esta fase
la masa celular puede presentar un aumento, sin un aumento en la
densidad del numero de células. Se considera que la baja
concentracion de algunos nutrientes y factores de crecimiento pueden

provocar una fase lag prolongada.
Pueden observarse multiples fases lag cuando el medio contiene mas

de una fuente de carbono; este fendmeno se conoce como crecimiento
diauxico el cual es causado por un cambio en las vias metabdlicas en
medio de un ciclo de crecimiento. Despuésde que se agota una fuente
de carbono, las células adaptan sus actividades metabdlicas para

utilizar la segunda fuente de carbono; la primera fuente de carbono es
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mas facilde utilizar que la segunda y la presencia de una fuente de
carbono mas facilmente disponible reprime las sintesis de enzimas

necesarias para el metabolismo del segundo sustrato.

Fase de crecimiento exponencial, después del periodo de adaptacion
las células pueden multiplicarse rapidamente y la masa celular y la
densidad del nimero de células aumentan exponencialmente a través
del tiempo. Este periodo de crecimientoes equilibrado y todos los
componentes de una célula crecen al mismo tiempo. Cuando la
concentracion de nutrientes esta en exceso (no hay deficiencia) en esta
fasela tasa de crecimiento es independiente de la concentracion de

nutrientes.

Fase de desaceleracién muestra que el crecimiento se desacelera
debido al agotamiento de uno o mas nutrientes esenciales o por la
acumulacién de subproductostoxicos del crecimiento. Las tensiones
inducidas por el agotamiento de nutrientes o la acumulaciéon de
desechos provocan una reestructuracion de la célula para aumentarlas
perspectivas de supervivencia celular en un entorno hostil; estos
cambios de reestructuracion observables son el resultado de los

mecanismos moleculares de represién e induccion.

Fase estacionaria comienza cuando la tasa de crecimiento neto es cero o
cuando la tasa de crecimiento es igual a la tasa de muerte. Aunque la tasa
de crecimiento neto es cero durante esta fase las células siguen siendo
metabodlicamente activas y producen metabolitos secundarios, los
metabolitos primarios son productos relacionados con el crecimiento y los
metabolitos secundarios no estan relacionadoscon este; se considera que la

produccion de ciertos metabolitos aumenta durante la fase.

Fase de muerte comienza al final de la fase estacionaria. Se presenta
lisis celular debido al agotamiento de nutrientes o a la acumulacién
de productos téxicos (Shuler& Kargi, 2002).
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1.5.Patrones de crecimiento fungico

El modelamiento de los cultivos fungicos se ha empleado a través de diversos enfoques, dichos
enfoques dependen de si toman la biomasa como objetivo o describen la biomasa hifal de manera
individual, o si es para un cultivo sumergido o superficial; por lo que se considerageneralmente
que los modelos cinéticos se basan en parametros de concentracion en el medio. Con base en lo
anterior se pueden identificar dos tipos principales de modelos cinéticos de crecimiento para

microorganismos:

e Estructurado: estos modelos toman en cuenta los aspectos basicos de la célula y su

especie quimica, agrupando los demas componentes en grupos generalizados.

e No estructurado: estos modelos describen el desarrollo del proceso, tomando en
consideracion que los microorganismos y/o células poseen una composicion fija. Dichos
modelos desestiman los cambios en el medio de cultivo producto de la concentracién de
la biomasa.

Algunos de los modelos cinéticos no estructurados del crecimiento usan la ecuacion de Malthus

y la ecuacion logistica.

1.5.1. Regresion lineal

La fase del crecimiento exponencial puede ser modelada mediante regresion lineal. La velocidad
méaxima del crecimiento radial se calcula por regresion lineal del radio de la coloniafrente al
tiempo durante la fase exponencial del crecimiento. La velocidad maxima del crecimiento radial
(Vmax) se define como (Baldrian & Gabriel, 2002):

— CRi=CRo (1) Donde:
ti=lo CR,: crecimiento inicial del crecimiento radial durante la fase

exponencial (mm)
CR;: crecimiento final del crecimiento radial durante la fase
exponencial (mm)
t,: tiempo inicial del crecimiento radial (h?)
t,: tiempo de retardo del crecimiento radial (h?)
Vmax: Velocidad de crecimiento maximo
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1.5.2. Ecuacion logistica

La ecuacion logistica caracteriza el crecimiento en términos de capacidad de carga, ecuacion(2).
Se basa en una formulacion en la que la tasa de crecimiento especifica esta relacionada con la

cantidad de carga.
El comportamiento de la biomasa se presenta mediante la siguiente ecuacién

B (1 CR ) 2

Hg = Umax CRyx

Al integrar la ecuacion se obtiene:
dCR CR (1 CR ) 3)

dt = Hmax CRmax
CRoetmax’
CR = CROO . (4)
—_ — max
L -~ (1 — ewmaxt)

Donde:

CR = crecimiento radial (extension del micelio en mm)

CRO = crecimiento radial al tiempo cero (extension del micelio en mm)
CRmax = maximo crecimiento radial (extension del micelio en mm)

Umax = tasa especifica maxima de crecimiento radial (h)
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Capitulo 2

2. Antecedentes, justificacion, hipdtesis y objetivos

2.1.Antecedentes

A partir de un efluente de fabrica de papel se aisl6 un zigomiceto capaz de degradar
pentaclorofenol (PCP), en un principio el microorganismo fue identificado como Rhizopus
nigricans, posteriormente a través de la secuencia de rDNA 18S se observo una proximidad
cercana con cepas de Amylomyces rouxii con un 99.5-99.8% de identidad a partir de 1,537
nucleotidos comparados. Anteriormente A. rouxii fue nombrado como Rhizopus arrhizus var.rouxii
(Montiel et al., 2004).

Cortes et al., (2002) evaluaron la tolerancia y eliminacién de PCP por R. nigricans en cultivoen
estado solido y obtuvieron como resultados que PCP no inhibe la germinacion de esporasde R.
nigricans en cultivo en estado s6lido, mientras que en cultivo sumergido la germinacionse inhibe.
Montiel et al., (2004) evaluaron la actividad fenoloxidasa producida por A. rouxii en cultivos con
PCP. Se concluy6 que la actividad fenoloxidasa provenia de una tirosinasa. Los autores
propusieron que probablemente una tirosinasa podria estar involucrada en la degradacion de PCP
por este microorganismo. Los resultados de este estudio demostraron que A. rouxii eliminé el 55%
p /v de la concentracién inicial de PCP en cultivo sin tirosina,mientras que el 85% p/v se elimino
en cultivo adicionado con 0.1 g de tirosina. La actividadde la monofenolasa determinada fue 1.7

veces mayor en cultivo con tirosina que sintirosinasa.

Calderon et al., (2019) reportaron la presencia de 14 PhACs en aguas residuales urbanas y de un
hospital de la Ciudad de México. De los 14 compuestos detectados, 6 pertenecen al grupo de los
analgeésicos-antinflamatorios, 4 a los antibidticos, 1 antiepiléptico, lesteroidal, 1 antimicrobiano,
estos dos ultimos son disruptores enddcrinos y un compuesto usado para la fabricacion de
plasticos. Dos de los analgésicos, aspirina y acido salicilico, presentaron problemas de extraccién
y cuantificacion por lo que no se incluyeron en este estudio. Los otros doce PhACs se utilizaron
en este estudio, con el fin de determinar si A. rouxii crece en presencia de estos farmacos y

determinar la inhibicién del crecimiento radial causada por lapresencia de estos compuestos.
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2.2.Justificacion

A través de diversos estudios que se han llevado a cabo en las aguas residuales se ha encontrado
la presencia de PhACs, donde se han identificado diversos tipos de farmacos de distinta
composicion. Su presencia se debe al consumo humano y animal de estos farmacos ademas de los
desechos de productos farmacéuticos con caducidad vencida. Asi mismo, se ha detectado la
presencia de metabolitos de algunos de los PhACs en aguas residuales. Por lo que los PhACs y
sus metabolitos se introducen continuamente en el medio ambiente a traves las aguas residuales,
tratadas 0 no. La persistencia de estos compuestos provoca una acumulacion en las diversas
fuentes de aguas y llegan incluso a detectarse en el agua potable,y en suelo.

Debido a la toxicidad que causan estos compuestos a l0os organismos acuaticos es importante
implementar procesos amigables con el medio ambiente para su eliminacion, como la
biorremediacion. Una alternativa econdmica es el uso de hongos filamentosos, por lo que es
importante poder proponer diversos tipos de hongos, como ascomicetos y zigomicetos, capaces
de degradar estos farmacos. Una caracteristica de los hongos a utilizar en procesos de degradacion
es que tienen que ser capaces de crecer en presencia de dichos compuestos. Una vez determinado
que el hongo presenta tolerancia a la presencia de PhACs se procede aestudiar la capacidad del
hongo para degradar de dichos compuestos.

Por lo tanto, en este trabajo se estudiara la tolerancia de A. rouxii ante la presencia de diferentes

12 PhACs, presentes en las aguas residuales de la ciudad de México.

2.3.Hipdtesis

El hongo filamentoso A. rouxii es capaz de tolerar y crecer en presencia de diferentes PhACsen un
medio de cultivo solido. Sin embargo, la concentracion y el tipo de PhAC podria afectar

negativamente el crecimiento radial del hongo.
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2.4.0bjetivos

Objetivos generales

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones de PhACs sobre el crecimiento

radial de A. rouxii.
Objetivos especificos

e Determinar la tolerancia y el efecto inhibitorio del crecimiento radial de A. rouxii

ante la presencia de diferentes compuestos activos farmaceuticos.

e Modelar el crecimiento radial de A. rouxii a diferentes concentraciones de los PhACs

utilizando modelos no estructurados, para conocer los parametros cinéticos.
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Capitulo 3

3. Materiales y métodos

3.1.Microorganismo

Se utilizé una cepa de Amyloces rouxii aislada en el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolitos

Secundarios, a partir de suelo contaminado con pentaclorofenol (Tomasini et al., 2001)

3.2.0btencidn de esporas de A. rouxii

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 40 mL de Agar Papa Dextrosa
(PDA). Una vez solidificado el medio se inocul6 con 0.5 mL de la suspension de esporas que
fueron distribuidas homogéneamente en toda la superficie del medio. Posteriormente los cultivos

fueron incubados a 30°C durante tres dias o hasta su esporulacion.

3.2.1 Lavado, obtencion y conteo de esporas de A. rouxii

Se concentraron las esporas en una solucion de Tween al 1% mediante agitacion manual. La

solucion de esporas obtenidas se lavé de la siguiente manera:

1. Lasolucion con el concentrado de esporas se centrifugd a 12,000 x g durante 5 minutos,

posteriormente se elimind el sobrenadante.

2. Se adicionaron 1.5 mL de H,O estéril y se resuspendieron las esporas mediante agitacion
con un vortex. El proceso se llevo a cabo tres veces, en el Gltimo proceso de centrifugacién
fue eliminado el 50% del sobrenadante posteriormente se concentrd la suspension

disminuyendo su volumen a la mitad.

3. A la suspension de esporas se le adicioné glicerol al 60% y se conservo en viales de 1.5
mL a -20 °C.

4. EI conteo del nimero de esporas obtenidas se hizo usando una cdmara de Neubauer y se

calculo la concentracion de esporas en la solucion
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3.3. Medio de cultivo Lee concentrado (2X) para crecimiento radial

La composicion del medio Lee, 2 veces concentrado, utilizado por litro fue:
e Glu 5g (fuente de carbono).

o (NH4),S042.5g (fuente de nitrgeno).

o KH2PO4 59
e MQgSO44g
e NaCl 10g

Una vez disueltos los compuestos quimicos del medio de cultivo el pH se ajust6 a 5.3 con NaOH
0.1M y HCI 0.1M. Posteriormente se adiciono 15 g de agar bacteriolégico.

3.4. Preparacion de soluciones

El nombre y la estructura quimica de los PhACs estudiados en este trabajo se muestran en latabla
1. Se prepararon soluciones de los diferentes farmacos ensayados; BSFA, DFC, NPX, CBZ, TRC,
SMX, PCT, TRP, IBP, BETD, CPFX y OFX a una concentracion de 100 mg Len agua/etanol
(50:50). A partir de las diferentes soluciones preparadas de los diferentes compuestos se tomaron
15, 37.5,150, 225,375y 750 ug L y se adicionaron a 15 ml medio Lee (2X) con agar, para obtener
las concentraciones de 100, 250, 1000, 1500, 2500 y 5000 pg L de los doce PhACs.

Compuesto Acrénimo Estructura quimica
Bisfenol A BSFA HO OH
Bisfenol A
Diclofenaco DFC i
Cl OH
K
Cl
Diclofenaco
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Ifametoxazol MX o
Sulfametoxazo S \\S/n N
N g
HoN
Sulfametoxazol
Paracetamol PCT o /©/On
)LN
H
Paracetamol
Ibuprofeno IBP 5
OH
Ibuprofeno
[B-estradiol BETD

B-estradiol

Tabla 1Estructuras y acrénimos de los diferentes PhACs estudiados en el crecimiento radial de A. rouxii.

3.5.Crecimiento radial y tolerancia de A. rouxii a compuestos farmaceuticos

3.5.1 Preparacion del inoculo

El inoculo para realizar los experimentos de tolerancia del hongo a los farmacos se preparé en

placas Petri de 9 cm de diametro, conteniendo 15 mL de medio PDA. Cada matraz fue inoculado

con 0.25 mL de suspension de esporas de A. rouxii (1x10°® esporas mL™), tomadasde un vial

conservado. Las placas inoculadas se incubaron a 30 °C durante 24 h. Se prepar6 el indculo

(micelio) para cada uno de los experimentos realizados para medir el crecimientoradial del hongo

crecido con las diferentes concentraciones de farmacos.
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3.5.2 Crecimiento radial

1. Se prepararon placas Petri con 15 mL de medio Lee concentrado adicionadas con la
solucidn de los diferentes farmacos para llegar a las concentraciones estudiadas, 100,
250, 1000, 1500, 2500 y 5000 pg L de cada uno de los PhACs. Los cultivos control
fueron sin la presencia del farmaco. Cada tratamiento se realizé por cuatriplicado,

incluyendo el control.

2. Las placas de Petri, conteniendo el medio Lee con las diferentes concentraciones del
farmaco, asi como el control, sin farmaco, se inocularon con micelio del hongo
(obtenido como se explica en 3.5.1). Cada placa se inocul6 con cilindros de 1cm de

micelio de A. rouxii de 24 h, colocado en medio de la placa.
3. Las placas inoculadas se incubaron a 30° C.

4. Se midi6 el crecimiento radial de A. rouxii (dividiendo la placa Petri en cuatro) a las3,
6, 8, 12, 24, 30 y 44 h de incubacion.

3.6.Analisis cualitativo
Se llevaron a cabo observaciones durante el crecimiento radial de A. rouxii. Con base a estose
realiz una caracterizacion del micelio, forma y tamafio del rizoide y tiempo de esporulacion de

los diferentes tratamientos estudiados.

3.6.1 Modelamiento del crecimiento radial

3.6.1.1 Modelamiento del crecimiento de la fase exponencial

El andlisis del crecimiento durante la fase exponencial permitié calcular la velocidad maximade
crecimiento (Vmax) de A. rouxii en los diferentes tratamientos, dicho analisis se llevo a cabo con

el programa OriginPro 2017, aplicando la regresion lineal:

CR, — CR,

Vnax = ———— 1
max t, — to (1)

A través de una metodologia por regresién lineal y utilizando el algoritmo de interacciéon de
Levenberg-Marquardt se llevo a cabo un ajuste de los resultados experimentales con un nivel de

confianza del 95 %. A través del modelamiento de la fase exponencial para las diferentes
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concentraciones analizadas se obtuvieron las cinéticas de V. de los diferentes tratamientos,
ademas de parametros cinéticos como son: los intervalos de confianza superiores e inferiores,y el
coeficiente de determinacion lineal (R?) (Baldrian & Gabriel, 2002).

3.6.1.2 Modelamiento del crecimiento de la fase exponencial y fase

estacionaria
El anélisis de las fases para A rouxii se llevaron a cabo mediante regresion no lineal a travésde la

ecuacion logistica en el programa OriginPro 2017 mediante la siguiente ecuacion:

CRyeHmex’
x = TR (4)
1-¢g —(1—ermex)
max

El modelamiento se llevo a cabo mediante el algoritmo de interaccion de Levenberg- Marquardt,
con un nivel de confianza del 95%. Mediante el modelamiento de dichas fases seobtuvieron los
siguientes parametros cinéticos: la velocidad méxima de crecimiento (Umax), el maximo

crecimiento, los intervalos de confianza superiores e inferiores, X? y R? (Shuler & Kargi, 2002).

3.6.1.3 Estimacion de la fase lag

Aunque el anélisis solo representa la fase exponencial y estacionaria, el valor de la fase lag (1) se

tomo directamente de las cinéticas modeladas.

3.6.1.4 Porcentaje de inhibicion a las 24 h

Alas 24 h de cultivo A. rouxii crecido sin'y con PhACs se encontro en la fase de crecimientoradial,
independientemente de la presencia y concentracion de los PhACs. Por esta razon se decidio tomar
el crecimiento radial a las 24 h de cada cultivo, para determinar el efecto inhibitorio del
crecimiento radial de A. rouxii. El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii
causado por la preseneia de diferentes concentraciones de PhACs se calculd con la ecuacion
siguiente (Sagar & Singh, 2011):

%inhibicion a las 24h = % * 100 9

c

CRc: crecimiento radial control a las 24 h de cultivo

CRs: crecimiento radial con farmaco a las 24 h de cultivo
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El efecto inhibitorio del crecimiento radial de A. rouxii causado por los farmacos se calculé con
los datos de crecimiento a las 24 horas, en la fase exponencial, ya que, a las 44 h, en todos los
tratamientos se alcanzé el valor del maximo crecimiento. Los resultados del porcentaje de
inhibicidn se analizaron a través de un Disefio Completamente al Azar (DSA) de un solo factor

Los tratamientos se sometieron a dos hipotesis.

Las hipotesis sometidas a prueba son:

HA: La presencia de micro contaminantes en un medio de cultivo solido inhibira el crecimiento
radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo. Por lo tanto, el porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial dependera de la concentracion del micro-contaminante en el medio de cultivo. Se considera
que, con al menos una concentracion de micro-contaminante en el medio de cultivo, el valor
promedio del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii sera diferente en
comparacion a los demas tratamientos.

Ha = Al menos un porcentaje de inhibicion del crecimiento radial es diferente.

HO: La presencia de diferentes concentraciones de micro contaminantes en un medio de cultivo
solido produciran el mismo grado de inhibicion sobre el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h
de cultivo.

Ho @ Hioo = Hoso = Migoo = Masoo = Hasoo = Msooo

Modelo lineal general

Yij:,u-l'Ti-l'Sij

Donde Yij es el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo
observado en la j-ésima repeticion a la que se le aplico el i-ésimo tratamiento, p es la media general
del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii, zi es el efecto i-ésimo del
tratamiento sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii y &ij es el error
asociado a la observacion Yij.

Comprobacion del supuesto de analisis de normalidad y homogeneidad de varianza

El diagrama de la figura 2 indica la comprobacion de los supuestos de analisis de normalidad y de

la homogeneidad de varianza para la inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii. De los datos

45



Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

experimentales se corroboré que los doce tratamientos presentan una distribucion normal. A través
del método de Kolmogédrov-Smirnov se comprob6 que los tratamientos con DFC, TRC, NPX,
CPFX, BSFA, SMX, PCT, TRP, IBP y BETD presentaron una normalidad de la distribucion de
los residuos. Sin embargo, para los tratamientos con CBZ y OFX se comprobo la distribucion
normal por el método de D’ Agostino Kurtosis (p-valor > 0.05).

El supuesto de homogeneidad de varianza se comprobé por el método de Levene, se identifico
que siete tratamientos (TRC, NPX, CPFX, BSFA, SMX, PCT y TRP) presentaron una
homogeneidad de varianza (p-valor > 0.05) y que cinco tratamientos no presentaron
homogeneidad de varianza (DFC, IBP, BETD, CBZ y OFX). Para los tratamientos que presentaron
una homogeneidad de varianza la comparacién multiple se llevé a cabo mediante el método HSD
de Tukey y para aquellos que no presentaron una homogeneidad de varianza se utiliz6 el método

de Games-Howell.

Prueba de
Normalidad
\ .

Distribucién
normal

‘Tﬁc |H NPX‘U CI;FX |H BéFA‘IU sﬁx‘m P\CT“‘J TRPWHDI;C*IIU lE:P*“H ﬁE}D* ‘U 01‘32* ‘U ofx* |
\ )\ J
[ [

’ Homogeneidad de varianza: | f No homogeneidad de
comparacion multiple de varianza: Eomparacién
HSD Tukey multiple de Games-Howell *
p-valor >0.05 | p-valor >0.05

Figura 2 Diagrama de la comprobacion del supuesto de normalidad y homogeneidad de varianza para los tratamientos
con diferentes concentraciones de PhACs.
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Capitulo 4

4, Resultados

4.1. Cinética de crecimiento radial de A. rouxii

El crecimiento radial de A. rouxii se llevd a cabo a diferentes concentraciones de los doce PhACs:
100, 250, 1000, 1500, 2500 y 5000 ug L. Como control se realizaron cultivos sin farmaco. Todos

los cultivos se llevaron a cabo por cuatriplicado.

4.1.1  Descripcion cualitativa del crecimiento radial

La figura 2 muestra el desarrollo del micelio de A. rouxii con la presencia de diferentes
concentraciones de PhACs. El cultivo control presentd un micelio aéreo, grueso de color blanco.
En los cultivos con TRP, TRC y OFX el grosor del micelio no se afect6 por la presencia de estos
farmacos a ninguna concentracién, solo con OFX el micelio se observé un10% mas delgado con
5000 pg Lt Los cultivos con CPFX, IBP, PCT, BSFA y SMX a concentraciones entre100 a 1500
ug L presentaron un micelio con grosor medio y a mayoresconcentraciones, 2500 y 5000 pg L,
se observd micelio mas delgado. Los cultivos con NPXpresentaron un micelio con grosor medio a
100 y 250 pg L™ y a mayores concentraciones, de 1000 a 5000 pg L™, el micelio observado fue
maés delgado. En los cultivos con CBZ a concentraciones de 100, 250, 1000 y 1500 pg L el grosor
del micelio no se afectd, para lasconcentraciones con 2500 pg L se observo delgado y a 5000 g
L no se observo crecimiento. Los cultivos con DFC y con BETD presentaron un micelio delgado
en todas susconcentraciones.

La esporulacion en los cultivos control empez6 a las 46 h y en cultivos. En presencia de IBPy
BETD el tiempo de esporulacion se inicié a las 47h. En los cultivos con NPX, CBZ y TRCla
esporulacion comenzo a las 48 h. En presencia de BSFA y DFC el hongo esporul6 a las 49 h. En
los cultivos con 100 a 2500 pg L de CPX la esporulacion inicié a las 47 h 'y con 5000ug L™ a las
48 h. En los cultivos con 100, 250 y 1000 PCT pg L la esporulacion empez6 alas 48 h 'y con
1500, 2500, 5000 pg L a las 49 h. En los cultivos con 100, 250, 1000 y 1500 SMX pg L* la
esporulacion se observo a las 48 h y con 2500 y 5000 pg L-1 a las 49. En los cultivos con TRP,
100y 250 pg L%, A. rouxii esporuld a las 48 h y con 1000 a 5000 pg L a las 49 h.
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Figura 3 Desarrollo del micelio a las 49 h de cultivo de A. rouxii ante la presencia de diferentes PhACs. 0* = control,
BSFA = Bisfenol A, DFC = Diclofenaco, NPX = Naproxeno, TRC = Triclosan, CPFX = Ciprofloxacino, OFX =
Ofloxacino, CBZ = Carbamazepina, PCT = Par Paracetamol, SMX = Sulfametoxazol, TRP = Trimetoprima, IBP =
Ibuprofeno, BETD = p-estradiol.

4.2. Modelamiento del crecimiento de la fase exponencial

La fase exponencial del crecimiento radial se model6 a partir de los datos de crecimiento de A.
rouxii ajustado con regresion lineal. Del ajuste de los datos con este modelo se obtuvieronlos
valores de la velocidad de crecimiento maxima (Vmax) para cada uno de los tratamientos,a
continuacidn, se muestran los resultados obtenidos a partir de los cultivos con cada uno de los
PhACs estudiados. Todos los valores de Vmax fueron calculados con una confianza de p- valor >
0.05.
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Bisfenol A

254

204

Bisfenol A V.. Etavalo de Confimuza 95% (RY

(puglh) [ (h')y

| {inferios | Superior |
o 1563 1408 1722 0990
100 1,800 1,508 2096 0980
250 1543 1274 1811 0971
1000 1484 1.248 1720 0977
b L 1500 1.585 1456 1713 0992
2500 1520 1.303 1648 0.99]
OF EREL T05 IR, D0 S0k 000 1404 1.285 1523 0991

Bisfenol A pg L'
Figura 4 Vmax obtenida de la regresion lineal
durante el crecimiento radial de A. rouxii en  Tabla 2 Parametros cinéticos de la regresion
medio Lee (2X) en presencia de diferentes  lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
concentraciones de BSFA. Las barras de error ~ medio Lee (2X) para BSFA
simbolizan los intervalos de confianza
estimados al (p-valor > 0.05).

La figura 4 muestra los valores de la Vmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de
diversas concentraciones de BSFA, obtenidos mediante regresion lineal (anexo Al). Se observd
que no hay variacion en el valor de la Vmax en los cultivos con BSFA con respecto al control. La

tabla 2 presenta los parametros cinéticos obtenidos a partir de la regresion lineal. Los intervalos

de confianza obtenidos confirman que los valores de Vmax N0 presentan diferencia significativa.

Diclofenaco

Diclofenaco | V. |Intervalo de Confianza 95% |R?

(ng L") ) ()

Inferior | Superior
0 1.563 1.408 1.722 0.990
100 1.625 1.481 1.770 0.992
250 1.522 1.368 1.675 0.990
1000 1.540 1.140 1.676 0.992
1500 1.485 1.388 1.582 0.995
\ 2500 1.362 1.263 1.461 0.993
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 1.531 0.948 2115 0.930

Diclofenaco pg L'

Figura 5 Vmax obtenida de la regresion lineal
durante el crecimiento radial de A. rouxii en
medio Lee (2X) en presencia de diferentes
concentraciones de DFC. Las barras de error
simbolizan los intervalos de confianza
estimados al (p-valor > 0.05).

Tabla 3 Parédmetros cinéticos de la regresion
lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
medio Lee (2X) para DFC.

Los valores de Vmax del cultivo control y de los cultivos de 100 a 1500 pug DCF L™, obtenidos a
partir del modelamiento de la regresion lineal (anexo A2), son similares confirmado por los
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intervalos de confianza obtenidos (figura 5, tabla 3). Los tratamientos con, 2500 y 5000 pg L*

mostraron una disminucion significativa de Vmax con respecto al cultivo control (tabla 3).

Naproxeno
25+
2.0
=~ Naproxeno | V.. Intervalo de R?
£ 154 (ug/Lh) | (bl Confianza 95%
E ()
% Inferior | Superior
>E 1.04 0 1.563 1.405 1.722 0.990
100 1.625 1.481 1.770 0.992
250 1.522 1.368 1.675 0.990
05 1000 1.540 1.140 1.676 0.992
1500 1.485 1.388 1.582 0.995
2500 1.362 1.263 1.461 0.993
0.0 5000 1.531 0.948 2115 0.930

0

100 250 1000 1500 2500 5000
Naproxeno pg L™
Figura 6 Vmax obtenida de la regresion
lineal durante el crecimiento radial de A.
rouxii en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de NPX. Las
barras de error simbolizan los intervalos de
confianza estimados al (p-valor > 0.05).

Tabla 4 Parametros cinéticos de la regresion
lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
medio Lee (2X) para NPX.

Los valores de la Vmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de diversas
concentraciones de NPX, obtenidos mediante regresion lineal se muestran en la figura 6 (anexo
A3). Se observo que no hay variacion en el valor de la Vmax en los cultivos con NPX con respecto
al control. La tabla 4 presenta los pardmetros cinéticos obtenidos a partir de la regresion lineal.
Los intervalos de confianza obtenidos confirman que los valores de Vmax indican que no hubo

diferencia significativa.

Triclosan
2014
Triclosdn |V, Intervalo de Confianza R?
(gLY | Y 95%
(%)
Inferior | Superior

0 1.563 1.405 1.722 0.990
100 1.611 1.417 1.804 0.986
250 1.528 1.342 1.713 0.985
1000 1.315 1.151 1.479 0.981
1500 1.236 1.077 1.395 0.980
2500 1.193 1.092 1.294 0.991
5000 1.409 1.317 1.502 0.997

0 100 250 1000 1500 2500 5000
Triclosan g L'

Figura 7 Valores de Vmax obtenidos de la  Tabla 5 Parametros cinéticos de la regresion
regresion lineal durante el crecimiento radial  lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
de A._rouxii en medio Lee (2X) en presenciade  medio Lee (2X) para TRC.

diferentes concentraciones de TRC. Las barras

de error simbolizan los intervalos de confianza

estimados al (p-valor > 0.05).
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La figura 7 muestra los valores de Vmax del crecimiento radial de A. rouxii, de los cultivos control
y con TRC, obtenidos a partir de la regresion lineal (anexo A4). La Vmax se calculé con un
intervalo de confianza de p-valor >0.05. Los tratamientos con 100, 250, 1000 y 5000 pg L*
presentan un valor de Vmax semejante al del cultivo control. Los tratamientos con, 1000 y 1500
ug L™t mostraron una disminucion de la Vmax de 1.285 veces en promedio con respecto al control,
los resultados indican que no hay diferencias significativas de los valores de Vmax en los cultivos

con TRC con respecto al cultivo control (tabla 5).

Ciprofloxacino

201

5 Ciprofloxacino | Vi, Intervalo de R?
~ (ugLh ) Confianza 95%
. )
£ 10 Inferior | Superior
% 0 1.563 1.405 1.722 0.990
>E 100 1.644 1.313 1.975 0.970
250 1551 1.407 1.695 0.991
05 1000 1.439 1.304 1.570 0.991
1500 1477 1.405 1.550 0.998
2500 1.479 1.389 1.569 1.000
5000 1.550 1.437 1.663 0.995
0.0

0 100 250 1000 1500 2500 5000
Ciprofloxacino pg L™

Figura 8 Valores de Vmax obtenidos de la Tabla 6 Parametros cinéticos de la regresion
regresion lineal durante el crecimiento radial lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de medio Lee (2X) para CPFX. -
diferentes concentraciones de CPFX. Las

barras de error simbolizan los intervalos de

confianza estimados al (p-valor > 0.05).

Los valores de Vmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de CPFX, obtenidos a partir
del modelamiento de la regresién lineal (anexo A5), con una confianza de p-valor >0.05, fueron
similares entre el cultivo control y las diferentes concentraciones, no se observd diferencia
significativa (figura 8). (tabla 6). Los resultados obtenidos del modelo indican que el crecimiento

radial de A. rouxii se ajustd, bien y no se ve afectado por la presencia de CPFX (tabla 6).
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Ofloxacino

r

Ofloxacino Intervalo de

&X\ (ugL'H ) Confianza 95%

\\\ _dh

\ Inferior I Superior

x\\ 0 1.563 1.405 1.722 0.990
>\\\ 100 1.600 1.425 1.774 0.988
\\ 250 1.617 1.536 1.697 0.998
\\\\ 1000 1572 1.484 1.660 0.997
N 1500 1.669 1.466 1.872  0.989
\\\\ 2500 1.610 1.563 1.657 0.999
t\\\\\ N 5000 1.452 1.269 1.635 0988

Ofloxacino ug/L™

Figura 9 Valores de Vmax obtenidos de la Tabla 7 Parametros cinéticos de la regresion
regresion lineal durante el crecimiento radial de lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de medio Lee (2X) para OFX.

diferentes concentraciones de OFX. Las barras

de error simbolizan los intervalos de confianza

estimados al (p-valor > 0.05).

La figura 9 representa los valores de del crecimiento radial en presencia de OFX obtenidos a partir
del modelamiento de la ecuacion lineal. No se observo diferencia entre los valores Vmax del
cultivo control y de los cultivos con OFX, como lo indican los pardmetros cinéticos (tabla 7, anexo
AB).

Carbamazepina
20+
ey Carbamazepina |V, Intervalo de R?
NN\ e
1 \ \\ NN Lt g Confi 95%
§§ N\ (ug L) ) o 12111121%)1 0
= \ Inferior | Superior
E j 0 1.563 1.405 1.722 0.990
% 100 1.605 1.398 1.812 0.984
>E 250 1.666 1.440 1.893 0.982
1000 1.475 1.416 1.534 0.998
0 1500 1.252 1.210 1.294 0.999
2500 0.957 0.631 1.283 0.896
NN 5000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.0 N N &\\\ N

100 250 1000 1500 2500 5000

Ciprofloxacino ug L™

Figura 10 Valores de Vmax obtenidos de la
regresion lineal durante el crecimiento radial
de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de CBZ. Las barras
de error simbolizan los intervalos de confianza
estimados al (p-valor > 0.05).

Tabla 8 Parametros cinéticos de la regresion
lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
medio Lee (2X) para CBZ.

Se presentan en la figura 10 los valores de Vmax del crecimiento radial de A. rouxii con CBZ,
calculados mediante regresion lineal. La presencia de CBZ en los cultivos con 100 a 1500 ug

53



Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

L-1 no afectd los valores de Vmax con respecto al cultivo control. Los tratamientos con, 1500
y 2500 pg L™ mostraron una disminucion significativa de Vmax de 1.435 veces en promedio
con respecto al cultivo control (tabla 8). En el cultivo con 5000 pg/L no se observé crecimiento

de A. rouxii. (A7 anexo).

Trimetoprima

204

Trimetoprima | V.. |Intervalo de Confianza 95% |R?
(g |(h (UD]
Inferior ISuperior
g 1.563 1.405 1.722 0.990
100
1.316 1.149 1.483 0.980
250
1.219 1.009 1.428 0.964
1000
1.292 1.092 1.493 0.971
1500
1.135 1.037 1.233 0.991
2500
1.240 1.032 1.457 0.963
5000
1.270 1.012 1.527 0.951
0 100 2 1000 1500 2500
Trimetoprima pg L™
Figura 11 Valores de Vmax obtenidos de la Tabla 9 Parametros cinéticos de la regresion
regresion lineal durante el crecimiento lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en medio Lee (2X) para TRP.

presencia de diferentes concentraciones de
TRP. Las barras de error simbolizan los
intervalos de confianza estimados al (p-
valor > 0.05).

La figura 11 muestra los valores de Vmax del crecimiento radial de A. rouxii, de los cultivos
control y con TRP, obtenidos a partir de la regresion lineal (anexo A8). Los tratamientos con
100, 250, 1000, 2500 y 5000 pg L™ presentan un valor de Vmax semejante al del cultivo
control. Los tratamientos con, 1500 pug L™ mostraron una disminucion de La Vmax de 1.37
veces en promedio con respecto al control, los resultados indican que no hay diferencias
significativas de los valores de Vmax en los cultivos con TRP con respecto al cultivo control
(tabla 9).
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Sulfametoxazol

204
Sulfametoxazol | V., Intervalo de Confianza R2
(gL () 95%
(9]
Inferior | Superior
0 1.563 1.405 1722 0.990
100 1.402 1.166 1.637  0.966
250 1.478 1.299 1657 0.982
1000 1.281 1.067 1495 0.966
1500 1.218 1.063 1373 0.984
A\ AN 2500 1.085 1.017 1154 0.996
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 1.076 1.016 1137 0.997
Sulfametoxazol pg L™
Figura 12 Valores de Vmax obtenidos de la Tabla 10 Parametros cinéticos de la
regresion lineal durante el crecimiento radial regresion lineal en el crecimiento radial de
de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de A. rouxii en medio Lee (2X) para SMX.

diferentes concentraciones de SMX. Las barras
de error simbolizan los intervalos de confianza
estimados al (p-valor > 0.05).

La figura 12 muestra los valores Vmax 0btenidos mediante regresion lineal para el crecimiento
radial de A. rouxii con diferentes concentraciones de SMX (anexo A9). La Vmax obtenida en el
cultivo control es muy similar a la de los cultivos con 100, 250 y 1000ug L™ SMX. Los
resultados de los intervalos de confianza confirman que las diferencias en los valores Vmax de
no son significativas (tabla 10).

Paracetamol

204

Paracetamol | Vi, Intervalo de Confianza R?
(ngLh |G 95%
h
Inferior | Superior
0 1.563 1.405 1.722 0.990
100 1.509 1.245 1.773 0.970
250 1.286 1.049 1.523 0.962
1000 1.315 1.034 1.596 0.956
1500 1.335 1.237 1.433 0.995
2500 1.045 0.845 1.245 0.965
5000 1.208 1.135 1.281 0.996

0 100 250 1000 1500 2500 5000
Paracetamol ug L™

Figura 13 Valores de Vmax obtenidos de la  Tabla 11 Parametros cinéticos de la regresion
regresion lineal durante el crecimiento radial de  lineal en el crecimiento radial de A. rouxii en
A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de  medio Lee (2X) para PCT.

diferentes concentraciones de PCT. Las barras

de error simbolizan los intervalos de confianza

estimados al (p-valor > 0.05).
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Los valores de Vmax obtenidos a partir del modelamiento por regresion lineal para el

crecimiento radial de A. rouxii en presencia de PCT se muestran en la figura 13. Los
tratamientos con PCT y el cultivo control tuvieron valores similares de Vmax. Esto se confirma
con los pardmetros cinéticos del crecimiento radial de A. rouxii (Anexo A10). Los intervalos

de confianza de la pmax indican que no hay diferencia significativa entre el cultivo control y

con las diferentes concentraciones de PCT (tabla 11)

Ibuprofeno

204

z

£

£ 104} \ NN
: .

>

1500 2500 5000

lbuprofeno ug L™

Figura 14 Valores de Vmax obtenidos de la
regresion lineal durante el crecimiento radial de A.
rouxii en medio Lee (2X) en presencia de diferentes
concentraciones de IBP. Las barras de error
simbolizan los intervalos de confianza estimados al
(p-valor > 0.05).

Los valores de Vmax del crecimiento radial de A. rouxii con diferentes tratamientos de IBP y

Tbuprofeno | Vi Intervalo de Confianza R?
(gL |0h 95%
(Y
Inferior | Superior
0 1.563 1.405 1.722  0.990
100 1.248 0.951 1.545  0.980
250 1.208 1.074 1342 0985
1000 1.139 1.043 1.236  0.991
1500 1.107 1.014 1.201  0.991
2500 1.056 0.910 1.202  0.981
5000 1.289 1.108 1470  0.981

Tabla 12 Parametros cinéticos de la
regresion lineal en el crecimiento radial de

A. rouxii en medio Lee (2X) para IBP.

el control se representan en la figura 14. Las diferencias de Vmax en los cultivos con 100, 250,

1000, 1500, 2500 y 5000 pg Lt con respecto al control no son significativas 22(tabla 12, anexo

All).
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p-estradiol
201
B estradiol | Vi, Intervalo de R?
(gL () Confianza 95%
(1)

Inferior | Superior
0 1.563 1405  1.722 0.990
100 1184  1.080  1.288 0.990
250 1168 0.941  1.395 0.955
1000 1.063 0967 1159 0.990
1500 0980 0833 1127 0.973
2500 1.070  0.909  1.232 0.951
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 1.116 1.017 1.215 0.992

B estradiol ug L™

Figura 15 Valores de Vmax obtenidos de la o
regresion lineal durante el crecimiento radial de A. Tabla 13 Parametros cinéticos de la
rouxii en medio Lee (2X) en presencia de diferentes regresion lineal en el crecimiento radial de

concentraciones de PETD. Las barras de error A. rouxii en medio Lee (2X) para BETD.

simbolizan los intervalos de confianza estimados al
(p-valor > 0.05).

La figura 15 muestra los valores de la Vmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de
diversas concentraciones de BETD, obtenidos mediante regresion lineal (anexo Al12). Es el
unico farmaco, de los estudiados en este trabajo, que si afecta la Vmax de crecimiento radial de
A. rouxii. Se observé que, si hay variacion significativa en el valor de la Vmax en los cultivos

con BETD, sin importar la concentracion, con respecto al control (tabla 13).

4.3. Modelamiento del crecimiento de la fase exponencial y fase

estacionaria
Con la ecuacion logistica se modelaron las fases de crecimiento exponencial y estacionaria a'y se
obtuvieron los valores de pmax @ partir los datos de crecimiento radial (mm) de A. rouxii para los

diferentes tratamientos. En este trabajo se utiliz la ecuacion logistica:

CRyetmax’
CR=—0r
1-zg (1 —erme)
max

La ecuacion logistica permite la obtencion de la tasa especifica maxima de crecimiento de hongos
filamentosos, pmax (h™t) a partir de diversos datos experimentales Mitchell et al.,(2004). El

crecimiento puede ser determinado como produccion de biomasa (mg biomasas seca), produccion
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de un metabolito (mg metabolito producido), produccion de CO2 (mol CO2 producido) o
extension del micelio, (mm de micelio producido).

Por ejemplo, Nagel et al., (1999) calcularon la tasa especifica maxima de crecimiento de Rhizopus
oligospurus (umax) a partir de datos de mol CO2 producido durante el crecimiento del hongo. Se
ha reportado con anterioridad que la produccion de CO2 es una forma indirecta para determinar
el crecimiento de hongos filamentosos en cultivo sélido (Narahara et al., 1982; Okazaki et al.,
1980). La umax del crecimiento de hongos filamentosos ha sido calculada a partir de datos de
crecimiento radial (cm o mm) usando la ecuacion logistica (Bevilacqua et al., 2017; Feng et al.,
2013; Ruiz et al., 2012; Sadafioski et al., 2018).

Bisfenol A

184 = a Convml

Crecimiento radial (mm)
W >
2

* 250ug/L'|»
124 g R*-099194 | RZ 0.98844 -
1} X*: 010312 K X% 0.14798
O 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 2 48
Tiempo (h)
wl =~ & ¥ o s TN
= | x ¥ % 4
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S244 » 4 i
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S 201071359 ] 2
— X 01503 I s PR (N
6 12 18 24 30 36 2 8 0 6 12 18 24 30 36 2 8 0 6 12 18 24 30 36 2 8
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
-y MR R S [0 A B I R SRR |
) 9
=364 2]
] s
A »
218 5 s @ 5000 pgll|
GI
2 ° R* 0.99204
“ 6l 0 ¢ X% 0.10072
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (h)

Figura 16 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de BSFA, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

La figura 16 presenta las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de diferentes
concentraciones de BSFA, y el ajuste de los datos obtenido con la ecuacion logistica. Los datos
experimentales de todas las concentraciones se ajustaron bien con este modelo, como lo
demuestran los valore de R? y X 2. En el cultivo control, asi como en los cultivos con 100, 250,

1000 y 1500 pg L de BSFA la fase estacionaria comenzo a las 28 h de cultivo (figura 16A,
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B, C, Dy E). En los cultivos con 2500 y 5000 pg L™ de SFA se observa que la fase estacionaria
comenzo aproximadamente 10 horas después con respecto al cultivo control, 38 h (figura 16 F

y G). La fase lag en los cultivos con el farmaco fue de 6 h.
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WA

NN
\ Bisfenol A|p.. |Intervalo de Confianza 95% |R? b d
' (uglh | ) i)
Inferior | Superior
A 0 0200 0175 0224 09919 01031
100 022 0187 0257 09900 0.1335
250 0208 0174 0242 09884 01479
1000 0203 0160 0245 09892 01541
1500 0184 0159 0208 09915 01071
2500 0158 0132 0184 09925 01036
000 0142 0118 0167 09920 01007
0 100 250 1000 1500 2500 5000
Bisfenol A (ugL”")
Figura 17Valores de pmax obtenidos de Tabla 14 Parametros cinéticos del modelo
la regresion no lineal del modelo logistico logistico del crecimiento radial de A. rouxii
durante el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) para BSFA.

en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de BSFA. Las
barras de error simbolizan los intervalos
de confianza estimados(p-valor > 0.05).

La figura 17 muestra los valores de pmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de BSFA
obtenidos a partir del modelo logistico. Para los tratamientos con 100, 250 y 1000 pg L™ la pimax
fue similar a la del cultivo control. En los cultivos con 1500, 2500 y 5000 pg L BSFA se observa
una ligera una disminucion de umax, de 1.25 veces en promedio con respecto al cultivo control. Sin
embargo, la diferencia no es significativa de acuerdo con los intervalos de confianza obtenidos.

Los valores pmax se calcularon con una confianza de p-valor >0.05 (Tabla 14).
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Figura 18 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones DFC, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

En la figura 18 se muestran las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii con diferentes
concentraciones de DFC, el ajuste de los datos se realizé con la ecuacion logistica. Se observo
que los cultivos control y con 100 pg L™ de DFC (figura 18 A y B) la fase estacionaria inici6 a
las 28 h de cultivo. En los tratamientos con 250 y 1000 pg L™ la fase estacionaria comenzé 4 h
después con respecto al cultivo control (figura 18 C, D). Para los tratamientos con 1500, 2500 y
5000 pg L de DFC se observo que la fase estacionaria inicié aproximadamente 10 h después que

en el control (figura 18 E, Fy G). La fase lag en el cultivo con 5000 pg L fue de 9h.

Los datos experimentales se ajustaron bien con el modelo logistico (valores de R? y X?), excepto
para la mayor concentracion, 5000 pg L™, en este caso se pierde un poco la forma sigmoidal de
la curva y se agrupan mas datos experimentales en la fase exponencial, el valor de R? es menor y

la X% mayor que las obtenidas para el cultivo control (tabla 15).
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Figura 19 Valores de pmax obtenidos de la
regresion no lineal del modelo logistico del
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Diclofenaco | pi,, |Intervalo de Confianza | R? x
(glh | @ 95%
(09

Inferior | Superior

0 0.200 0175 0.224 09878 0.1582
100 0210 0.160 0.260  0.9866 0.1926
250 0192 0171 0213 09944 0.0728
1000 0176 0.154 0.198  0.9918 0.1024
1500 0.158  0.136 0.180  0.9890 0.1350
2500 0.127  0.107 0.148 09824 0.1807
5000 0123  0.090 0.157  0.9599  0.4681

Tabla 15 Parédmetros cinéticos del modelo
logistico en el crecimiento radial de A.
rouxii en medio Lee (2X) para DFC.

Lee (2X) 'y con de diferentes
concentraciones de DFC. Las barras de
error simbolizan los intervalos de confianza
estimados (p- valor > 0.05)

Los valores de max del cultivo control y de cultivos con de 100 a 1500 pg DFC L, obtenidosa
partir del modelo logistico, son similares (figura 19), confirmado por los intervalos de confianza
obtenidos (tabla 15). Los tratamientos con, 2500 y 5000 pg L™ mostraron una disminucion de
Hmax de 1.32 veces en promedio con respecto al cultivo control, la disminucion no es significativa
ya que los intervalos de confianza se tocan (tabla 15). Todoslos valores de .y fueron calculados

con una confianza de p-valor >0.05.
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Figura 20 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones NPX, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

La figura 20 representa las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de NPX,el
ajuste de las cinéticas se realiz6 con la ecuacion logistica. La fase estacionaria en el cultivocontrol
comenz6 a las 28 h de cultivo (figura 20 A). Los cultivos con presencia de NPX a las
concentraciones de 100, 250 y 1000 pg L presentaron el inicio de la fase estacionaria a las32 h
(figura 20 B, C y D); a las concentraciones de 1500, 2500 y 5000 pg L el inicio de la fase
estacionaria fue a las 38 h (figura 20 E, F y G). La fase lag fue 3 h mayor con respecto al control
para los cultivos con NPX, independientemente de la concentracion, excepto parala mayor
concentracion, 5000 pg L2, en el que la fase lag fue de 18h. Los datos experimentales obtenidos
en el cultivo con esta concentracidn no se ajustaron bien al modelologistico, como lo indican los
valores de R? y X? (tabla 16), es decir, el crecimiento radial delhongo se afect6 por la presencia de

NPX, aungue el valor de pmax no se afectd (figura 20)
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S Naproxeno | oy Intervalo de R? x
\ (ngLhy | (') | Confianza 95%
()
Inferior [Superior

0 0.200 0175 0.224  0.9878  0.1582
100 0.204  0.162 0246 0.9897  0.1497
250 0.185  0.161 0210 0.9915  0.1061
1000 0.178  0.157 0.198  0.9934  0.0847
1500 0.163 0143 0.183 09918 0.1017

2500 0.145  0.126 0163 0.9901 0.1101
5000 0.182  0.124 0.240  0.9637 04143

0 100 250 1000 1500 2500 5000
Naproxeno (ugL™")

Figura 21 Valores de umax obtenidos de la  Tabla 16 Parametros cinéticos del modelo
regresion no lineal del modelo logistico  logistico en el crecimiento radial de A. rouxii en

durante el crecimiento radial de A. rouxii en  medio Lee (2X) para NPX.

medio Lee (2X) en presencia de diferentes

concentraciones de NPX. Las barras de error

simbolizan los intervalos de confianza

estimados al (p-valor > 0.05).
La figura 21 muestra los valores de Hyax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de
diversas concentraciones de NPX, obtenidos con el modelo logistico. Se observd que no hay
variacion en el valor de la pya €n los cultivos con NPX con respecto al control. La tabla 16
presenta los parametros cinéticos obtenidos a partir del modelo logistico. Los calculos de los
valores de Hyax Se realizaron con un nivel de confianza de p-valor >0.05. Los intervalos de
confianza obtenidos confirman que los valores de pmax indican que no hubo diferencia
significativa. El incremento del valor de ., Observado en la figura 21, para el cultivo con a5000

ug L1, no es confiable por los intervalos de confianza.
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Figura 22 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones TRC, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

En la figura 22 se presentan las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii cultivado con TRC y
el ajuste de los datos con el modelo logistico no lineal. Todos los datos experimentales, tanto el
cultivo control como los tratamientos con TRC se ajustaron bien coneste modelo R? entre 0.991 y
0.981; excepto el cultivo con 5000 pg L2, la R? fue de 0.976 (tabla 4). La fase estacionaria en el
cultivo control (figura 22 A) inicié a las 28 h y a las 32 hpara los cultivos con 100, 250 1000 y
1500 pg L (figura 22 B, C, D y E). Para los tratamientos con, 2500 y 5000 pg L™ la fase
estacionaria comenzo a las 38 h de cultivo (figura22 F y G). El cultivo con 5000 pg L™ present6
una fase lag de 12 h.
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Figura 23 Valores de pmax obtenidos de la

regresion no lineal del modelo logistico
durante el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de TRC. Las
barras de error simbolizan los intervalos de
confianza estimados (p- valor > 0.05)

Triclosin | . | Intervalo de Confianza R? x
(glh) | &) 95%
(9]
Inferior | Superior
0 0.200 0.175 0.224 0.9919 0.1031
100 0.202 0.174 0.231 0.9913 0.1136
250 0.175 0.146 0.204 0.9863 0.1640
1000 0.155 0.130 0.180 0.9850 0.1665
1500 0.143 0.117 0.168 0.9800 0.2091
2500 0.128 0.107 0.149 0.9817 0.1848
5000 0.161 0.125 0.197 0.9761 0.2575

Tabla 17 Parametros cinéticos del modelo
logistico en el crecimiento radial de A.

rouxii en medio Lee (2X) para TRC.

La figura 23 muestra los valores de pmax del crecimiento radial de A. rouxii, de los cultivos control

y con TRC, obtenidos a partir del modelo logistico. La pmax Se calculd con un intervalode confianza

de p-valor >0.05. El tratamiento con 100 pg L™ presenta un valor de tmax semejante al del cultivo

control. Los tratamientos con 250, 1000, 1500 y 2500 pg L™ mostraron una disminucion de pmax

de 1.32 veces en promedio con respecto al control. Los resultados indican que no hay diferencias

significativas de los valores de pmax en los cultivoscon TRC con respecto al cultivo control, los

intervalos de confianza se tocan (tabla 17). En el cultivo 5000 pg L™ se observd que el perfil de

crecimiento se pierde, (figura 23 G), por loque el incremento que se observa del valor de pmax no

es confiable (tabla 17).
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Figura 24 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de CPFX, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales

La figura 24 presenta las cinéticas del crecimiento radial e A. rouxii en presencia de diferentes
concentraciones de CPFX, el ajuste de los datos experimentales se realizd6 mediante el modelo
logistico. Los cultivos control y con 100 g L™ iniciaron la fase estacionaria despuésde 28 h (figura
24 A, B). En los cultivos con 250, 1000 y 1500 pg L Ia fase inici6 a las 32 h (figura24 C, D y
E) y en los cultivos con 2500 y 5000 pg L™ la fase estacionaria comenzdaproximadamente 10 h
después que el control (figura 24 F y G). La fase lag fue de 3 h mas en los cultivos con
concentraciones de 100 a 2500 pg L™ y de 6 h mas en el cultivo con la mayor concentracion de
CPFX.
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Ciprofloxacino | ., Intervalo de R? x
(ugLh (") | Confianza 95%
@
Inferior | Superior

0 0200 0175 0224 0.9931 0.0908
100 0215  0.174 0256  0.9851 0.1842
250 0174 0144 0.205 0.9847 0.1805
1000 0162 0.124 0199 0.9861 0.1817
1500 0.166  0.143 0.190  0.9892 0.1323
RN § 2500 0.157 0139 0.175 0.9924 0.0886

0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 0.181 0.161 0.200 0.9948 0.0627

Ciprofloxacino (ugL™")

Tabla 18 Pardmetros cinéticos del modelo
logistico en el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) para CPFX

Figura 25 Valores de pmax obtenidos de
la regresion no lineal del modelo logistico
durante el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de CPFX. Las
barras de error simbolizan los intervalos
de confianza estimado p-valor > 0.05).

Los valores de pmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de CPFX, obtenidos a partir
del modelo logistico (confianza de p-valor >0.05), fueron similares entre el cultivo control y las
diferentes concentraciones (figura 25). No se observo diferencia significativa enla pmax en el
control y en los cultivos con ciprofloxacina, independientemente de la concentracion. Los
intervalos de confianza se tocan (tabla 18). Los resultados obtenidos delmodelo logistico indican
que el crecimiento radial de A. rouxii se ajusto, bien y no se ve afectado por la presencia de CPFX
(tabla 18).
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Figura 26 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de OFX, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

La figura 26 muestra las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii de los tratamientos con
diferentes concentraciones de OFX, el ajuste de las cinéticas se realiz6 con la ecuacion logistica.
Los datos experimentales se ajustaron con bien con la ecuacion logistica, tanto el cultivo control
como los cultivos con el farmaco, sin importar la concentraciéon. En el cultivocontrol la fase
estacionaria inicio a las 28 h (figura 26 A). En los tratamientos con presenciade OFX a las
concentraciones de 100, 250, 1000, 1500 y 2050 pg L™ la fase estacionaria inicio 4 h después
(figura 26 B, C, D, E, y F). Para el cultivo con 5000 pg L™ la fase estacionaria comenz
aproximadamente 10 horas después con respecto al cultivo control (figura 26 G) y la fase lag para
dicho tratamiento fue de 15 h.

La figura 27 representa los valores de del crecimiento radial en presencia de OFX obtenidosa
partir del modelo logistico. No se observo diferencia entre los valores pmax del cultivo control y
de los cultivos con OFX, como lo indican los parametros cinéticos (tabla 19). Los valores de pmax

fueron calculados con un nivel de confianza de p-valor >0.05.
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0.30 4

Ofloxacing | flpa Intervalo de R? x
(ugLh (b | Confianza 95%

£ i

% Inferior | Superior

- 0 0200 0175 0224 09931  0.0900

100 0193 0162 0224 09883 0.1481
250 0.186 0.164 0208 0.9932  0.0893
1000 0175 0155 0194 09933 0.0881
1500 0.204 0157 0251 0.9890  0.1548
2500 0.175 0150 0199 09911  0.1066
5000 0166 0129 0203 09766 02527

0 100 250 1000 1500 2500 5000

Ofloxacino (gL'

Figura 27 Valores de umax obtenidos de la Tabla 19 Parametros cinéticos del
regresion no lineal del modelo logistico modelo logistico en el crecimiento
durante el crecimiento radial de A. rouxii radial de A. rouxii en medio Lee (2X)
en medio Lee (2X) en presencia de para OFX.

diferentes concentraciones de OFX. Las
barras de error simbolizan los intervalos
de confianza estimados (p-valor > 0.05).
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Figura 28 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de CBZ, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.
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La figura 28 presenta las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii con diferentestratamientos

de CBZ. El ajuste de los datos se obtuvo con la ecuacion logistica.

En el cultivo control la fase estacionaria comenzé a las 28 h de cultivo (figura 28 A). En los

tratamientos con 100, 250, 1000, 1500 y 2500 pg L™ la fase estacionaria comenzd a las 38 h(figura

28 B, C, D, E y F). El cultivo con 5000 pg L™ de CBZ presentd una inhibicion del crecimiento

radial (figura 28 G). Los datos experimentales se ajustaron bien con el modelo logistico (valores

de R? y X?), excepto para la concentracion con 2500 pg L™ donde se observa que se pierde la

forma sigmoidal.
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Figura 29 Valores de pmax obtenidos de la
regresion no lineal del modelo logistico
durante el crecimiento radial de A. rouxii en
medio Lee (2X) en presencia de diferentes
concentraciones de CBZ. Las barras de error
simbolizan los intervalos de confianza
estimados (p-valor > 0.05).

En la figura 29 se muestran los valores de pmax del crecimiento radial de A. rouxii en presenciade

Carbamazepina | |l Intervalo de R? x
(g LY (b | Confianza 95%
{h
Inferior ] Superior
0 0200 0175 0.224 0.9832 0.1977
100 0173 0.157 0.189 0.9959 0.0447

250
1000
1500
2500
5000

Tabla 20 Parémetros cinéticos del modelo
logistico en el crecimiento radial de A.
rouxii en medio Lee (2X) para CBZ.
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0.169

0.160
0

0.9884

0.9916

0.9785

0.9494
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0.1376

0.0871

0.2145

0.4728
0

CBZ, obtenidos a partir del modelo logistico. En los tratamientos con 100 a 2500 pig L™ se observo

una disminucion de pmax, 1.3 veces en promedio con respecto al control. De acuerdo con los

intervalos de confianza la diferencia no es significativa (tabla 20).
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Figura 30 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de TRP, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

En la figura 30 se muestran las cinéticas del crecimiento radial A. rouxii con diferentes
concentraciones de TRP y el ajuste de los datos experimentales con la ecuacion logistica. Elcultivo
control inici¢ la fase estacionaria a las 28 h de cultivo (figura 30 A). En los cultivos con presencia
de TRP,100, 250, 1000, 1500, 2500 y 5000 ug L el inicio de la fase estacionaria fue entre 4y 8
h después con respecto al control (figura 30 B, C, D, E, Fy G), la fase lag fue de 6 h en los
tratamientos con TRP.

En la figura 31 se muestran los valores de pmax Obtenidos mediante el modelo logistico para el
crecimiento radial de A. rouxii en presencia de diferentes concentraciones de TRP. Los datos
experimentales del control y de los cultivos con TRP con las concentraciones de 100 250 pg L™,
se ajustan bien con este modelo. Los datos de crecimiento radial del cultivo con5000 pg L™ no se
ajustaron bien, como lo indican los valores de R? y X? (tabla 8), la mayoriade los datos
experimentales se concentran en la fase lag y la exponencial (figura 30 G).

Los parametros cinéticos del crecimiento radial de A. rouxii con diferentes tratamientos deTRP se
muestran en la tabla 21. De acuerdo con los intervalos de confianza los valores de Hmax de los

cultivos con TRP fueron similares a la pmax del cultivo control.
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Trimetoprima | J, | Intervalo de Confianza R? X
T (ugLh) (9] 95%
\ ()
Y A W Inferior | Superior
\ \ 0 0.200 0.175 0.224 0.9879  0.1467

100 0.167 0.146 0.188 0.9910  0.1160
250 0.140 0.097 0.182 0.9757 02938
1000 0.142 0.115 0.169 0.9770  0.2666
1500 0.135 0.115 0.156 0.9843 01754

N\ NN 2500 0139 0117 0.162 09829 01951
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 0136 0.109 0.164 09721 03233
Trimetoprima (ug/L")
Figura 31 Valores de pmax obtenidos de
la regresion no lineal del modelo logistico Tabla 21 Parametros cinéticos del modelo
durante el crecimiento radial de A. rouxii logistico en el crecimiento radial de A.
en medio Lee (2X) en presencia de rouxii en medio Lee (2X) para TRP.

diferentes concentraciones de TRP Las
barras de error simbolizan los intervalos
de confianza estimados (p-valor > 0.05).
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Figura 32 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de SMX pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

En la figura 32 se muestran las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii sin y con SMX, el
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ajuste se realizd con la ecuacion logistica. Los cultivos control y con 100, 250 pg L iniciaron la
fase estacionaria a las 28 h de cultivo (figura 32 A, B, C). Para los cultivos con,1000, 1500, 2500
y 5000 pg L de SMX la fase estacionaria comenzd entre 8 y 10 h después(figura 32 D, E, F, G).
El cultivo con la mayor concentracion de SMX la fase lag fue de 9 h,mientras que en los demas
cultivos fue de 6 h. Los datos experimentales se ajustaron bien con este modelo a excepcion de
las concentraciones con 2500 y 5000 pg L (valores de R? y X?).

0.30 -

0.25

§\\§ Sulfametoxazol | i, | Intervalo de Confianza R? x
\ § (el | i) 95%
I )
\\\\1 Inferior | Superior
| \\\\\ 0 0200 0175 0224 09879 0.1465
Q\\ 100 0165  0.41 0189 09879  0.1451
\\X\ 250 0170 0.150 0190 09921  0.1016
1 §\\\\\ 1000 0143 0116 0170 09767 02756
\\\\\\ 1500 0136 0.115 0158 09828  0.2019
N 2500 0124 0104 0.143 09808 02100
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 0127 0.098 0155 09687  0.3090

Sulfametoxazol (gL™")

Figura 33 Valores de pmax obtenidos de Tabla 22 Parametros cinéticos del modelo
la regresion no lineal del modelo logistico en el crecimiento radial de A. rouxii en
logistico durante el crecimiento radial medio Lee (2X) para SMX.

de A. rouxii en medio Lee (2X) en

presencia de diferentes concentraciones

de SMX. Las barras de error simbolizan

los intervalos de confianza estimados (p-

valor > 0.05).

La figura 33 muestra los valores pmax 0btenidos a partir del modelo logistico para el crecimiento
radial de A. rouxii con diferentes concentraciones de SMX. La [max Obtenida enel cultivo control
es muy similar a la de los cultivos con 100 y 250 pg Lt SMX. Los pardmetros cinéticos se
calcularon con una confianza de p-valor >0.05 (tabla 22). Los resultados de los intervalos de

confianza confirman que las diferencias en los valores pmax no son significativas.
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Figura 34 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de PCT, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

La figura 34 muestra las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii del cultivo control y con
diferentes concentraciones de PCT. Se realizo un ajuste de los datos experimentales usando la
ecuacion logistica. Se observo buen ajuste de los datos, tanto para el cultivo sin PCT comopara los
cultivos con el farmaco (valores de R? y X?). La fase estacionaria comenzd en el cultivo control a
las 28 h de cultivo (figura 34 A). La presencia de PCT modificé el comienzode la fase estacionaria
entre 8y 10 h de cultivo para los tratamientos con las diferentes concentraciones estudiadas (figura
34 B, C,D, E, FyG). Lafase lag fue de 6 h para los cultivos con control y con 100, 250, 1000 pg
L. Para los cultivos con,1500, 2500 y 5000 gL la fase lag fue de 9 h.

Los valores de pmax Obtenidos a partir del modelo logistico para el crecimiento radial de A. rouxii
en presencia de PCT se muestran en la figura 35. Los tratamientos con PCT y el cultivo control
tuvieron valores similares de pmax. ESto se confirma con los parametros cinéticos del crecimiento
radial de A. rouxii calculados con un intervalo de confianza de p- valor >0.05 (tabla 23). Los
intervalos de confianza de la pmax Se tocan indicando que no haydiferencia significativa entre el

cultivo control y con las diferentes concentraciones de PCT.
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Paracetamol | i, |Intervalo de Confianza | R? x
(elh | @) 95%
= (09
S \ Inferior ]Superior
\ 0 0.200  0.175 0.224 09832 0.1977

100 0.165  0.143 0187 0.9902  0.1248
250 0.158 0128 0.188  0.9796  0.2550
1000 0152 0129 0176 09860  0.1749
1500 0.150 0122 0177 09821  0.1863

. NN § 2500 0118 0080 0155 09343 05826
0 100 250 1000 1500 2500 5000 5000 0138 0115 0162 09826 0.1856
Paracetamol (gL ")
Figura 35 Valores de pmax obtenidos de Tabla 23 Parémetros cinéticos del modelo
la regresion no lineal del modelo logistico en el crecimiento radial de A. rouxii
logistico durante el crecimiento radial de en medio Lee (2X) para PCT.

A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia
de diferentes concentraciones de PCT
Las barras de error simbolizan los
intervalos de confianza estimados (p-
valor > 0.05).
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Figura 36 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de IBP, pug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

Las cinéticas del crecimiento radial A. rouxii en presencia de diferentes concentraciones de IBP y
sin el farmaco se presentan en la figura 36. Los datos se ajustaron usando el modelo logistico. Se

observd que tanto el cultivo control como los tratamientos con IBP se ajustaronbien. En el cultivo
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control la fase estacionaria comenzé a las 28 h (figura 36 A). Con IBP elinicio de la fase
exponencial fue entre las 36 y 38 h (figura 36 B, C, D, E, Fy G). La fase lagfue de 6 h para los
cultivos con IBP, excepto con 5000 pg L, es este cultivo fue de 9h.
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Figura 37 Valores de pmax obtenidos de
la regresion no lineal del modelo logistico
durante el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de IBP. Las

Tabla 24 . Parametros cinéticos del
modelo logistico en el crecimiento
radial de A. rouxii en medio Lee (2X)
para IBP.

barras de error simbolizan los intervalos
de confianza estimados (p-valor > 0.05).

Los valores de pmax del crecimiento radial de A. rouxii con diferentes tratamientos de IBP yel
control representan en la figura 37. Las diferencias de pumax en los cultivos con 100, 250, 1000,
1500, 2500 y 5000 pg L™t con respecto al control no son significativas. En la tabla 24 presenta los
parametros cinéticos del crecimiento radial de A. rouxii calculados con un intervalo de confianza
de p-valor >0.05. Los intervalos de confianza obtenidos confirman que los valores de pmax no

presentan diferencia significativa con respecto al control (tabla 24).
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Figura 38 Cinéticas de la fase exponencial y de la fase estacionaria de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con
diferentes concentraciones de PETD, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua
representa el ajuste del modelo logistico no lineal de los datos experimentales.

La figura 38 muestra las cinéticas del crecimiento radial de A. rouxii con la presencia de diferentes
tratamientos de BETD. El ajuste de la fase estacionaria se llevo a cabo con el modelo logistico. El
comienzo de la fase estacionaria en el cultivo control fue a las 28 h de cultivo (figura 38 A). En
los cultivos con BETD, independientemente de la concentracion, lafase estacionaria empezo a las
38 h (figura 38 B, C, D, E, Fy G). La fase lag fue de 6 h paralos cultivos con concentraciones de
100 a 1500 pg Lty de 9 h para 2500 y 5000 pg L.
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Figura 39 Valores de umax obtenidos de la Tabla 25 Parametros cinéticos del modelo
regresion no lineal del modelo logistico logistico en el crecimiento radial de A. rouxii en
durante el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) para BETD.

medio Lee (2X) en presencia de diferentes

concentraciones de PETD. Las barras de

error simbolizan los intervalos de confianza

estimados (p-valor > 0.05).

En la figura 39 se presentan los valores de Hmax del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de
BETD. Los pardametros se obtuvieron a partir del modelo logistico. Los valoresde Hmax con €l
farmaco presentaron una disminucion de la pmax de 1.52 veces en promedio conrespecto al cultivo
control, los tratamientos presentaron una disminucion significativa ya que los intervalos de
confianza no se tocan (tabla 25). Todos los valores de pmax fueron calculadoscon una confianza de
p-valor >0.05. Bestradiol fue el tnico farmaco, de los ensayados, que afecto significativamente la

Hmax de crecimiento radial de A. rouxii.

4.4. Inhibicion del crecimiento radial a las 24 h de cultivo

El efecto inhibitorio del crecimiento radial de A. rouxii causado por los farmacos se calcul6 con
los datos de crecimiento a las 24 h, en la fase exponencial, ya que, a las 44 h, en todos los
tratamientos se alcanzé el crecimiento maximo. Los resultados del porcentaje de inhibicion se
analizaron a traves de un Disefio Completamente al Azar (DSA) de un solo factor Los tratamientos

se sometieron a dos hipotesis.
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Los datos experimentales mostraron que los doce tratamientos presentan una distribucién normal.
A través del método de Kolmogorov-Smirnov se comprob6 que los tratamientos conDFC, TRC,
NPX, CPFX, BSFA, SMX, PCT, TRP, IBP y BETD presentaron una normalidadde la distribucién

de los residuos. Sin embargo, para los tratamientos con CBZ y OFX se comprobo la distribucion

normal por el método de D’Agostino Kurtosis (p-valor > 0.05).

El supuesto de homogeneidad de varianza se comprob6 por el método de Levene, se identificd
que siete tratamientos (TRC, NPX, CPFX, BSFA, SMX, PCT y TRP) presentaron una
homogeneidad de varianza (p-valor > 0.05) y que cinco tratamientos no presentaron
homogeneidad de varianza (DFC, IBP, BETD, CBZ y OFX). Para los tratamientos que presentaron
una homogeneidad de varianza la comparacién multiple se llevo a cabo medianteel método HSD

de Tukey y para aquellos que no presentaron una homogeneidad de varianzase utilizé el método

de Games-Howell.

Efecto inhibitorio del crecimiento radial de A. rouxii en presencia de PhACs
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704
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Inhibiciéon del crecimiento radial (%)
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Figura 40 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24
h obtenidos mediante la prueba Post Hoc (HSD de Tukey) en el
crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia
de diferentes concentraciones de TRC ug L-1 (1:100, I1: 250,
111:1000 IV: 1500, V:2500, VI:5000) los nimeros romanos
indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.

Triclosén Inhibicion | Intervalo de Confianza

(gL | crecimiento 95%
radial (%) (%)

Inferior ] Superior

100 10.82 9.118 12.522

250 17.91 16.208 19.612

1000 22.91 21.208 24.612

1500 28.32 26.623 30.027

2500 37.07 35373 38.777

5000 52.08 50.383 53.787

Tabla 26 Porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de A. rouxii causado por
la presencia de TRC, a las 24 h de cultivo.

En la figura 40 se representan los porcentajes de inhibicién promedio del crecimiento radialde A.

rouxii a las 24 h de cultivo con diferentes concentraciones de TRC. Los parametros descriptivos
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sefialan que la concentracion con 100 pg L™ presentd el menor porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (10.82%) y el aumento de la concentracion del farmaco a 5000 pg L™ presentd
un aumento de 4.81 veces de la inhibicion del crecimiento radial (tabla26).

El ANOVA mostré un valor de F= 312.534 con un p-valor = 6.39 x10% con base a esto se

concluyé que al menos uno de los tratamientos fue estadisticamente diferente (tabla B 1.1 anexo).

A través de la prueba Post Hoc HSD de Tukey (tabla B1.4 anexo) se obtuvieron 6 seis subgrupos
homogéneos, mostrando que los diferentes tratamientos con el farmaco son estadisticamente
diferentes entre si. En el primer subgrupo (100 pg L) la inhibicién del crecimiento radial se
encontrd en el intervalo de confianza de 9.11 — 12.52 %, en el segundosubgrupo (250ug L) el
intervalo fue de 16.20 -19.61 %, en el tercer subgrupo (1000 pg L™ 1) el intervalo se encontré de
21. 20- 24.61 %, el cuarto subgrupo (1500 pg L) se encontrd de 26.62— 30.02 %, en el quinto
(2500 pg L) el intervalo fue de 35.37 — 33.77 % y para el sexto el intervalo fue de 50.38- 53.78
% (tabla 26). Estos resultados indican que A. rouxii essensible a las diferentes concentraciones
probadas de TRC.

Naproxeno
100
90 4

80 4

70 - \'

Naproxeno Inhibicién Intervalo de
Lty (ngLh crecimiento Confianza
50 - radial (%) 95%

40- (%)

Inhibicién del crecimiento radial (%)

v Inferior | Superior

30 100 10.40 8.573 12.237
20 250 15.82 13.993 17.657
1000 16.24 14413 18.077

10 1500 22.07 20238 23.902
0 2500 2832 26.488 30.152
100 250 1000 1500 2500 5000 3000 38.33 56498 60162

Naproxeno (ug L")

Figura 41 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h obtenidos
mediante la prueba Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial de
A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de diferentes concentraciones de
NPX pg L-1 (1:100, 11: 250, 111:1000 IV: 1500, V:2500, VI1:5000) los
ntmeros romanos indican diferencias estadisticas entre los subgrupos.

Tabla 27 Porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de A. rouxii causado
por la presencia de NPX, a las 24 h de
cultivo.

La tabla 27 muestra los pardmetros estadisticos del porcentaje de inhibicion promedio y los

80



Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

intervalos de confianza evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii en
presencia de NPX a las 24 h de cultivo. Los pardmetros mostraron que a la menor concentracion
la inhibicion del crecimiento radial fue de 10.40 %, al aumentar la concentracion de NPX hasta
5000 ug L se presentd un aumento de 5.60 veces del porcentajede inhibicion. Se observo que la
presencia del farmaco a diferentes concentraciones, excepto a 250 y 1000 pg L™ que presentaron

la misma inhibicién, afect6 el crecimiento radial de A. rouxii.

A través del ANOVA se obtuvo un valor de F= 373.921 y una significancia de 4.574.57 x 102
concluyendo que al menos uno de los tratamientos probados fue estadisticamente diferente (tabla
B2.1 anexo).

La prueba Post Hoc HSD de Tukey (tabla B2.4 anexo) formo cinco subgrupos homogéneos(Figura
41). El primer subgrupo (100 pg L) se encontrd en el intervalo de confianza de 8.57-
12.23 %, el segundo subgrupo (250 y 1000 pg L) se encontrd en el intervalo de 13.99-17.65

%, en el tercer subgrupo (1500 pg L) fue de 20.23-23.90 %, el cuarto subgrupo (2500 ugL™)
se encontro entre 26.48- 30.15 % y en el quinto subgrupo (5000 pg L) fue de 56.49-60.

Ciprofloxacino

100 -
904
801

70 4

Ciprofloxacino | Inhibicién | Intervalo de Confianza

S
I
E:
S
5 604 (pg LY crecimiento 95%
g 504 radial (%) (%)
g Inferior l Superior
< 404 100 8.32 6.776 9.864
2 250 15.825 14.281 17.369
:g 1000 19.605 18.061 21.149
B 1500 19.625 18.081 21.169
’_E 2500 20.915 19.371 22459
5000 27.07 25.526 28.614
100 250 1000 1500 2500 5000 Tabla 28 Tabla 26. Porcentaje de inhibicion
Ciprofloxacino (ug LY del crecimiento radial de A. rouxii causado
por la presencia de CPFX a las 24 h de

Figura 42 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a
las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc (HSD de
Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee
(2X) en presencia de diferentes concentraciones de CPFX
pg L-1 (1:100, 11: 250, 111:1000 1V:1500, V:2500,
V1:5000) los nGmeros romanos indican diferencias
estadisticas entre los subgrupos.

cultivo.
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Los parametros estadisticos del porcentaje de inhibicion promedio y los intervalos deconfianza
evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo en
presencia de CPX se presentan en la figura 42 y tabla 28. Se observd que al aumentar la
concentracion de CPX el porcentaje de inhibicién promedio del crecimiento radial aumentd
(figura 54). EI menor porcentaje de inhibicidn (8.32%) se observo con la menor concentracion de
CPX, pero al aumentar la concentracion a 5000 el porcentaje de inhibicion incremento en 3.25

VeCes.

El ANOVA (tabla B3.1 anexo) present6 un valor de F=67. 374 con una significancia de 2.14x 10°
15 demostrando que al menos uno de los tratamientos probados es diferente. El analisis Post Hoc
HSD de Tukey (tabla B3.4 anexo) presentd cuatro subgrupos homogéneos estadisticamente
diferentes entre si. En el primer subgrupo (100 pg L™?) la inhibicion del crecimiento radial se
encontrd en el intervalo de confianza de 6.77— 9.86 %, para el segundosubgrupo (250ug L) el
intervalo fue de 14.28 — 17.36 %, en el tercero (1000, 1500 y 2500 pg L) el intervalo se encontrd
de 18.06 -22.45 %, y para el cuarto subgrupo (5000 pg L) se encontr6 de 25.52 -28.61 % (tabla
28).

Bisfenol A

100 4
90
804

704

60 4 Bisfenol A Inhibicién Intervalo de Confianza
(ug LY crecimiento 95%
50 radial (%) %)
404 Inferior | Superior
I\ 100 6.66 5.253 8.067

301 il 250 9.57 8.168 10.982

Inhibicién del crecimiento radial (%)

1000 11.65 10.25 13.064
1500 16.25 14.843 17.657
2500 20.82 19.418 22232
5000 25.82 24413 27.227

100 250 1000 1500 2500 5000
Bisfenol A (ug L™

Tabla 29 Porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de A. rouxii causado por la

Figura 43Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las presencia de BSFA, a las 24 h de cultivo.

24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc (HSD de
Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee
(2X) en presencia de diferentes concentraciones de BSFA
pg L-1 (1:100, 11: 250, 111:1000 IV: 1500, V:2500,
V1:5000) los ndmeros romanos indican diferencias
estadisticas entre los subgrupos.
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En la tabla 43 se muestran los porcentajes de inhibicion promedio y los intervalos de confianza
evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo para
los diferentes tratamientos con BSFA. EI ANOVA mostré un valor de F=110.673 con un p-valor
= 2.13 X 1078 demostrando que al menos uno de los tratamientos probados es estadisticamente
diferente (tabla B 4.1 anexo).

Mediante el analisis Post Hoc HSD de Tukey (tabla B 4.4 anexo) se formaron cuatro subgrupos
homogeéneos (figura 55). En el primer subgrupo (100, 250, 1000 pg L) la inhibicion del
crecimiento radial se encontro en el intervalo de confianza de 5.25 -13.06 %, en el segundo
subgrupo (1500 pg L) el intervalo fue de 14.82 -17.65, en el tercero (2500 pg L) de 19. 41-
22.23 y el cuarto subgrupo (5000 pg L) se encontro entre 24.41 - 27.22

(tabla 29).

Los parametros descriptivos muestran que al aumentar la concentracion de BSFA también
aumenta el porcentaje promedio de inhibicion (figura 43). EI menor porcentaje de inhibicion
promedio (9.29 %) se observd con 100, 250 y 1000 pg L%, al aumentar la concentracion a 5000

ug Lt el porcentaje de inhibicion aument6 2.77 veces.

Sulfametoxazol

100 4
90 -
80

70

& Ml il Sulfametoxazol | Inhibicion | Intervalo de Confianza 95%

Inhibiciéon del crecimiento radial (%)

50 - (gL' crecimiento (%)
radial (%) Inferior | Superior
40+ 100 17.49 14.346 20.634
204 250 19.155 16.011 22.299
1000 30.382 27.237 33.526
20 1500 35.825 32.681 38.969
2500 45.825 42.681 48.969
19 5000 4833 45.186 51474

100 250 1000 1500 2500 5000

4 Tabla 30 Porcentaje de inhibicion del
Sulfametoxazol (ug L") crecimiento radial de A. rouxii causado por la

Figura 44 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién presencia de SMX, a las 24 h de cultivo.

a las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc

(HSD de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii

en medio Lee (2X) en presencia de diferentes

concentraciones de SMX pg L-1 (1:100, 250,

11:1000,1500, 111:2500, 5000)) los tratamientos con el

mismo ndmero romano indican que  son

estadisticamente similares.
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En la figura 44 se observan los porcentajes de inhibicién promedio y los intervalos de confianza
evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo con
diferentes concentraciones de SMX. EI ANOVA mostr6 un valor de F= 71.416con un p-valor =
9.62 x 107 con lo cual se concluye que al menos uno de los tratamientos esestadisticamente
diferente (tabla B 5.1 anexo).

A través del anélisis Post Hoc HSD de Tukey (tabla B 5.4 anexo) se obtuvieron tres subgrupos
homogéneos. La inhibicion del crecimiento radial para el primer subgrupo (100 y250 pg L) se
encontrd en el intervalo de confianza de 14.34- 22.29 %, para el segundo subgrupo (1000 y 1500
ug L) el intervalo fue de 16.01-38.96 % y el tercer subgrupo (2500y 5000 ug L) se encontrd
entre los intervalos de 42.68- 51.47 %. Los parametros descriptivos mostraron que el menor
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial se obtuvo con las concentraciones de 100 y 250
ug L (17 %). En este intervalo de concentracion la inhibicion fue 2.76 veces menor que la

inhibicion observada en el intervalode concentracion de 2500-5000 pg L (tabla 30).

Paracetamol

100
90 4
80

704

S
s
k]
'
% 604 Paracetamol Inhibicién Intervalo de
g 1 1 (ugLhH crecimiento Confianza 95%
'g 50 radial (%) (%)
5 Inferior ] Superior
40 4
] 100 22.493 19.617 25.368
2 30l 250 25.612 22737 28488
Tg 1000 27.488 24.612 30.363
9 201 1500 36.863 33.987  39.738
g 10 4 2500 46.238 43.362 49.113
5000 43.748 40.872 46.623
o -
100 250 1000 5000
Paracetamol (ug L) Tabla 31 Porcentaje de inhibicion del

crecimiento radial de A. rouxii causado por

. . . la presencia de PCT, a las 24 h de cultivo.
Figura 45 Agrupamiento del porcentaje de

inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba
Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial
de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de PCT pg L-(1:100,
250, 1000, 11:1500, IlI: 2500, 5000) los
tratamientos con el mismo nimero romano
indican que son estadisticamente similares.
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En la tabla 31 se observan los intervalos de confianza evaluados con un p-valor >0.05y los
parametros estadisticos del porcentaje de inhibicion promedio para el crecimiento radial de A.
rouxii a las 24 h de cultivo para los diferentes tratamientos con presencia de PCT. EI menor
porcentaje de inhibicidn (22. 31 %) se observo en el intervalo de concentracion de 100-1000ug L
1. Al aumentar la concentracion de PCT en el intervalo de 2500-5000 pg L™ el porcentaje de
inhibicion fue 1.96 veces mayor con respecto al intervalo de 100-1000 pg L (figura 45).

Se obtuvo un valor de F= 53. 141con una significancia de = 3.76 x 10" a través del ANOVA,

concluyendo que al menos uno de los tratamientos probados es diferente (tabla B 6.1 anexo).

El analisis Post Hoc HSD de Tukey formo tres subgrupos homogéneos estadisticamente diferentes
entre si (tabla B 6.4 anexo). Se encontrd en el intervalo de confianza para la inhibicion del
crecimiento radial fue de 19.61-30.36 % al primer subgrupo (100, 250, 1000 pg L), para el
segundo subgrupo (1500 pg L) fue de 33.98 -39.73% v para el tercer subgrupo (2500, y 5000 pig
L) fue de 43.36-46.62 % (tabla 31).
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g 100 19.57 16.599 22.551

5 250 28.74 25.764 31.716
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‘E 1500 31.65 28.679 34.631

£ 2500 30.82 27.849 33.801
5000 30.82 27.849 33.801
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Trimetoprima (ug L™) Tabla 32 Porcentaje de inhibicion del crecimiento

Figura 46 Agrupamiento del porcentaje de de A. rouxii causado por la presencia de TRP, a las
inhibicion a las 24 h obtenidos mediante la prueba 24 h de cultivo.

Post Hoc (HSD de Tukey) en el crecimiento radial
de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de TRP pg L-1 (1:100,
250, 1000, 1500, 2500, 11:5000) los tratamientos
con el mismo numero indica que son
estadisticamente similares.

La tabla 32 y la figura 46 muestran los pardmetros estadisticos del porcentaje de inhibicion
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promedio y los intervalos de confianza evaluados con un p-valor >0.05para el crecimiento radial
de A. rouxii en presencia de diferentes concentraciones de TRP a las 24 h de cultivo. Se observo
una inhibicion porcentual promedio de 30.32 con las concentraciones de 250- 5000 pg L. Los
parametros muestran que con la menor concentracion de TRP la inhibicidndel crecimiento radial
fue de 19.57 %y al aumentar la concentracion se observé un aumentode 1.57 veces en promedio

del porcentaje de inhibicion.

A través del ANOVA se obtuvo un valor de F=9.572 y un p-valor = 41.54 x 10~ concluyendoque
al menos uno de los tratamientos probados es estadisticamente diferente (tabla B 7.1 anexo).

Mediante el analisis Post Hoc HSD de Tukey se obtuvieron dos subgrupos homogeéneos (figura
46) (tabla B 7.4 anexo). El primer subgrupo integrado por 100 pg L™ se encontré en el intervalo
de confianza de 16.59-22.55% y el segundo subgrupo (250-5000 pg L) se encontrd entre 25.76-
33.80 %.
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Diclofenaco (ug L) Tabla 33 Porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial de A. rouxii causado por la presencia de

Figura 47 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a DEC. a las 24 h de cultivo.

las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc (Games-
Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio
Lee (2X) en presencia de diferentes concentraciones de
DFC pg L-1 (1:100, 250, 11: 1000,1500, 2500, I11: 5000)
los tratamientos con el mismo nimero romano indican
que son estadisticamente similares.
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El porcentaje promedio de la inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo
con DFC se observa en la tabla 33. Los pardmetros descriptivos muestran que a la menor
concentracion el porcentaje de inhibicion promedio del crecimiento radial fue de 2.83% y se
observo que al aumentar la concentracion del farmaco hasta 5000 pg L™ la inhibicion aumento
19.81 veces.

El ANOVA present6 un valor de F= 456.697 y una significancia de p-valor = 2.38 x102, por lo
que se concluy6 que al menos uno de los tratamientos fue estadisticamente diferente (tabla B 8.1
anexo). El andlisis estadistico de comparaciones multiples Games-Howell (tablaB 8.4 anexo)
mostr6 que todos los tratamientos son estadisticamente diferentes entre si, formando seis
subgrupos homogéneos (Figura 47). En el primer subgrupo (100 pg L) la inhibicién del
crecimiento radial se encontré en el intervalo de confianza de 1.00 - 4.67 %, en el segundo
subgrupo (250ug L) el intervalo fue de 10.24 -13.91 %, en el tercero (1000 pg L) el intervalo
fue de 17. 31- 20.99 %, el cuarto subgrupo (1500 pg L) se encontro de

22.32 — 25.99 %, el quinto subgrupo (2500 pg L™?) el intervalo fue de 36.48 — 40.15 % y parael
sexto subgrupo el intervalo fue de 54.40- 58.08 % (tabla 33). Se observo que el crecimientoradial
de A. rouxii es sensible a todas las concentraciones de DFC probadas.
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IBP, a las 24 h de cultivo.
Figura 48 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a las 24 h
obtenidos mediante la prueba Post Hoc (Games- Howell) en el
crecimiento radial de A. rouxii en medio Lee (2X) en presencia de
diferentes concentraciones de IBP pg L-1 (1:100, 250, II:
1000,1500, 2500, I11: 5000) los tratamientos con el mismo nimero
romano indican que son estadisticamente similares.
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Los parametros estadisticos del porcentaje de inhibicion promedio y los intervalos deconfianza
evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo para

las diferentes concentraciones de IBP se presentan en la tabla 34.

El ANOVA (tabla B 9.1 anexo) present6 un valor de F= 10.86 con una significancia de 8.16x 10
®. Sin embargo, a través del analisis de comparacion maltiple de Games-Howell (tabla B 9.4
anexo) se observo la formacion de solo un subgrupo, mostrando que las diferentes concentraciones
de IBP presentaron porcentajes de inhibicion estadisticamente similares (figura 48). La inhibicion
promedio del crecimiento radial con IBP se encuentra entre el intervalo de confianza de 10.22-
41.85%.
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Figura 49 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a radial de A. rouxii causado por la presencia de PETD,
las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc (HSD a las 24 h de cultivo.

de Tukey) en el crecimiento radial de A. rouxii en medio
Lee (2X) en presencia de diferentes concentraciones de
BETD ug L-1 (1:100, 250, 1000,1500, 2500, 5000) los
tratamientos con el mismo nimero romano indican que
son estadisticamente similares.

La tabla 35 muestra los intervalos de confianza evaluados con un p-valor >0.05 y los
parametros estadisticos del porcentaje de inhibicion promedio para el crecimiento radial de A.

rouxii a las 24 h de cultivo para los diferentes tratamientos con BETD.

El ANOVA (tabla B 10.1 anexo) present6 un valor de F= 11.533 con un p-valor = 6.12 x 10?2, Sin
embargo, a través de la prueba Post Hoc HSD de Tukey (tabla B 10.4 anexo) se concluyo que

todos los tratamientos se agrupan en un solo subgrupo homogéneo. Se tiene una confianza del
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95% de que la inhibicion radial causada por BETD se encuentra en un intervalo de confianza de
19.01- 48.46 % (figura 49).

Carbamazepina

g
=
5
£
g Carbamazepina | Inhibicién | Intervalo de Confianza
E (ng LY crecimiento 95%
g radial (%) (%)
S Inferior | Superior
3 100 22.49 19.661 25.324
g 250 21.36 18.528 24.192
2 1000 33.11 30.281 35.944
= 1500 38.68 35856  41.519
= 2500 40.56 37.731 43.394
5000 100 97.168  102.832
100 250 1000 1500 2500 5000

Carbamazepina (ug L") Tabla 36 Porcentaje de inhibicion del crecimiento
Figura 50 Agrupamiento del porcentaje de inhibicién a radial de A. rouxii causado por la presencia de
las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc CBZ, alas 24 h de cultivo.

(Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) en presencia de diferentes
concentraciones de CBZ pg L-1 (1:100, 250, II:
1000,1500, 2500, I1I: 5000) los tratamientos con el
mismo  nUimero romano indican que  son
estadisticamente similares.

La tabla 36 y la figura 50 muestran los parametros descriptivos del porcentaje de inhibicion
promedio y los intervalos de confianza evaluados con un p-valor >0.05 para el crecimiento radial
de A. rouxii a las 24 h de cultivo con diferentes concentraciones de CBZ. EI ANOVApresentd un
valor de F= 468.984 con una significancia de 2.11 x10!8 demostrando que por lo menos uno de

los tratamientos es estadisticamente diferente (tabla B 11.1 anexo).

Mediante el andlisis de comparaciones multiples de Games-Howell se obtuvieron tressubgrupos
(tabla B 11.4 anexo) mostrando diferencias estadisticas entre los diferentes subgrupos. La
inhibicion del crecimiento radial en el primer subgrupo (100 y 250 ug L) se encontré en el
intervalo de confianza de 19.66-24.19 %, para el segundo subgrupo (1000, 1500 y 2500 ug L™?) el
intervalo fue de 30.28-43.39 % y en el tercer subgrupo (5000 pg L™Yse encontrd entre 97.16-
102.83 % (tabla 36).

A través de los parametros descriptivos se observo que con la concentracion de 100 pg L el

porcentaje de inhibicién promedio del crecimiento radial fue de 22.49% pero al aumentar la
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concentracion del farmaco hasta 5000 pg L™ se obtuvo una inhibicion completa decrecimiento
radial, es decir 100 %.

Ofloxacino
100 -
:\; 90 4
5 80-
g
& 704
%’ 604 Ofloxacino Inhibicidn Intervalo de
%’ v (ug LY crecimiento Confianza 95%
'g 50 - radial (%) (%)
5 i Inferior | Superior
Cilial 100 11.65 9.541 13.759
-g 304 250 16.245 14.136 18.354
2 1000 2041 18301 22519
9 201 1500 22.08 19.971 24.189
E 10- 2500 32.07 29.961 34.179
5000 49.165 47.056 51.274
0
100 250 1000 1500 2500 5000 Tabla 37 Porcentaje de inhibicion del crecimiento
Ofloxacino (ug L) radial de A. rouxii causado por la presencia de OFX, a

las 24 h de cultivo.

Figura 51 Agrupamiento del porcentaje de inhibicion a
las 24 h obtenidos mediante la prueba Post Hoc
(Games- Howell) en el crecimiento radial de A. rouxii
en medio Lee (2X) en presencia de diferentes
concentraciones de OFX pg L-1 (1:100, 250, II:
1000,1500, 2500, II1: 5000) los tratamientos con el
mismo  numero romano indican que  son
estadisticamente similares.

Los pardmetros descriptivos del porcentaje de inhibicion promedio y los intervalos de confianza
evaluados con un p-valor > 0.05 para el crecimiento radial de A. rouxii a las 24 h de cultivo con
diferentes concentraciones de OFX se observan en la tabla 37 y en figura 51.Los parametros
descriptivos muestran que con 100 pg L™ el porcentaje de inhibicionpromedio del crecimiento
radial fue de 11.65%, este resultado indica que fue 4.22 veces menor a la inhibicion observada
con 5000 pg L.

El ANOVA presento un valor de F= 172.154 con un p-valor= 23.82 x 102* demostrando queal

menos uno de los tratamientos es estadisticamente diferente (tabla B 12.1 anexo).

A través del anélisis de comparaciones multiples de Games- Howell se obtuvo una diferenciacion
estadistica de los tratamientos, formandose cuatro subgrupos (tabla B 12.4 anexo). Para el primer
subgrupo (100 pg L) la inhibicion del crecimiento radial se encontrdentre el intervalo de
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confianza de 9.54 — 13.75 %, en el segundo subgrupo (250, 1000 y1500ug L™?) el intervalo fue de
14.13-24.18 %, en el tercero (2500 pg L) de 29.96 — 34.17 y parael cuarto subgrupo (5000 pg L-
1y se encontrd entre 47.05 — 51.27 (tabla 37).
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Capitulo 5

5. Discusion

En este estudio se observo que la presencia de las diferentes concentraciones de PhACs causaron
modificaciones en el grosor del micelio y en el tiempo de esporulacion durante el crecimiento de
A. rouxii, respecto al cultivo control. Zafra et al., (2015) observaron también algunas
modificaciones morfoldgicas (pigmentacién del micelio y tiempo de esporulacion) causadas por
la presencia de altas concentraciones de hidrocarburos policiclicos aromaticos(PHAS) durante el

crecimiento de Aspergillus nomius y Trichoderma asperellum en placas de agar.

Actualmente, existen modelos matematicos que son capaces de modelar el crecimiento de hongos
en medio solido a partir de datos de biomasa producida, de mol de CO: producido, de algin
metabolito primario producido y de datos de extension de micelio (crecimiento radial)
(Bevilacqua et al., 2017; Feng et al., 2013; Nagel et al., 1999; Narahara et al., 1982;Okazaki et
al., 1980; Sadafioski et al., 2018). En este estudio se llevaron a cabo el modelamiento de las fase
estacionaria y exponencial a través de modelos no estructurados, empleando la ecuacion logistica
para modelar la fase exponencial y estacionaria y se usé unaregresion lineal para modelar la fase

exponencial a partir de datos de crecimiento radial (mm de micelio).

Mediante regresion lineal se determind el valor de Vmax, a partir de datos experimentales del
crecimiento radial. El valor promedio de Vmax en los cultivos control fue 1.56 mm h™. La Vmax, de
A. rouxii crecido en presencia de los PhACs no mostr6 diferencia significativa, excepto en
presencia de DCF, CBZ y BETD. Se demostrd que la concentracion de esos PhACs afecta
negativamente la velocidad de crecimiento de A. rouxii. En los cultivos con 2500 y 5000 pg DCF
LT la Vmax fue 1.4 veces menor con respecto al control y a los cultivos con menores
concentraciones de DCF probadas. En presencia de 1500 y 2500 pg CBZ L lavelocidad de
crecimiento de A. rouxii disminuy0 1.2 veces con respecto a las otras concentraciones (100 a 1000
ug L) y el cultivo control. E1 BETD fue el tinico PhAC, de todos los estudiados en este trabajo,
que afectd negativamente la velocidad de crecimiento de A. rouxii sin importar la concentracion.

En promedio Vmax fue 1.4 veces menor en cultivos con BETD que en el cultivo sin el farmaco.

La regresion lineal ha sido usada para calcular la Vmax del crecimiento de hongos por muchos
autores (Baldrian & Gabriel, 2002; Dagnas & Membré, 2013; dos Santos et al., 2008; Trinci,1971).
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Por otro lado, (Guillén & Machuca, 2008b) reportaron el efecto de Cu en la tasa de crecimiento
radial y la produccion de biomasa de hongos basidiomicetos. Los autores no encontraron
correlacion entre estos dos parametros. El efecto de la temperatura en elcrecimiento radial de
hongos de los géneros Penicillium, Alternaria, Botrytis, Rhizpous y Mucor, patogenos a frutas fue
estudiada y se reporto la relacion de la temperatura con la Vmaxdel crecimiento de los hongos. Es
decir, la Vmax €s un parametro util para determinar crecimiento de hongos en medio sélido y el

efecto de condiciones ambientales (quimicas y fisicas).

En el presente trabajo se demostro que el patron de crecimiento de A. rouxii en presencia yausencia
de PhACs puede ser modelado mediante la ecuacion logistica, sin embargo, el ajustedel perfil de
crecimiento en presencia de algunas concentraciones de PhACs se vio modificado. El perfil de
crecimiento de A. rouxii para el cultivo control mostré una curva decrecimiento sigmoide con un

buen ajuste a la ecuacion logistica (R? >0.975).

Hsieh et al.,,(2007), modelaron el crecimiento de Aspergillus sp BCRC 31996, Monascus pilosus
BCRC31527 y Rhizopus oligosporus en cultivos liquidos utilizando la ecuacién logistica. Nagel
et al., (1999) evaluaron la tasa de crecimiento especifico de R. oligosporus,a partir de la
acumulacion de COgy, utilizando la ecuacién logistica. Esto demuestra que tanto datos del
crecimiento radial como de produccion del CO2 permiten modelar el crecimiento de los hongos

en medio sélido utilizando esta ecuacién.

En los cultivos con 100, 250, 1000 y 1500 pg L2, el perfil de crecimiento mostré un buen ajuste
al modelo a excepcion del cultivo con IBP que no se ajustd bien al modelo debido a laalta variacién

experimental.

El crecimiento de A. rouxii en los cultivos con 2500 pg L™ de BSFA, CPFX, OFX, NPX, TRP,
DFC, TRC, IBP, SMX y BEST tuvo un buen ajuste al modelo, esto representa el 83.33% de los
PhACs probados. El crecimiento del hongo en presencia de CBZ no se ajustdbien al modelo

logistico, R? <0.975 indicando que la CBZ causa cierta toxicidad al hongo.

El crecimiento de A. rouxii en presencia de PCT no present6 un buen ajuste al modelo debidoa la

gran variacion experimental durante la medicion de los halos de crecimiento.

El crecimiento de A. rouxii en los cultivos con 5000 ug L* de BSFA, CPFX, IBP, PCT, OFXy TRC

presento un buen ajuste al modelo logistico. El perfil de crecimiento de A. rouxii en presencia de
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BEST, TRP, SMX, NPX, DFC ha dicha concentracion se alter6 provocando unmal ajuste al
modelo logistico. La mayor parte de los datos experimentales se agruparon en la fase exponencial,
por lo tanto, los datos experimentales en la fase estacionaria disminuyeron. Este perfil de
crecimiento indica que posiblemente el metabolismo primario del hongo se vio afectado por la
presencia de estos farmacos. Es decir, probablemente algunasproteinas del metabolismo energético
cambian su expresion en presencia de estos farmacos.Ruiz-Lara et al., (2020) demostraron que
las proteinas, transaldolasa, malato hidrogenasa, ATP sintasa, relacionadas con el metabolismo
energético, cambiaron su expresion en presencia de pentaclorofenol. Para poder corroborar el

efecto de estos PhACs a nivel de metabolismo primario habria que realizar estudios de protedmica.

Se observo que A. rouxii presentd inhibicion completa del crecimiento radial en presencia de5000
ug L de CBZ, estos resultados demostraron que este farmaco es el Gnico toxico para el hongo de
todos los PhACs estudiados en este trabajo. No se ha reportado que CBZ presentetoxicidad a
hongos. Existen estudios que reportan la toxicidad de dicho farmaco en organismos acuaticos,
Vernouillet et al., (2010) observaron efectos toxicos fisiolégicos y morfolégicos en
Pseudokirchneriella subcapitata, Thamnocephalus platyurus y Hydra attenuata a
concentraciones de ng/L de CBZ. Jelic et al.,(2012) reportan degradacién de CBZ con T.
versicolor, P. ostreatus y P. chrysosporium, pero no hacen estudios de toxicidadpara CBZ.
También se ha reportado la inhibicidn del crecimiento de algas como Desmoldemos subsistes,
Thamnocephalus platyurus y Orzas latines por la presencia de CBZa concentraciones de 74-1000
mgL* (Kim et al., 2009; Santos et al., 2010). Xia-Jing et al., (2017) reportaron un efecto toxico
de CBZ a concentraciones de miligramos por litro, se observé que CBZ puede causar un posible
efecto inhibitorio del crecimiento de Chlorella vulgaris. Zhang et al., (2012) reportaron un efecto
toxico de CBZ el cual podria inhibir el crecimiento de las algas Scenedesmus obliquus y C.
pyrenoidosa, estos autores demostraronque CBZ inhibe la sintesis de clorofila.

El perfil de crecimiento radial de A. rouxii mostré una fase lag en todos los cultivos. En el cultivo
control la fase lag fue de 3 h, en los cultivos con 100 pg L™ Ia fase lag tuvo una duracion de 6 h.
Los cultivos con 5000 ug L't OFX y TRC presentaron un aumento de la faselag de 11 hy con NPX
la fase lag se incrementd 14 h con respecto al cultivo control. (Baldrian & Gabriel, 2002),
observaron un aumento de la fase lag de 79 h causada por la presencia de Cd sobre el crecimiento
de Piptoporus betulinus.
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Los valores de pmax para el crecimiento radial de A. rouxii en general no mostraron diferencias
significativas con respecto al cultivo control. Excepto para los cultivos con B-ETD donde se
observo una disminucion de 1.52 veces el valor promedio de la pmax con respecto al cultivo control.
Russo et al., (2019) reportaron que los valores promedio de pimax de las curvas de crecimiento con
y sin adicion de diclorofeniltricloroetano (DDT) no presentaron diferenciasde pmax con respecto a
su cultivo control, sin embargo se observaron que para Rhizopus arrhizus los valores de pmax Se
vieron afectados por una aparente disminucion de la pmax, Sinembargo estos autores no muestran

evidencia estadistica que esta disminucion sea significativa.

El modelamiento del crecimiento radial demostrd que no hay diferencias en los valores de Hmaxy
pen los cultivos de A. rouxii crecido en las diferentes concentraciones de los farmacos. También se

demostré que el crecimiento méximo (45 mm) se alcanzo entre 32 y 40 h.

Para calcular la inhibicion del crecimiento radial causada por los farmacos se decidi6é tomarlos
valores del crecimiento radial a las 24 h, es decir en la fase exponencial del crecimiento.Mediante
el analisis de un disefio completamente al azar con un nivel significancia de p-valor

>0.05y las pruebas Post Hoc HDS de Tukey y Games-Howell mostraron que la concentracion de

los farmacos afecta negativamente el crecimiento radial de A. rouxii en su etapa exponencial.

En la figura 64 se muestra la inhibicion del crecimiento radial causada por la presencia de los
farmacos. El crecimiento radial de A. rouxii en la fase exponencial resultd ser sensible por la
presencia de DFC, TRC y NPX, ya que se observ6 que, a mayor concentracion de losfarmacos, la
inhibicidn del crecimiento radial aumentd. El porcentaje de inhibicidn del crecimiento incremento
linealmente con la concentracién de DFC y TRC. Mientras que en los cultivos con NPX la
relacion entre concentracion e inhibicion fue no lineal. A concentraciones de 100 pg L* la
inhibicion fue entre 2.8-10.8% y a concentraciones de 5000ug L la inhibicion se encontrd entre
de 52-58% (figura 64 A, By C).

Un efecto de inhibicion contrario resultd con la presencia de TRP, IBP y BETD. Elcrecimiento de
A. rouxii en presencia de dichos farmacos mostro el mismo nivel de inhibicionindependientemente
de la concentracion de estos compuestos. El porcentaje de inhibicién vario entre 15y 43%, las

diferencias no fueron significativas (figura64 J, Ky L).

A. rouxii en los cultivos con presencia de CPFX y BSFA presentd niveles similares de inhibicion
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del crecimiento radial a las diferentes concentraciones estudiadas, el porcentaje deinhibicion
observado fue entre 6.6-27% para ambos farmacos. El hongo fue menos sensiblea CPX y BSFA
ya que en los cultivos con estos farmacos se obtuvieron los menores porcentajes de inhibicion. El
hongo presento sensibilidad a OF X ya que al aumentar la concentracion a 5000 pg L™ la inhibicion
del crecimiento radial increment6 de 11.65% (100ug L) a 49% (figura 64 D, E y F).

La presencia de SMXy PCT en el crecimiento radial del hongo mostré que con 2500 y 5000ug L
! el porcentaje de inhibicion fue de 43.7- 48%. Se observd mayor degradacion al aumentar la
concentracion de éstos, la relacion entre la concentracion e inhibicion fue no lineal para dichos

farmacos (Figura64 He I).

Ante la presencia de CBZ el hongo mostro sensibilidad, a concentraciones de 1000 a 2500 pg L™
de CBZ, la inhibicion fue aproximadamente de 40%. En los cultivos con 5000 pg L™ de CBZ A.
rouxii no crecio, es con el Unico farmaco y a esta concentracion donde se observoinhibicién

completa del crecimiento del hongo. (figura 64 G).

Diversos autores han reportado valores de inhibicion del crecimiento radial de diferentes hongos
causado por la presencia de fungicidas, hidrocarburos y metales pesados. Argumedo-Delira et al.,
(2012) evaluaron el efecto de petrdleo crudo, fenantreno, naftaleno y pireno enel crecimiento de
diferentes cepas de Trichoderma, obteniendo que el hongo present6 resistencia al fenantreno,
reportaron inhibicion mayor al 60 % (<3000 mg L1). A 3000 mg L™ de fenantreno y naftaleno

Trichoderma presento el 100% de inhibicién del crecimiento radial.
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Figura 52 Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii causada por la presencia de diferentes
concentraciones de los PhACs estudiados. EI mismo nimero romano indica que la inhibicion es estadisticamente similar.

De Lima et al., (2017) evaluaron la inhibicion del crecimiento radial de cepas de Talaromyces,
Penicillium e Hypoxylon a diferentes concentraciones de fenantreno y pireno.Observaron que la
presencia de fenantreno produjo entre 60 y 100% de inhibicidn del crecimiento a concentraciones
de 240-2040 pg L para todas las cepas a excepcion de Hypoxylon. En presencia de pireno a las
mismas concentraciones no se vio afectado el crecimiento de las cepas. Guillen y Machuca,
(2008a) evaluaron el efecto del cobre en el crecimiento de hongos de podredumbre blanca.
Wolfipora cocos mostré una inhibicion del 23 % del crecimiento radial y Laetiporus sulfureus
present6 una inhibicién del 47% del crecimiento a 10 mM Cu, mientras que Pleorotus ostreatus
presento el mayor porcentaje deinhibicion (72%) a 0.5 mM de Cu. Sagar et al., (2011) evaluaron
el efecto inhibitorio de diferentes cultivos con lindano observando que Fusarium poae Yy
Fusarium solani a concentraciones de 100 pg ml? presentaron la minima inhibicion del

crecimiento (6.5 y 4.5%), la maxima inhibicion del crecimiento fue de 26 y 22% con 600 g ml
1
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Este trabajo es uno de los primeros que reporta la inhibicion del crecimiento radial de hongos
filamentosos por la presencia de PhACs. Se observo que el efecto en el crecimiento radial de

A. rouxii depende del tipo de farmaco, asi como de su concentracion. Con TRC y DFC se observo
una relacion lineal entre la concentracion y el porcentaje de inhibicion de crecimiento. Los
menores porcentajes de inhibicion del crecimiento radial se observaron conCPXy BFA, indicando
la baja toxicidad de estos compuestos al hongo. Las diferentes concentraciones de TRP, IBP y
BETD probadas en este estudio no mostraron efecto en los porcentajes del crecimiento radial del
hongo. La mayor toxicidad se observo en los cultivos con CBZ, es decir el hongo no tolero
concentraciones de 5000 pg L. Hace falta hacer mas estudios para determinar el tipo de toxicidad
causado por los farmacos estudiados.

No se encontrd relacion entre los parametros cinéticos y el porcentaje de inhibicion. En loscultivos
con BETD la Vmax Y @ Mmax calculadas mostraron diferencia con las diferentes concentraciones
estudiadas, sin embargo, en cuanto al porcentaje de inhibicién, no seobservaron diferencias,
la inhibicidn fue similar en todas las concentraciones de PETD probadas. Solamente en los
cultivos con CBZ parece que hay una relacion entre la disminucion de Vmax y €l porcentaje de
inhibicion, en los cultivos con 1500 y 2500 mg L™, la Vmax disminuyd y el porcentaje de inhibicion

en estos cultivos fue similar, aproximadamente del 40%.

Los resultados obtenidos indican que no se puede inferir la inhibicion del crecimiento radialde A.
rouxii, causada por las diferentes concentraciones de los PhACs estudiados, a partir delos

pardmetros cinéticos.
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Capitulo 6

6. Conclusiones

El presente estudio demostré que la presencia de los PhACs afecto el tiempo decrecimiento
maximo. El perfil de crecimiento de A. rouxii logré ser modelado mediante la ecuacion logistica
y regresion lineal, demostrando que no existen diferencias en los valores de Hmax, Ni de Vmax.
Excepto en los cultivos con BETD, fue el tnico PhAC que afectd negativamente la pmax Y 12 Vmax
del crecimiento radial de A. rouxii sin importar laconcentracion. Asi mismo la presencia de los
farmacos afectd la fase lag del crecimientoradial de A. rouxii, pero no se logrdé observar una
relacion entre la concentracion de los farmacos y la duracion de la fase lag. De acuerdo con el tipo
de PhAC y sus diferentes concentraciones estudiadas se obtuvieron diferentes porcentajes de
inhibicion del crecimiento radial de A. rouxii. De los PhACs estudiados CBZ resulto ser el Gnico
farmaco téxico para el hongo, dicho farmaco provocé un efecto inhibitorio del crecimiento radial
a 5000 pg L. Se puede concluir que la hip6tesis planteada fue cierta,en cuanto a la inhibicion del
crecimiento radial de A. rouxii, sin embargo, no fue cierta en cuanto al efecto negativo en la
velocidad de crecimiento (Vmax Y HMmax). Este comportamiento del hongo se podria explicar
realizando otros experimentos, por ejemplo, incluir la biomasa producida en cultivo sélido (peso
seco). O bien hacer estudiosen cultivo sumergido, con el fin de ver si se comporta igual el hongo
que en cultivo solidoy poder de explicar porque A. rouxii crece a la misma tasa de crecimiento,
pero muestra diferentes porcentajes de inhibicion de éste en presencia de las diferentes

concentracionesde PhACs estudiadas.

6.1 Perspectivas

» Con base en los resultados experimentales es necesario investigar porqué CBZ estdxica

para A. rouxii.

» Determinar cual es el mecanismo de accion que causa la inhibicién del crecimientoradial del

hongo a altas concentraciones en presencia de CBZ.

» Investigar la capacidad que tiene A. rouxii para degradar o remover CPX y BSFA(PhACs

con menor toxicidad).
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Capitulo 8

8. Anexos
Anexo A. Cinéticas de Vmax obtenidos de la regresion lineal del crecimiento radial de A. rouxii

en medio Lee (2X) en presencia de diferentes PhACs.

Figura A 1 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de BSFA, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 2 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de DFC, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 3 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de NPX, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 4 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de TRC, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A5 . Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones

de CPFX, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 6 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de OFX, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 7 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de CBZ, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 8 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de TRP, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A9 . Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de SMX, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 10 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de PCT, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 11 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de IBP, pg L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Figura A 12 Cinéticas de la fase exponencial de A. rouxii en medio Lee concentrado (2X) con diferentes concentraciones
de PETD, ug L-1 (A: 0, B:100, C: 250, D: 1000, E:1500, F: 2500, G: 5000). La linea continua representa el ajuste de
regresion lineal de los datos experimentales.
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Anexo B Analisis estadistico para el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de A.

rouxii

B 1. Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de

triclosan
B 1.1 ANOVA

Porcentaje de inh

B 1.2 Prueba de

ibicion
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 6511.237 5 1302.247 312.534 .000
Within Groups 125.002 30 4.167

Total 6636.239 35

Levene's de igualdad devarianzas
Porcentaje de inhibicion

F dfl df2 Sig.
726 5 30 610
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B 1.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicién

Comparacion multiple

116

Mean 95% Confidence Interval

(J) Difference Std. Upper

(1) Concentracion Concentracién (1-)) Error Sig. Lower Bound Bound
Tukey 100 250 -7.0900*| 1.17852 .000 -10.6746 -3.5054
HSD 1000 -12.0900* | 1.17852 .000 -15.6746 -8.5054
1500 -17.5050* | 1.17852 .000 -21.0896 -13.9204
2500 -26.2550* | 1.17852 .000 -29.8396 -22.6704
5000 -41.2650* | 1.17852 .000 -44.8496 -37.6804
250 100 7.0900* | 1.17852 .000 3.5054 10.6746
1000 -5.0000*| 1.17852 .002 -8.5846 -1.4154
1500 -10.4150* | 1.17852 .000 -13.9996 -6.8304
2500 -19.1650* | 1.17852 .000 -22.7496 -15.5804
5000 -34.1750* | 1.17852 .000 -37.7596 -30.5904
1000 100 12.0900*| 1.17852 .000 8.5054 15.6746
250 5.0000*( 1.17852 .002 1.4154 8.5846
1500 -5.4150*| 1.17852 .001 -8.9996 -1.8304
2500 -14.1650* | 1.17852 .000 -17.7496 -10.5804
5000 -29.1750* | 1.17852 .000 -32.7596 -25.5904
1500 100 17.5050*| 1.17852 .000 13.9204 21.0896
250 10.4150*| 1.17852 .000 6.8304 13.9996
1000 5.4150*( 1.17852 .001 1.8304 8.9996
2500 -8.7500*| 1.17852 .000 -12.3346 -5.1654
5000 -23.7600* | 1.17852 .000 -27.3446 -20.1754
2500 100 26.2550*| 1.17852 .000 22.6704 29.8396
250 19.1650*| 1.17852 .000 15.5804 22.7496
1000 14.1650*( 1.17852 .000 10.5804 17.7496
1500 8.7500* [ 1.17852 .000 5.1654 12.3346
5000 -15.0100*| 1.17852 .000 -18.5946 -11.4254
5000 100 41.2650*| 1.17852 .000 37.6804 44.8496
250 34.1750*%| 1.17852 .000 30.5904 37.7596
1000 29.1750*| 1.17852 .000 25.5904 32.7596
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1500 23.7600*| 1.17852 .000 20.1754 27.3446

2500 15.0100*( 1.17852 .000 11.4254 18.5946

Games- 100 250 -7.0900*| 1.30267 .008 -12.0542 -2.1258
Howell 1000 -12.0900*| .93111 .000 -15.4119 -8.7681
1500 -17.5050*| .98715 .000 -21.0671 -13.9429

2500 -26.2550*| .93245 .000 -29.5826 -22.9274

5000 -41.2650*| .92797 .000 -44.5737 -37.9563

250 100 7.0900*| 1.30267 .008 2.1258 12.0542
1000 -5.0000| 1.41873 .055 -10.1001 .1001

1500 -10.4150*| 1.45613 .001 -15.5926 -5.2374

2500 -19.1650*| 1.41961 .000 -24.2668 -14.0632

5000 -34.1750*| 1.41667 .000 -39.2712 -29.0788

1000 100 12.0900*( .93111 .000 8.7681 15.4119
250 5.0000| 1.41873 .055 -.1001 10.1001

1500 -5.4150*| 1.13592 .007 -9.3659 -1.4641

2500 -14.1650*| 1.08872 .000 -17.9465 -10.3835

5000 -29.1750*| 1.08488 .000 -32.9432 -25.4068

1500 100 17.5050*( .98715 .000 13.9429 21.0671
250 10.4150*( 1.45613 .001 5.2374 15.5926

1000 5.4150*| 1.13592 .007 1.4641 9.3659

2500 -8.7500*| 1.13702 .000 -12.7045 -4.7955

5000 -23.7600*| 1.13334 .000 -27.7027 -19.8173

2500 100 26.2550*| .93245 .000 22.9274 29.5826
250 19.1650*( 1.41961 .000 14.0632 24.2668

1000 14.1650*( 1.08872 .000 10.3835 17.9465

1500 8.7500*| 1.13702 .000 4.7955 12.7045

5000 -15.0100*| 1.08603 .000 -18.7822 -11.2378

5000 100 41.2650*| .92797 .000 37.9563 44.5737
250 34.1750*| 1.41667 .000 29.0788 39.2712

1000 29.1750*| 1.08488 .000 25.4068 32.9432

1500 23.7600*| 1.13334 .000 19.8173 27.7027

2500 15.0100*( 1.08603 .000 11.2378 18.7822
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B 1.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Concentraci6 Subset
n N 1 2 3 4 5 6
Tukey HSD** 100 6| 10.8200
250 6 17.9100
1000 6 22.9100
1500 6 28.3250
2500 6 37.0750
5000 6 52.0850
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
B.2 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de
naproxeno
B 2.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicion
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 9024.617 5 1804.923 373.921 .000
Within Groups 144.810 30 4.827
Total 9169.428 35
B 2.2 Prueba de Levene's de igualdad de
varianzas
Porcentaje de inhibicion
F dfl df2 Sig.
1.424 5 30 244

B 2.3 Prueba de Kolmogérov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de
inhibicion

N 36
Normal Parameters?P Mean 25.1992
Std. Deviation 16.18591

Most Extreme Absolute 222
Differences Positive 222
Negative -.146

Kolmogorov-Smirnov Z 1.330
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| Asymp. Sig. (2-tailed) .058]
a. Test distribution is Normal.
Capitulo8 | calculated from data

B 2.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicién

Comparacion multiple

119

95% Confidence
Mean Interval

) Difference Lower Upper

(1) Concentracion Concentracion (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -5.4200°( 1.26847 .002| -9.2782 -1.5618
HSD 1000 -5.8400"|  1.26847 .001| -9.6982 -1.9818
1500 -11.6650"|  1.26847 .000| -15.5232 -7.8068
2500 -17.9150"| 1.26847 .000| -21.7732 -14.0568
5000 -47.9250"|  1.26847 .000| -51.7832 -44.0668
250 100 5.4200°| 1.26847 .002 1.5618 9.2782
1000 -.4200 1.26847 999| -4.2782 3.4382
1500 -6.2450"  1.26847 .000| -10.1032 -2.3868
2500 -12.4950"|  1.26847 .000| -16.3532 -8.6368
5000 -42.5050"|  1.26847 .000| -46.3632 -38.6468
1000 100 5.8400°| 1.26847 .001 1.9818 9.6982
250 4200 1.26847 999 -3.4382 4.2782
1500 -5.8250" 1.26847 .001| -9.6832 -1.9668
2500 -12.0750"|  1.26847 .000| -15.9332 -8.2168
5000 -42.0850"| 1.26847 .000| -45.9432 -38.2268
1500 100 11.6650°| 1.26847 .000 7.8068 15.5232
250 6.2450"| 1.26847 .000| 2.3868 10.1032
1000 5.8250"| 1.26847 .001| 1.9668 9.6832
2500 -6.2500"|  1.26847 .000| -10.1082 -2.3918
5000 -36.2600"|  1.26847 .000| -40.1182 -32.4018
2500 100 17.9150%|  1.26847 .000] 14.0568 21.7732
250 12.4950°| 1.26847 .000| 8.6368 16.3532
1000 12.0750°| 1.26847 .000| 8.2168 15.9332
1500 6.2500°| 1.26847 .000 2.3918 10.1082
5000 -30.0100"|  1.26847 .000| -33.8682 -26.1518
5000 100 47.9250°| 1.26847 .000| 44.0668 51.7832
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250 42.5050"| 1.26847 .000| 38.6468 46.3632

1000 42.0850"| 1.26847 .000| 38.2268 45.9432

1500 36.2600°| 1.26847 .000| 32.4018 40.1182

2500 30.0100°|  1.26847 .000| 26.1518 33.8682

Games- 100 250 -5.4200"|  1.13187 .007| -9.3572 -1.4828
Howell 1000 -5.8400" 94635 .002| -9.1904 -2.4896
1500 -11.6650°|  1.41785 .000| -16.7663 -6.5637

2500 -17.9150"|  .93156 .000| -21.2315|  -14.5985

5000 -47.9250"|  1.45412 .000| -53.1832|  -42.6668

250 100 5.4200°| 1.13187 .007| 1.4828 9.3572
1000 -4200| 1.00278 .998| -4.0080 3.1680

1500 -6.2450"|  1.45613 .018| -11.4249 -1.0651

2500 -12.4950°|  .98884 .000| -16.0560 -8.9340

5000 -42.5050"|  1.49146 .000| -47.8344|  -37.1756

1000 100 5.8400"|  .94635 .002| 2.4896 9.1904
250 4200| 1.00278 .998| -3.1680 4.0080

1500 -5.8250"|  1.31710 .023| -10.8001 -.8499

2500 -12.0750"|  .76957 .000| -14.7492 -9.4008

5000 -42.0850"|  1.35606 .000| -47.2351|  -36.9349

1500 100 11.6650"| 1.41785 .000| 6.5637 16.7663
250 6.2450°|  1.45613 .018| 1.0651 11.4249

1000 5.8250"| 1.31710 023 8499 10.8001

2500 -6.2500"|  1.30651 .016| -11.2207 -1.2793

5000 -36.2600"| 1.71862 .000| -42.2308  -30.2892

2500 100 17.9150"|  .93156 .000| 14.5985 21.2315
250 12.4950°|  .98884 .000|  8.9340 16.0560

1000 12.0750"|  .76957 .000|  9.4008 14.7492

1500 6.2500"|  1.30651 016 1.2793 11.2207

5000 -30.0100"|  1.34579 .000| -35.1573|  -24.8627

5000 100 47.9250°|  1.45412 .000| 42.6668 53.1832
250 42.5050°| 1.49146 .000| 37.1756 47.8344

1000 42.0850°| 1.35606 .000| 36.9349 47.2351

1500 36.2600°| 1.71862 .000| 30.2892 42.2308

2500 30.0100°|  1.34579 .000| 24.8627 35.1573
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B 2.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicién

Subset
Concentracion N 1 2 3 4 5
Tukey HSD?*P 100 6 10.4050
250 6 15.8250
1000 6 16.2450
1500 6 22.0700
2500 6 28.3200
5000 6 58.3300
Sig. 1.000 .999 1.000 1.000 1.000
B.3 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicién a las 24 h de cultivo en presencia de
ciprofloxacino
B 3.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicién
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1155.181 5 231.036 67.374 .000
Within Groups 102.875 30 3.429
Total 1258.056 35
B 3.2 Prueba de Levene's de igualdad devarianzas
Porcentaje de inhibicién
F df1 df2 Sig.
2.186 5 30 .082

B .3.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de
inhibicién

N 36
Normal Parameters® Mean 18.5600
Std. Deviation 5.99537

Most Extreme Absolute .205
Differences Positive 204
Negative -.205
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Kolmogorov-Smirnov Z 1.228
Asymp. Sig. (2-tailed) .098

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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B 3.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicion

Comparacion multiple

95% Confidence Interval

Mean

) Difference Lower
(1) Concentracion ~ Concentracion (1-J) Std. Error Sig. Bound Upper Bound
Tukey 100 250 -7.5050"| 1.06914 .000 -10.7569 -4.2531
HSD 1000 -11.2850"| 1.06914 .000 -14.5369 -8.0331
1500 -11.3050"| 1.06914 .000 -14.5569 -8.0531
2500 -12.5950"| 1.06914 .000 -15.8469 -9.3431
5000 -18.7500"|  1.06914 .000 -22.0019 -15.4981
250 100 7.5050"| 1.06914 .000 4.2531 10.7569
1000 -3.7800°( 1.06914 .015 -7.0319 -.5281
1500 -3.8000°( 1.06914 .015 -7.0519 -.5481
2500 -5.0900"( 1.06914 .001 -8.3419 -1.8381
5000 -11.2450°( 1.06914 .000 -14.4969 -7.9931
1000 100 11.2850"| 1.06914 .000 8.0331 14.5369
250 3.7800°| 1.06914 .015 5281 7.0319
1500 -0200| 1.06914 1.000 -3.2719 3.2319
2500 -1.3100 1.06914 821 -4.5619 1.9419
5000 -7.4650°( 1.06914 .000 -10.7169 -4.2131
1500 100 11.3050°| 1.06914 .000 8.0531 14.5569
250 3.8000°| 1.06914 .015 5481 7.0519
1000 .0200] 1.06914 1.000 -3.2319 3.2719
2500 -1.2900 1.06914 .830 -4.5419 1.9619
5000 -7.4450"|  1.06914 .000 -10.6969 -4.1931
2500 100 12.5950"| 1.06914 .000 9.3431 15.8469
250 5.0900"| 1.06914 .001 1.8381 8.3419
1000 1.3100| 1.06914 821 -1.9419 4.5619
1500 1.2900| 1.06914 .830 -1.9619 45419
5000 -6.1550"(  1.06914 .000 -9.4069 -2.9031
5000 100 18.7500"| 1.06914 .000 15.4981 22.0019
250 11.2450"( 1.06914 .000 7.9931 14.4969
1000 7.4650"| 1.06914 .000 4.2131 10.7169
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1500 7.4450"  1.06914 .000 4.1931 10.6969

2500 6.1550"| 1.06914 .000 2.9031 9.4069

Games- 100 250 -7.5050"| 1.34578 .003|  -12.2303 -2.7797
Howell 1000 -11.2850"[  1.13801 000 -15.6813 -6.8887
1500 -11.3050°|  1.13950 .000|  -15.7012 -6.9088

2500 -12.5950°|  1.33409 .000|  -17.2892 -7.9008

5000 -18.7500°|  1.30651 .000|  -23.3752 -14.1248

250 100 7.5050"| 1.34578 .003 2.7797 12.2303
1000 -3.7800"|  .93545 .034 -7.2667 -.2933

1500 -3.8000"|  .93727 .033 -7.2883 -.3117

2500 -5.0900"| 1.16610 013 -9.1407 -1.0393

5000 -11.2450"|  1.13444 000  -15.1905 -7.2995

1000 100 11.2850"|  1.13801 .000 6.8887 15.6813
250 3.7800"|  .93545 034 2933 7.2667

1500 -.0200|  .60200 1.000 -2.1110 2.0710

2500 -1.3100f  .91855 714 -4.7213 2.1013

5000 -7.4650"| 87801 .000|  -10.6963 -4.2337

1500 100 11.3050"|  1.13950 .000 6.9088 15.7012
250 3.8000"|  .93727 .033 3117 7.2883

1000 .0200(  .60200 1.000 -2.0710 2.1110

2500 -1.2900|  .92040 727 -4.7032 2.1232

5000 -7.4450"| 87995 .000|  -10.6787 -4.2113

2500 100 12.5950"|  1.33409 .000 7.9008 17.2892
250 5.0900"| 1.16610 013 1.0393 9.1407

1000 1.3100|  .91855 714 -2.1013 47213

1500 1.2900|  .92040 727 -2.1232 4.7032

5000 -6.1550"|  1.12055 .003|  -10.0497 -2.2603

5000 100 18.7500"|  1.30651 .000 14.1248 23.3752
250 11.2450°|  1.13444 .000 7.2995 15.1905

1000 7.4650"| 87801 .000 4.2337 10.6963

1500 7.4450"| 87995 .000 4.2113 10.6787

2500 6.1550"|  1.12055 .003 2.2603 10.0497
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B 3.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Subset

Concentracion N 1 2 3 4
Tukey HSD** 100 6 8.3200

250 6 15.8250

1000 6 19.6050

1500 6 19.6250

2500 6 20.9150

5000 6 27.0700

Sig. 1.000 1.000 821 1.000

B.4 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de Bisfenol A

B 4.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicion
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1825.918 5 365.184 11.533 .000
Within Groups 823.249 26 31.663
Total 2649.168 31

B 4.2 Prueba de Levene's de igualdad devarianzas
Porcentaje de inhibicion

F

dfl df2

Sig.

1.826

5 30

.138

B 4.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
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Porcentaje de
inhibicion

N 36
Normal Parameters®® Mean 15.1311
Std. Deviation 6.88930

Most Extreme Absolute .189
Differences Positive .189
Negative -.108

Kolmogorov-Smirnov Z 1.133
Asymp. Sig. (2-tailed) 153

4.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicién

Comparacion multiple

Test distribution is Normal.

Calculated from data

Mean 95% Confidence Interval
@) Difference |  Std.

() Concentracion ~ Concentracion (1-J) Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey 100 250 -2.9150| .97427 .056 -5.8783 .0483
HSD 1000 -4.9967°| .97427 .000 -7.9600 -2.0333

1500 -9.5900"| .97427 .000 -12.5533 -6.6267
2500 -14.1650"|  .97427 .000 -17.1283 -11.2017
5000 -19.16007|  .97427 .000 -22.1233 -16.1967
250 100 2.9150( .97427 .056 -.0483 5.8783
1000 -2.0817| .97427 297 -5.0450 .8817
1500 -6.6750"| .97427 .000 -9.6383 -3.7117
2500 -11.2500"|  .97427 .000 -14.2133 -8.2867
5000 -16.2450"|  .97427 .000 -19.2083 -13.2817
1000 100 4.9967°( .97427 .000 2.0333 7.9600
250 2.0817| .97427 297 -.8817 5.0450
1500 -4.5933"|  .97427 .001 -7.5567 -1.6300
2500 -9.1683"| .97427 .000 -12.1317 -6.2050
5000 -14.1633"|  .97427 .000 -17.1267 -11.2000
1500 100 9.5900°| .97427 .000 6.6267 12.5533
250 6.6750"| .97427 .000 3.7117 9.6383
1000 4.5933"( .97427 .001 1.6300 7.5567
2500 -4.5750"|  .97427 .001 -7.5383 -1.6117
5000 -9.5700"| .97427 .000 -12.5333 -6.6067
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2500 100 14.1650"| .97427 .000 11.2017 17.1283

250 11.2500°| .97427 .000 8.2867 14.2133

1000 0.1683"| .97427 .000 6.2050 12.1317

1500 45750°| 97427 .001 1.6117 7.5383

5000 -4.9950"| .97427 .000 -7.9583 -2.0317

5000 100 19.1600"| .97427 .000 16.1967 22.1233

250 16.2450"| .97427 .000 13.2817 19.2083

1000 14.1633"|  .97427 .000 11.2000 17.1267

1500 9.5700"| .97427 .000 6.6067 12.5333

2500 4.9950"| .97427 .000 2.0317 7.9583

Game 100 250 -2.9150°| 67414 015 -5.2844 -.5456
s- 1000 -4.9967°| .98997 .007 -8.5625 -1.4308
Howel 1500 -9.5900"| .76796 .000 -12.2584 -6.9216
! 2500 -14.1650°| 99053 .000 -17.7332 -10.5968
5000 -19.1600°|  .98546 .000 -22.7064 -15.6136

250 100 2.9150"| .67414 015 5456 5.2844

1000 -2.0817 .93275 326 -5.5705 1.4072

1500 -6.6750"| .69264 .000 -9.1197 -4.2303

2500 -11.2500°| 93334 .000 -14.7415 -7.7585

5000 -16.2450°| 92797 .000 -19.7125 -12.7775

1000 100 4.9967°| .98997 .007 1.4308 8.5625

250 2.0817| .93275 326 -1.4072 5.5705

1500 -4.5933"| 1.00266 013 -8.1836 -1.0031

2500 -9.1683"| 1.18182 .000 -13.2732 -5.0635

5000 -14.1633"| 1.17758 .000 -18.2535 -10.0732

1500 100 9.5900"| .76796 .000 6.9216 12.2584

250 6.6750"| .69264 .000 4.2303 9.1197

1000 4.5933" 1.00266 013 1.0031 8.1836

2500 -4.5750"| 1.00321 013 -8.1676 -.9824

5000 -9.5700"| .99821 .000 -13.1413 -5.9987

2500 100 14.1650"|  .99053 .000 10.5968 17.7332

250 11.2500"| .93334 .000 7.7585 14.7415

1000 9.1683"| 1.18182 .000 5.0635 13.2732
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1500 45750°| 1.00321 013 0824 8.1676
5000 -4.9950"| 1.17805 016 -9.0868 -.9032
5000 100 19.1600°|  .98546 .000 15.6136 22.7064
250 16.2450°| 92797 .000 12.7775 19.7125
1000 14.1633°| 1.17758 .000 10.0732 18.2535
1500 9.5700°| .99821 .000 5.9987 13.1413
2500 4.9950°| 1.17805 016 9032 9.0868
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B 4.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicién

Capftoto 8 )
Concentraci

on

Subset

3 4

Tukey
HSDab

100
250
1000
1500
2500
5000
Sig.

3D OO O O O O

6.6600
9.5750

.056

9.5750
11.6567

297

16.2500
20.8250

1.000 |1.000

25.8200
1.000

B.5 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de

sulfametoxazol

B 5.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicién
Sum of Squares [df Mean Square F Sig.
Between Groups  |5078.433 5 1015.687 71.416 .000
\Within Groups 426.662 30 14.222
Total [5505.095 35
B 5.2 Prueba de Levene's de igualdad de varianzas
Porcentaje de inhibicién
F dfl df2 Sig.
1.283 5 30 297
B 5.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
Porcentaje de
inhibicion
N 36] a Test distribution is
Normal Parameters?P Mean 32.8344 Normal.
Std. Deviation 12.54147| Calculated from data
Most Extreme Absolute 153
Differences Positive 153
Negative -112
Kolmogorov-Smirnov Z 917
Asymp. Sig. (2-tailed) .369
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B 5.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicion

Comparacion maltiple

130

95% Confidence
Mean Interval

) Difference (I- Lower Upper

(1) Concentracion ~ Concentracion J) Std. Error | Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -1.6650| 2.17731 971 -8.2875| 4.9575
HSD 1000 -12.8917°( 2.17731 .000( -19.5142( -6.2692
1500 -18.3350"| 2.17731 .000| -24.9575( -11.7125

2500 -28.3350"| 2.17731 .000| -34.9575( -21.7125

5000 -30.8400"| 2.17731 .000| -37.4625( -24.2175

250 100 1.6650| 2.17731 971 -4.9575 8.2875
1000 -11.2267°( 2.17731 .000( -17.8492( -4.6042

1500 -16.6700"| 2.17731 .000| -23.2925( -10.0475

2500 -26.6700"| 2.17731 .000( -33.2925| -20.0475

5000 -29.1750"| 2.17731 .000| -35.7975( -22.5525

1000 100 12.8917°| 2.17731 .000 6.2692| 19.5142
250 11.2267°| 2.17731 .000 4.6042( 17.8492
1500 -5.4433 217731 156( -12.0658 1.1792

2500 -15.4433"| 2.17731 .000( -22.0658( -8.8208
5000 -17.9483"| 2.17731 .000| -24.5708( -11.3258
1500 100 18.3350"| 2.17731 000 11.7125( 24.9575
250 16.6700"| 2.17731 .000| 10.0475( 23.2925
1000 5.4433| 2.17731 156 -1.1792| 12.0658

2500 -10.0000"| 2.17731 .001| -16.6225( -3.3775

5000 -12.5050"| 2.17731 .000( -19.1275( -5.8825
2500 100 28.3350°| 2.17731 000 21.7125( 34.9575
250 26.6700°| 2.17731 .000| 20.0475| 33.2925
1000 15.4433"| 2.17731 .000 8.8208| 22.0658
1500 10.0000"| 2.17731 .001 3.3775| 16.6225
5000 -2.5050 2.17731 .856 -9.1275 41175
5000 100 30.8400°| 2.17731 .000| 24.2175( 37.4625
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250 29.1750°| 2.17731| .000| 22.5525| 35.7975

1000 17.9483"| 2.17731| .000| 11.3258| 24.5708

1500 12.5050"| 2.17731| .000| 5.8825| 19.1275

2500 25050 2.17731| .856| -4.1175| 9.1275

Games- 100 250 -1.6650| 1.78342| 927 -8.1554| 4.8254
Howell 1000 -12.8917°| 150934 .000| -18.2143| -7.5691
1500 -18.3350°| 2.20165| .001| -26.6876| -9.9824

2500 -28.3350°| 1.78762| .000| -34.8438| -21.8262

5000 -30.8400°| 2.00680| .000| -38.3195| -23.3605

250 100 1.6650| 1.78342| 927 -4.8254| 8.1554
1000 -11.2267°| 1.95072| .002| -18.0795| -4.3738

1500 -16.6700"| 2.52477| .001| -25.5612| -7.7788

2500 -26.6700"| 2.17320 .000| -34.2182| -19.1218

5000 -29.1750°|  2.35680| .000| -37.3994| -20.9506

1000 100 12.8917*| 1.50934| .000|  7.5691| 18.2143
250 11.2267°| 1.95072| .002|  4.3738| 18.0795

1500 -5.4433| 2.33923| .282| -13.9390| 3.0523

2500 -15.4433°|  1.95457| .000| -22.3116| -8.5750

5000 -17.9483°|  2.15685| .000| -25.6569| -10.2397

1500 100 18.3350"| 2.20165| .001|  9.9824| 26.6876
250 16.6700"| 2.52477| .001|  7.7788| 25.5612

1000 5.4433| 2.33923| .282| -3.0523| 13.9390

2500 -10.0000°| 2.52774| .026| -18.8989| -1.1011

5000 -12.5050°| 2.68722| .009| -21.8629| -3.1471

2500 100 28.3350°| 1.78762| .000| 21.8262| 34.8438
250 26.6700°| 2.17320{ .000| 19.1218| 34.2182

1000 15.4433"| 1.95457| .000| 8.5750| 22.3116

1500 10.0000"| 2.52774| .026]  1.1011| 18.8989

5000 -2.5050| 2.35998| .886| -10.7389| 5.7289

5000 100 30.8400°| 2.00680| .000| 23.3605| 38.3195
250 29.1750°| 2.35680| .000| 20.9506| 37.3994

1000 17.9483"[ 2.15685| .000| 10.2397| 25.6569

1500 12.5050°| 2.68722| .009|  3.1471| 21.8629

2500 2.5050| 2.35998 .886| -5.7289| 10.7389

131




B 5.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

Subset
Concentracion N 1 2 3
Tukey HSD?P 100 6 17.4900
250 6 19.1550
1000 6 30.3817
1500 6 35.8250
2500 6 45.8250
5000 6 48.3300
Sig. 971 .156 .856
B 6 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicién a las 24 h de cultivo en presencia de
paracetamol
Porcentaje de inhibicion
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1990.975 5 398.195 53.141 .000
Within Groups 134.876 18 7.493
Total 2125.852 23
B 6.2 Prueba de Levene's de igualdad devarianzas
Porcentaje de inhibicion
F dfl df2 Sig.
2.195 5 18| .100
B 6.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
Porcentaje de
inhibicién
N 24
Normal Parameters?®® Mean 33.7400
Std. Deviation 9.61397
Most Extreme Absolute 201
Differences Positive 201
Negative -117
Kolmogorov-Smirnov Z .984
Asymp. Sig. (2-tailed) .288

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data
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B 6. 4Prueba Post Hoc

Comparacion multiple

Porcentaje de 95% Confidence
inhibicion . Interval
Difference Lower Upper
(I) Concentracion (J) Concentracion (1-J) Std. Error | Sig. Bound Bound
Tukey HSD 100 250 -3.1200 1.93560 602 -9.2714 3.0314
1000 -4.9950 1.93560 153 -11.1464 1.1564
1500 -14.3700" 1.93560 .000| -20.5214 -8.2186
2500 -23.7450" 1.93560 .000| -29.8964( -17.5936
5000 -21.2550" 1.93560 .000| -27.4064| -15.1036
250 100 3.1200 1.93560 .602| -3.0314 9.2714
1000 -1.8750 1.93560 .922| -8.0264 4.2764
1500 -11.2500 1.93560 .000( -17.4014 -5.0986
2500 -20.6250" 1.93560 .000( -26.7764| -14.4736
5000 -18.1350" 1.93560 .000| -24.2864 -11.9836
1000 100 4.9950 1.93560 153 -1.1564 11.1464
250 1.8750 1.93560 922 -4.2764 8.0264
1500 -9.3750" 1.93560 .002| -15.5264 -3.2236
2500 -18.7500" 1.93560 .000( -24.9014| -12.5986
5000 -16.2600" 1.93560 .000| -22.4114| -10.1086
1500 100 14.3700" 1.93560 000 8.2186 20.5214
250 11.2500 1.93560 .000| 5.0986 17.4014
1000 9.3750" 1.93560 .002| 3.2236 15.5264
2500 -9.3750" 1.93560 .002| -15.5264 -3.2236
5000 -6.8850" 1.93560 .023| -13.0364 -.7336
2500 100 23.7450" 1.93560 .000| 17.5936 29.8964
250 20.6250" 1.93560 .000| 14.4736 26.7764
1000 18.7500" 1.93560 .000| 12.5986 24.9014
1500 9.3750" 1.93560 .002| 3.2236 15.5264
5000 2.4900 1.93560 .788| -3.6614 8.6414
5000 100 21.2550" 1.93560 .000| 15.1036 27.4064
250 18.1350" 1.93560 .000( 11.9836 24.2864
1000 16.2600" 1.93560 .000( 10.1086 22.4114
1500 6.8850" 1.93560 .023 7336 13.0364
2500 -2.4900 1.93560 .788| -8.6414 3.6614
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Games-
Howell

100 250 -3.1200 1.19723 249 -8.2469 2.0069
1000 -4.9950 1.44628 .088( -10.7510 .7610
1500 -14.3700" 1.57653 .001| -20.6989 -8.0411
2500 -23.7450" 1.61698 .000( -30.2698| -17.2202
5000 -21.2550" 2.60729 .007| -33.5284 -8.9816
250 100 3.1200 1.19723 249 -2.0069 8.2469
1000 -1.8750 1.19723 647 -7.0019 3.2519
1500 -11.2500" 1.35171 .004( -17.2887 -5.2113
2500 -20.6250" 1.39866 .000( -26.9467| -14.3033
5000 -18.1350" 247782 .018] -31.0519 -5.2181
1000 100 4.9950 1.44628 .088 -.7610 10.7510
250 1.8750 1.19723 647 -3.2519 7.0019
1500 -9.3750" 1.57653 .008( -15.7039 -3.0461
2500 -18.7500" 1.61698 .000( -25.2748| -12.2252
5000 -16.2600" 2.60729 .019] -28.5334 -3.9866
1500 100 14.3700" 1.57653 .001f 8.0411 20.6989
250 11.2500" 1.35171 004 5.2113 17.2887
1000 9.3750" 1.57653 .008( 3.0461 15.7039
2500 -9.3750" 1.73446 012 -16.2823 -2.4677
5000 -6.8850 2.68174 272 -18.9844 5.2144
2500 100 23.7450" 1.61698 .000| 17.2202 30.2698
250 20.6250" 1.39866 .000 14.3033 26.9467
1000 18.7500" 1.61698 000 12.2252 25.2748
1500 9.3750" 1.73446 012 2.4677 16.2823
5000 2.4900 2.70571 924 -9.5762 14.5562
5000 100 21.2550" 2.60729 .007] 8.9816 33.5284
250 18.1350" 247782 .018] 5.2181 31.0519
1000 16.2600" 2.60729 .019] 3.9866 28.5334
1500 6.8850 2.68174 272| -5.2144 18.9844
2500 -2.4900 2.70571 924] -14.5562 9.5762
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B 6.5 Subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Subset

Concentracion N 1 2 3
Tukey HSD** 100 4 22.4925

250 4  25.6125

1000 4 27.4875

1500 4 36.8625

5000 4 43.7475

2500 4 46.2375

Sig. 153 1.000 .788

B 7 Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de
trimetoprima

B 7.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicion

Sum of Squares [df Mean Square F Sig.
IBetween Groups  1609.704 5 121.941 9.572 .000
\Within Groups 382.186 30 12.740
Total ]991.890 35

B 7.2 Prueba de Levene’s de igualdad de varianzas Porcentaje de inhibicion

dfl

df2

Sig.

1.47015

30

229

B 7.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de
inhibicion
N 36
Parametros normales®? Media 28.5317
Desviacion tipica 5.32351
Diferencias méas extremas Absoluta 72
Positiva A17
Negativa =172
Z de Kolmogorov-Smirnov 1.030
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| sig. asintét. (bilateral) | 239

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data

B 7.4 Pruebas Post Hoc
Comparacion multiple
Porcentaje de inhibicién

Mean 95% Confidence Interval

Difference Std. Lower Upper

(1) Concentracion  (J) Concentracion (1-J) Error Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -9.1650"| 2.06071 .001 -15.4328 -2.8972
HSD 1000 -9.9950"| 2.06071 .000 -16.2628 -3.7272
1500 -12.0800"| 2.06071 .000 -18.3478 -5.8122

2500 -11.2500"| 2.06071 .000 -17.5178 -4.9822

5000 -11.2500"| 2.06071 .000 -17.5178 -4.9822
250 100 9.1650"| 2.06071 .001 2.8972 15.4328
1000 -.8300| 2.06071 .998 -7.0978 5.4378
1500 -2.9150| 2.06071 718 -9.1828 3.3528
2500 -2.0850| 2.06071 910 -8.3528 4.1828
5000 -2.0850| 2.06071 910 -8.3528 4.1828
1000 100 9.9950"| 2.06071 .000 3.7272 16.2628
250 .8300| 2.06071 .998 -5.4378 7.0978
1500 -2.0850| 2.06071 910 -8.3528 4.1828
2500 -1.2550| 2.06071 990 -7.5228 5.0128
5000 -1.2550| 2.06071 990 -7.5228 5.0128
1500 100 12.0800° 2.06071 .000 5.8122 18.3478
250 2.9150( 2.06071 718 -3.3528 9.1828
1000 2.0850( 2.06071 910 -4.1828 8.3528
2500 .8300| 2.06071 .998 -5.4378 7.0978
5000 .8300| 2.06071 .998 -5.4378 7.0978
2500 100 11.2500° 2.06071 .000 4.9822 17.5178
250 2.0850( 2.06071 910 -4.1828 8.3528
1000 1.2550| 2.06071 990 -5.0128 7.5228
1500 -.8300| 2.06071 998 -7.0978 5.4378
5000 .0000| 2.06071| 1.000 -6.2678 6.2678
5000 100 11.2500°( 2.06071 .000 4.9822 17.5178
250 2.0850( 2.06071 910 -4.1828 8.3528
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1000 1.2550| 2.06071 .990 -5.0128 7.5228
1500 -.8300| 2.06071 998 -7.0978 5.4378

2500 .0000 2.06071| 1.000 -6.2678 6.2678

Games- 100 250 -9.1650"| 1.95399 011 -16.1728 -2.1572
Howell 1000 -9.9950°| 2.21930 011 -17.7143 -2.2757
1500 -12.0800%| 2.74399 014 -21.7752 -2.3848

2500 -11.2500%| 1.83425 .003 -18.0816 -4.4184

5000 -11.2500%| 1.94366 .003 -18.2378 -4.2622

250 100 9.1650" 1.95399 011 2.1572 16.1728
1000 -.8300| 1.84542 997 -7.3781 5.7181

1500 -2.9150| 2.45148 830 -12.1154 6.2854

2500 -2.0850( 1.35821 653 -6.8604 2.6904

5000 -2.0850( 1.50269 734 -7.3047 3.1347

1000 100 9.9950°| 2.21930 011 2.2757 17.7143
250 .8300( 1.84542 997 -5.7181 7.3781

1500 -2.0850( 2.66776 964 -11.6051 7.4351

2500 -1.2550( 1.71813 972 -7.5705 5.0605

5000 -1.2550| 1.83448 979 -7.7782 5.2682

1500 100 12.0800°| 2.74399 014 2.3848 21.7752
250 2.9150| 2.45148 830 -6.2854 12.1154

1000 2.0850| 2.66776 964 -7.4351 11.6051

2500 .8300( 2.35714 999 -8.3504 10.0104

5000 .8300| 2.44325 999 -8.3651 10.0251

2500 100 11.2500°| 1.83425 .003 4.4184 18.0816
250 2.0850( 1.35821 653 -2.6904 6.8604

1000 1.2550| 1.71813 972 -5.0605 7.5705

1500 -.8300| 2.35714 999 -10.0104 8.3504

5000 .0000( 1.34331| 1.000 -4.7154 4.7154

5000 100 11.2500°| 1.94366 .003 4.2622 18.2378
250 2.0850( 1.50269 734 -3.1347 7.3047

1000 1.2550| 1.83448 979 -5.2682 7.7782

1500 -.8300| 2.44325 999 -10.0251 8.3651

2500 .0000( 1.34331| 1.000 -4.7154 4.7154
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B 7.5 Subconjuntos homogéneos
Porcentaje de inhibicién

Subset
Concentracion N 1 2
Tukey HSD?P 100 6 19.5750
250 6 28.7400
1000 6 29.5700
5000 6 30.8250
2500 6 30.8250
1500 6 31.6550
Sig. 1.000 .718
B 8 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicién a las 24 h de cultivo en presencia de diclofenaco
B 8 .1ANOVA
Porcentaje de inhibicién
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
IBetween Groups 11071.858 5 2214.372 456.697 .000
\Within Groups 145.460 30 4.849
Total 11217.318 35
B 8.2 Prueba de Levene's de igualdad de varianzas Porcentaje de inhibicion
F dfl df2 Sig.
3.224 5 30 .019
B 8.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
Porcentaje de
inhibicion
N 36
Normal Parameters*® Mean 25.4663
Std. Deviation 17.90237
Most Extreme Absolute 77
Differences Positive 77
Negative -117
Kolmogorov-Smirnov Z 1.064
Asymp. Sig. (2-tailed) .208

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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B 8. 4 prueba Post Hoc

Comparacion multiple

Porcentaje de inhibicién

95% Confidence

Mean Interval

() Difference | Std. Lower
(I) Concentracion ~ Concentracion (1-J) Error | Sig. Bound | Upper Bound
Tukey 100 250 -9.2392"| 1.27131| .000( -13.1060 -5.3724
HSD 1000 -16.3158"| 1.27131| .000| -20.1826 -12.4490
1500 -21.3208"| 1.27131| .000| -25.1876 -17.4540
2500 -35.4808"( 1.27131| .000| -39.3476 -31.6140
5000 -53.4058"| 1.27131| .000| -57.2726 -49.5390
250 100 9.23927| 1.27131| .000 5.3724 13.1060
1000 -7.0767°| 1.27131| .000| -10.9435 -3.2099
1500 -12.0817°( 1.27131| .000| -15.9485 -8.2149
2500 -26.2417°( 1.27131| .000| -30.1085 -22.3749
5000 -44.1667"( 1.27131| .000| -48.0335 -40.2999
1000 100 16.3158"| 1.27131| .000| 12.4490 20.1826
250 7.0767° 1.27131| .000 3.2099 10.9435
1500 -5.0050"| 1.27131| .006( -8.8718 -1.1382
2500 -19.1650°( 1.27131| .000| -23.0318 -15.2982
5000 -37.0900"( 1.27131| .000| -40.9568 -33.2232
1500 100 21.3208"| 1.27131| .000( 17.4540 25.1876
250 12.08177( 1.27131| .000 8.2149 15.9485
1000 5.0050°( 1.27131| .006 1.1382 8.8718
2500 -14.1600°( 1.27131| .000| -18.0268 -10.2932
5000 -32.0850"( 1.27131| .000| -35.9518 -28.2182
2500 100 35.4808"( 1.27131| .000( 31.6140 39.3476
250 26.2417°| 1.27131| .000| 22.3749 30.1085
1000 19.1650"| 1.27131| .000| 15.2982 23.0318
1500 14.1600"| 1.27131| .000| 10.2932 18.0268
5000 -17.9250°( 1.27131| .000| -21.7918 -14.0582
5000 100 53.4058"| 1.27131| .000( 49.5390 57.2726
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250 44.1667%| 1.27131| .000| 40.2999 48.0335

1000 37.0900%| 1.27131| .000| 33.2232 40.9568

1500 32.0850%| 1.27131| .000| 28.2182 35.9518

2500 17.9250"| 1.27131| .000| 14.0582 21.7918

Game 100 250 -9.2392"| 1.09634| .001| -13.4320 -5.0463
s- 1000 -16.3158"| .93971| .000| -19.8065 -12.8252
Howel 1500 -21.3208"| .68048| .000| -23.7017 -18.9400
' 2500 -35.4808"| 1.45936| .000| -41.3035 -29.6581
5000 -53.4058"| .95960| .000| -56.9852 -49.8265

250 100 9.2392"| 1.09634| .001| 5.0463 13.4320

1000 -7.0767"| 1.30768| .003| -11.6506 -2.5027

1500 -12.0817"| 1.13579| .000| -16.2981 -7.8652

2500 -26.2417°| 1.71951| .000| -32.3340 -20.1493

5000 -44.1667"| 1.32205| .000| -48.7826 -39.5507

1000 100 16.3158"| .93971| .000| 12.8252 19.8065

250 7.0767°| 1.30768| .003| 2.5027 11.6506

1500 -5.0050"| .98546| .007| -8.5598 -1.4502

2500 -19.1650"| 1.62413| .000| -25.0671 -13.2629

5000 -37.0900"| 1.19537| .000| -41.2425 -32.9375

1500 100 21.3208"| .68048| .000| 18.9400 23.7017

250 12.0817*| 1.13579| .000| 7.8652 16.2981

1000 5.0050"| .98546| .007| 1.4502 8.5598

2500 -14.1600"| 1.48923| .000| -19.9635 -8.3565

5000 -32.0850"| 1.00444| .000| -35.7222 -28.4478

2500 100 35.4808"| 1.45936| .000| 29.6581 41.3035

250 26.2417°| 1.71951 .000| 20.1493 32.3340

1000 19.1650"| 1.62413| .000| 13.2629 25.0671

1500 14.1600"| 1.48923| .000| 8.3565 19.9635

5000 -17.9250%| 1.63572| .000| -23.8460 -12.0040

5000 100 53.4058°| .95960| .000| 49.8265 56.9852

250 44.1667%| 1.32205| .000| 39.5507 48.7826

1000 37.0900%| 1.19537| .000| 32.9375 41.2425

1500 32.0850%| 1.00444| .000| 28.4478 35.7222

2500 17.9250"| 1.63572| .000| 12.0040 23.8460
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B 8. 5 subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Subset
|Concentracion N 1 > 3 4 5 5
Tukey 100 6 2.8392
[HSDab 55 6 12,0783
1000 6 19.1550
1500 6 24.1600
2500 6 38.3200
5000 6 56.2450
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

B.9 Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de

ibuprofeno
B 9.1ANOVA
Porcentaje de inhibicién
Sum of Squares [df Mean Square |F Sig.
IBetween Groups ]1992.996 5 398.599 10.286 .000
\Within Groups  ]1162.594 30 38.753
Total 3155.590 35

B 9.2 Prueba de Levene's de igualdad de varianzas
Porcentaje de inhibicién

IF df1

df2

Sig.

2.858 9]

30

.032
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B 9.3 Prueba de Kolmogorona muestra

a. Calculated from data.

Porcentaje de

inhibicion
N 36
Normal Parameters®® Mean 26.8650
Std. Deviation 9.49525
Most Extreme Absolute 116
Differences Positive 116
| Negative -.088
Kolmogorov-Smirnov Z .696
Asymp. Sig. (2-tailed) 717

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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B 9. 4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicion

Comparacion multiple

95% Confidence
Mean Interval

Difference Std. Lower Upper

() Concentracion  (J) Concentracién (1) Error Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -4.1650| 3.59412 .852| -15.0969 6.7669
HSD 1000 -10.8250| 3.59412 .053| -21.7569 .1069
1500 -14.5750"| 3.59412 .004| -25.5069 -3.6431
2500 -17.9150"| 3.59412 .000| -28.8469 -6.9831
5000 -21.2500"| 3.59412 .000| -32.1819 -10.3181
250 100 4.1650| 3.59412 .852| -6.7669 15.0969
1000 -6.6600| 3.59412 A449( -17.5919 4.2719
1500 -10.4100| 3.59412 .069| -21.3419 5219
2500 -13.7500"| 3.59412 .007| -24.6819 -2.8181
5000 -17.0850"| 3.59412 .001| -28.0169 -6.1531
1000 100 10.8250| 3.59412 .053 -.1069 21.7569
250 6.6600| 3.59412 449 -4.2719 17.5919
1500 -3.7500| 3.59412 .899| -14.6819 7.1819
2500 -7.0900| 3.59412 .381| -18.0219 3.8419
5000 -10.4250| 3.59412 .068| -21.3569 .5069
1500 100 14,5750 3.59412 .004 3.6431 25.5069
250 10.4100| 3.59412 .069 -.5219 21.3419
1000 3.7500| 3.59412 899 -7.1819 14.6819
2500 -3.3400| 3.59412 936| -14.2719 7.5919
5000 -6.6750| 3.59412 A47| -17.6069 4.2569
2500 100 17.9150° 3.59412 .000 6.9831 28.8469
250 13.7500° 3.59412 .007 2.8181 24.6819
1000 7.0900| 3.59412 381 -3.8419 18.0219
1500 3.3400| 3.59412 936 -7.5919 14.2719
5000 -3.3350| 3.59412 .936| -14.2669 7.5969
5000 100 21.2500" 3.59412 .000| 10.3181 32.1819
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250 17.0850"| 3.59412 .001| 6.1531 28.0169

1000 10.4250| 3.59412 .068 -.5069 21.3569

1500 6.6750| 3.59412 A447|  -4.2569 17.6069

2500 3.3350( 3.59412 936 -7.5969 14.2669

Games- 100 250 -4.1650( 3.46919 .823| -18.3978 10.0678
Howell 1000 -10.8250"| 2.67515 .048| -21.5382 -1118
1500 -14.5750°| 2.18283 .003| -23.0821 -6.0679

2500 -17.9150%| 3.23450 013| -31.1121 -4.7179

5000 -21.2500°| 2.58849 .001| -31.5762| -10.9238

250 100 4.1650| 3.46919 .823| -10.0678 18.3978
1000 -6.6600( 4.24369 634| -21.6197 8.2997

1500 -10.4100| 3.95187 191| -24.7517 3.9317

2500 -13.7500| 4.61676 .106| -29.8031 2.3031

5000 -17.0850°| 4.18961 .023| -31.9109 -2.2591

1000 100 10.8250" 2.67515 .048 1118 21.5382
250 6.6600| 4.24369 634  -8.2997 21.6197

1500 -3.7500( 3.27694 .852| -15.2464 7.7464

2500 -7.0900( 4.05408 535| -21.2865 7.1065

5000 -10.4250| 3.56004 114 -22.7934 1.9434

1500 100 14.5750"| 2.18283 .003|  6.0679 23.0821
250 10.4100| 3.95187 191 -3.9317 24.7517

1000 3.7500| 3.27694 852|  -7.7464 15.2464

2500 -3.3400( 3.74752 939| -16.7968 10.1168

5000 -6.6750( 3.20659 .368| -17.8924 45424

2500 100 17.9150" 3.23450 013|  4.7179 31.1121
250 13.7500| 4.61676 106|  -2.3031 29.8031

1000 7.0900( 4.05408 535| -7.1065 21.2865

1500 3.3400| 3.74752 939| -10.1168 16.7968

5000 -3.3350( 3.99743 954| -17.3755 10.7055

5000 100 21.2500°| 2.58849 .001| 10.9238 31.5762
250 17.0850"| 4.18961 023|  2.2591 31.9109

1000 10.4250| 3.56004 114|  -1.9434 22.7934

1500 6.6750| 3.20659 368|  -4.5424 17.8924

2500 3.3350( 3.99743 .954| -10.7055 17.3755
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B 9.5 Subconjuntos homogéneos
Porcentaje de inhibicién

Subset
|Concentracion N 1 > 3
Tukey HSD** 100 6 15.4100
250 6 19.5750 19.5750
1000 6 26.2350  [26.2350 26.2350
1500 6 29.9850 29.9850
2500 6 33.3250
5000 6 36.6600
Sig. .053 .069 .068

B 10 Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de f-

estradiol
B 10.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicién
Sum of Squares [df Mean Square |F Sig.
|Between Groups [1825.918 5 365.184 11.533 .000
\Within Groups ~ [823.249 26 31.663
Total 2649.168 31

B 10.2 Prueba de Levene's de igualdad de varianzas

Porcentaje de inhibicion

F

dfl df2

Sig.

7.240

26

.000

B 10.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de
inhibicion

N 32
Normal Parameters?P Mean 32.6466
Std. Deviation 9.24430

Most Extreme Absolute 162
Differences Positive .087
Negative -.162

Kolmogorov-Smirnov Z 914
Asymp. Sig. (2-tailed) 374

a.

Test distribution is Normal.

b. Calculated from data
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B 10.4 Pruebas Post Hoc

Porcentaje de inhibicion

Comparacion multiple

95% Confidence
Mean Interval

) Difference Lower Upper

() Concentracion ~ Concentracion (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -1.2500 3.24877 .999 -11.2317 8.7317
HSD 1000 -7.2500  3.40733 305  -17.7189| 3.2189
1500 -10.6250 3.63223 .069 -21.7849 5349

2500 -15.7520" 3.40733 .001 -26.2209| -5.2831

5000 -20.0000" 3.24877 .000 -29.9817| -10.0183

250 100 1.2500 3.24877 .999 -8.7317| 11.2317
1000 -6.0000 3.40733 507 -16.4689| 4.4689

1500 -9.3750 3.63223 138 -20.5349 1.7849

2500 -14.5020" 3.40733 .003 -24.9709| -4.0331

5000 -18.7500" 3.24877 .000 -28.7317| -8.7683

1000 100 7.2500 3.40733 305 -3.2189| 17.7189
250 6.0000 3.40733 507 -4.4689| 16.4689

1500 -3.3750 3.77472 .945 -14.9727 8.2227

2500 -8.5020 3.55884 197 -19.4364| 2.4324

5000 -12.7500" 3.40733 011 -23.2189| -2.2811

1500 100 10.6250 3.63223 .069 -5349| 21.7849
250 9.3750 3.63223 138 -1.7849| 20.5349

1000 3.3750 3.77472 .945 -8.2227| 14.9727

2500 -5.1270 3.77472 .750 -16.7247 6.4707

5000 -9.3750 3.63223 138 -20.5349 1.7849

2500 100 15.7520" 3.40733 .001 5.2831| 26.2209
250 14.5020" 3.40733 .003 4.0331| 24.9709

1000 8.5020 3.55884 197 -2.4324| 19.4364

1500 5.1270 3.77472 .750 -6.4707| 16.7247

5000 -4.2480 3.40733 .810 -14.7169 6.2209

5000 100 20.0000" 3.24877 .000 10.0183| 29.9817
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250 18.7500"|  3.24877 .000 8.7683| 28.7317

1000 12.7500"|  3.40733 011 2.2811| 23.2189

1500 9.3750|  3.63223 138 -1.7849| 20.5349

2500 42480  3.40733 810 -6.2209| 14.7169

Games- 100 250 -1.2500| 4.68678| 1.000|  -20.6470| 18.1470
Howvell 1000 -7.2500|  5.14968 723  -26.5465| 12.0465
1500 -10.6250|  4.75138 346  -29.9325| 8.6825

2500 -15.7520|  4.62463 109  -35.2920| 3.7880

5000 -20.0000°|  4.72105 044  -39.3336| -.6664

250 100 1.2500| 4.68678| 1.000|  -18.1470| 20.6470
1000 -6.0000  2.49132 297|  -16.4379| 4.4379

1500 -9.3750"|  1.50438 .005|  -15.2922| -3.4578

2500 -14.5020*|  1.03667 .000|  -18.3414| -10.6626

5000 -18.7500°|  1.40565 .000[  -23.6586| -13.8414

1000 100 7.2500|  5.14968 723|  -12.0465| 26.5465
250 6.0000|  2.49132 297 -4.4379| 16.4379

1500 -3.3750  2.61084 781  -13.8494| 7.0994

2500 -8.5020(  2.37235 109  -19.2588| 2.2548

5000 -12.7500°|  2.55523 020  -23.1167| -2.3833

1500 100 10.6250|  4.75138 346 -8.6825| 29.9325
250 9.3750"|  1.50438 .005 3.4578| 15.2922

1000 3.3750|  2.61084 781 -7.0994| 13.8494

2500 -5.1270  1.29787 089  -11.2532 19992

5000 -9.3750"|  1.60800 005  -15.4625| -3.2875

2500 100 15.7520  4.62463 109 -3.7880| 35.2920
250 14.5020"|  1.03667 .000 10.6626| 18.3414

1000 8.5020|  2.37235 109 -2.2548| 19.2588

1500 5.1270|  1.29787 .089 -9992| 11.2532

5000 -4.2480  1.18203 .063 -8.7302 2342

5000 100 20.0000°|  4.72105 044 .6664| 39.3336
250 18.7500"|  1.40565 .000 13.8414| 23.6586

1000 12.7500"|  2.55523 .020 2.3833| 23.1167

1500 9.3750"|  1.60800 .005 3.2875| 15.4625

2500 4.2480|  1.18203 .063 -2342| 8.7302
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B 10.5 subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicién

Subset

Concentracion N 1 2 3
Tukey HSD?#b¢ 100 6 23.7400

250 6 24.9900

1000 5 30.9900 30.9900

1500 4 34.3650 34.3650|  34.3650

2500 5 39.4920(  39.4920

5000 6 43.7400

Sig. .053 179 111

B 11 Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion a las 24 h de cultivo en presencia de

carbamazepina

B 11.1 ANOVA

Porcentaje de inhibicion

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 17038.471 5 3407.694 468.984 .000
Within Groups 130.790 18 7.266
Total 17169.261 23

B 11.2 Prueba de Levene's de igualdad de varianzas Porcentaje de inhibicion

dfl

df2

Sig.

3.338

18

.026
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B 11.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de

inhibicién
N 24
Normal Parameters?P Mean 42.7025
Std. Deviation 27.32196
Most Extreme Absolute .340
Differences Positive .340
Negative -.164
Kolmogorov-Smirnov Z 1.663
Asymp. Sig. (2-tailed) .008

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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B 11. 4 Prueba Post Hoc

Porcentaje de inhibicién

Comparacion multiple

Mean 95% Confidence Interval
Difference Upper
(1) Concentracion  (J) Concentracion | (1-J) Std. Error | Sig. Lower Bound | Bound
Tukey 100 250 1.1325 1.90606 990 -4.9250 7.1900
HSD 1000 -10.6200" | 1.90606 .000 -16.6775 -4.5625
1500 -16.1950" | 1.90606 .000 -22.2525 -10.1375
2500 -18.0700" | 1.90606 .000 -24.1275 -12.0125
5000 -77.5075" | 1.90606 .000 -83.5650 -71.4500
250 100 -1.1325 1.90606 990 -7.1900 4.9250
1000 -11.7525" | 1.90606 .000 -17.8100 -5.6950
1500 -17.3275" | 1.90606 .000 -23.3850 -11.2700
2500 -19.2025" | 1.90606 .000 -25.2600 -13.1450
5000 -78.6400" | 1.90606 .000 -84.6975 -72.5825
1000 100 10.6200° | 1.90606 .000 4.5625 16.6775
250 11.7525" | 1.90606 .000 5.6950 17.8100
1500 -5.5750 1.90606 .082 -11.6325 4825
2500 -7.4500" | 1.90606 011 -13.5075 -1.3925
5000 -66.8875" | 1.90606 .000 -72.9450 -60.8300
1500 100 16.1950° | 1.90606 .000 10.1375 22.2525
250 17.3275" | 1.90606 .000 11.2700 23.3850
1000 5.5750 1.90606 .082 -.4825 11.6325
2500 -1.8750 1.90606 917 -7.9325 4.1825
5000 -61.3125" | 1.90606 .000 -67.3700 -55.2550
2500 100 18.0700° | 1.90606 .000 12.0125 24.1275
250 19.2025° | 1.90606 .000 13.1450 25.2600
1000 7.4500" 1.90606 011 1.3925 13.5075
1500 1.8750 1.90606 917 -4.1825 7.9325
5000 -59.4375" | 1.90606 .000 -65.4950 -53.3800
5000 100 77.5075" | 1.90606 .000 71.4500 83.5650
250 78.6400" | 1.90606 .000 72.5825 84.6975
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1000 66.8875" | 1.90606 .000 60.8300 72.9450
1500 61.3125"° | 1.90606 .000 55.2550 67.3700
2500 59.4375" | 1.90606 .000 53.3800 65.4950
Games- 100 250 1.1325 2.77562 997 -13.4647 15.7297
Howell 1000 -10.6200 | 2.76737 122 -25.2805 4.0405
1500 -16.1950" | 3.12261 .025 -29.7102 -2.6798
2500 -18.0700" | 2.75656 .028 -32.8176 -3.3224
5000 -77.5075" | 2.69645 .000 -92.8316 -62.1834
250 100 -1.1325 2.77562 997 -15.7297 13.4647
1000 -11.7525" |.90593 .000 -15.3618 -8.1432
1500 -17.3275"° | 1.70677 .003 -25.4029 -9.2521
2500 -19.2025" | .87233 .000 -22.6973 -15.7077
5000 -78.6400" | .65818 .000 -82.3805 -74.8995
1000 100 10.6200 2.76737 122 -4.0405 25.2805
250 11.7525" | .90593 .000 8.1432 15.3618
1500 -5.5750 1.69333 155 -13.6986 2.5486
2500 -7.4500" .84573 .001 -10.8240 -4.0760
5000 -66.8875" | .62250 .000 -70.4252 -63.3498
1500 100 16.1950" | 3.12261 .025 2.6798 29.7102
250 17.3275" | 1.70677 .003 9.2521 25.4029
1000 5.5750 1.69333 155 -2.5486 13.6986
2500 -1.8750 1.67559 .853 -10.0734 6.3234
5000 -61.3125" | 1.57476 .000 -70.2620 -52.3630
2500 100 18.0700" | 2.75656 .028 3.3224 32.8176
250 19.2025" | .87233 .000 15.7077 22.6973
1000 7.4500" .84573 .001 4.0760 10.8240
1500 1.8750 1.67559 .853 -6.3234 10.0734
5000 -59.4375" | .57250 .000 -62.6911 -56.1839
5000 100 77.5075" | 2.69645 .000 62.1834 92.8316
250 78.6400" | .65818 .000 74.8995 82.3805
1000 66.8875" | .62250 .000 63.3498 70.4252
1500 61.3125" | 1.57476 .000 52.3630 70.2620
2500 59.4375" | .57250 .000 56.1839 62.6911
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B 11.5 subconjuntos homogéneos

Porcentaje de inhibicion

Subset
Concentracion N 1 2 3
Tukey HSD** 250 4 21.3600
100 4 22.4925
1000 4 33.1125
1500 4 38.6875 38.6875
2500 4 40.5625
5000 4 100.0000
Sig. 990 .082 917 1.000
B 11.6 Prueba D’Agostino Kurtosis
DAgosin Omrious 0305 0005649 201 Recnomolty
Page/DateTime 2 25M11/2020 12:20:57 p_m_DBSCTipﬁVB Sastis Report
Database
Plots Section of C1
. s
| /]
B 12 Analisis estadistico del porcentaje de inhibicidn a las 24 h de cultivo en
presencia
Ofloxacino
B 12.1 ANOVA
Porcentaje de inhibicion
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5507.771 5 1101.554 172.154 .000
Within Groups 191.960 30 6.399
Total 5699.731 35
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B 12.2 Prueba de Levene's de igualdad devarianzas

Porcentaje de inhibicion

F dfl

df2 Sig.

3.083 5

30 .023

B 12.3 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Porcentaje de

inhibicién
N 36
Normal Parameters?P Mean 25.2700
Std. Deviation 12.76125
Most Extreme Absolute 253
Differences Positive 253
Negative -.116
Kolmogorov-Smirnov Z 1.516
Asymp. Sig. (2-tailed) .020

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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B 12.4 Prueba Post Hoc

Porcentaje de inhibicion

Comparacion multiple

Mean 95% Confidence Interval

) Differenc |  Std. Lower Upper

(I) Concentracién ~ Concentracion e (1-J) Error Sig. Bound Bound
Tukey 100 250 -4.5950"| 1.46044 .039 -9.0371 -.1529
HSD 1000 -8.7600"| 1.46044 .000 -13.2021 -4.3179
1500 -10.43007| 1.46044 .000 -14.8721 -5.9879

2500 -20.4200"| 1.46044 .000 -24.8621| -15.9779

5000 -37.5150°| 1.46044 .000 -41.9571| -33.0729

250 100 4.5950"| 1.46044 .039 1529 9.0371
1000 -4.1650| 1.46044 076 -8.6071 2771

1500 -5.8350"| 1.46044 .005 -10.2771 -1.3929

2500 -15.8250"| 1.46044 .000 -20.2671| -11.3829

5000 -32.9200°| 1.46044 .000 -37.3621| -28.4779

1000 100 8.7600"| 1.46044 .000 4.3179 13.2021
250 4.1650| 1.46044 .076 -2771 8.6071

1500 -1.6700| 1.46044 .859 -6.1121 2.7721

2500 -11.6600"| 1.46044 .000 -16.1021 -7.2179

5000 -28.7550"| 1.46044 .000 -33.1971( -24.3129

1500 100 10.4300°| 1.46044 .000 5.9879 14.8721
250 5.8350"| 1.46044 .005 1.3929 10.2771

1000 1.6700| 1.46044 .859 -2.7721 6.1121

2500 -9.9900"| 1.46044 .000 -14.4321 -5.5479

5000 -27.0850"| 1.46044 .000 -31.5271| -22.6429

2500 100 20.4200°| 1.46044 .000 15.9779 24.8621
250 15.8250°| 1.46044 .000 11.3829 20.2671

1000 11.6600°| 1.46044 .000 7.2179 16.1021

1500 9.9900| 1.46044 .000 5.5479 14.4321

5000 -17.0950"| 1.46044 .000 -21.5371| -12.6529

5000 100 37.5150"| 1.46044 .000 33.0729 41.9571
250 32.9200°| 1.46044 .000 28.4779 37.3621
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1000 28.7550°| 1.46044|  .000 24.3129|  33.1971

1500 27.0850°| 1.46044|  .000 22.6429| 31.5271

2500 17.0950°| 1.46044| .000 12.6529| 21.5371

Games- 100 250 -45950"| .99945| 014 -8.2105 -.9795
Howell 1000 -8.7600°| 1.13444| .001 -12.9704 -4.5496
1500 -10.4300°|  .67228| .000 -12.7878|  -8.0722

2500 -20.4200°| 1.71958| .000 -27.2570|  -13.5830

5000 -37.5150°| 1.34392| .000 -42.6647| -32.3653

250 100 45950"| .99945| .014 9795 8.2105
1000 -4.1650| 1.31710| .082 -8.7652 4352

1500 -5.8350"| .94855|  .003 -9.3863|  -2.2837

2500 -15.8250°| 1.84520( .000 -22.6787|  -8.9713

5000 -32.9200°| 1.50130( .000 -38.2714| -27.5686

1000 100 8.7600°| 1.13444| .001 4.5496|  12.9704
250 41650 1.31710| .082 -.4352 8.7652

1500 -1.6700| 1.08986| .659 -5.8559 2.5159

2500 -11.6600°| 1.92167| .002 -18.6166|  -4.7034

5000 -28.7550°| 1.59435 .000 -34.3395| -23.1705

1500 100 10.4300"|  .67228|  .000 8.0722| 12.7878
250 5.8350"| .94855|  .003 2.2837 9.3863

1000 1.6700| 1.08986( .659 -2.5159 5.8559

2500 -9.9900"| 1.69050|  .009 -16.8612|  -3.1188

5000 -27.0850°| 1.30651| .000 -32.2448|  -21.9252

2500 100 20.4200°[ 1.71958|  .000 13.5830|  27.2570
250 15.8250"| 1.84520|  .000 8.9713| 22.6787

1000 11.6600°| 1.92167| .002 4.7034|  18.6166

1500 9.9900"| 1.69050| .009 3.1188| 16.8612

5000 -17.0950°| 2.05231| .000 -24.3316|  -9.8584

5000 100 37.5150°| 1.34392|  .000 32.3653|  42.6647
250 32.9200°| 1.50130| .000 27.5686|  38.2714

1000 28.7550°| 1.59435| .000 23.1705|  34.3395

1500 27.0850°| 1.30651| .000 21.9252|  32.2448

2500 17.0950"| 2.05231| .000 0.8584| 24.3316

155



Estudio del efecto de doce compuestos activos farmacéuticos en el crecimiento radial de Amylomyces rouxii

B 12.5 Subconjuntos homogéneos Porcentaje de inhibicion

Porcentaje de inhibicién

Subset
N 1 2 3 4 5
6 11.6500
6 16.2450
6 20.4100 20.4100
6 22.0800
6 32.0700
6 49.1650
1.000 .076 .859 1.000 1.000
B 12.6 Prueba D’Agostino Kurtosis
Do mne e G035 ooraoor - 1eds 1560 Tty
DrAgostino Omnibus 56084 0.060557 4.605 5991 Can't reject normality
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