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, INTRODUCCION Ecosistemas Lénticos/LAticos Colombianos
Materia Organica
(Procesos Industriales y Domésticos)

Nitrogeno «———— Proceso complejo Mineralizacion — Fésforo
\ J

Procesos
Fisicoquimicos

Bacterias Hongos Invertebrados

Ceriza
........

Propiedades quimicas vy fisicas del
material en descomposicion

\

::::::

Tomado de www.cdrtcampos.es

Tomado de

- Tomado de inglescatolico-tics.blogspot.com
www.extraterrestresracionalmente.com 9 gsp

Alvarez 2005



INTRODUCCION

Polimeros

Moléculas de mayor tamafio

Tomado de corinto.pucp.edu.pe

Actividad Enzimatica Extracelular

Tomado de www.ugr.es

Bacterias
Hongos

Marxsen & Fiebig 1993; Marxsen & Schmidt 1993
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Linea Base
Modelacion
Carbono — Nitrégeno — Fésforo
Correlacion con Contaminacion
Actividad Enzimatica Extracelular

Maestria en Quimica

Doctorado
Ingenieria Ambiental

Pregrado en Biologia







PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe actividad enzimatica extracelular (AEE) en
el perifiton (episammon y epiliton) y el cuerpo de ¢El pHy la temperatura se
agua, asociada a la concentracion de carbono relacionan con la AEE en términos

organico disuelto y fésforo en las estaciones del de activacion o inhibicion?
rio Chinchina en tres periodos climaticos?

. Agua Perifiton —— Epilitén
\ }

APHA et al., 2005 |

Conductividad, pH, oxigeno disuelto, temperatura, turbidez

En DQO Filtrada Ortofosfatos

Laboratorio

AEE para el carbono y el fosforo [RELZETEEEE:

Transicion
5 estaciones; 3 épocas Seco

Lluvias







OBIJETIVOS

Determinar si existen diferencias significativas
entre los periodos de muestreo para los
parametros pH, temperatura del agua DQO

soluble-filtrada y ortofosfatos, y AEE para COD y
OBJETIVO fosforo en perifiton y muestras de agua en las
GENERAL cinco estaciones del rio Chinchina.

Relacionar la actividad enzimatica
extracelular en el agua y en el perifiton
en las cinco estaciones y en tres épocas

climaticas en el rio Chinchina con sus
niveles de contaminacién por carbono
organico disuelto y fosforo.
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MATERIALES Y METODOS e g o gt

RIC CHINCHIMA, ':.

Chinchina
Palestina

10F0mm. M.

Ubicacién de las estaciones de muestreo en el rio Chinchina. Tomado y modificado de CORPOCALDAS & Fundacién PROAGUA (2005)
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MATERIALES Y METODOS Fase laboratorio

NANOCOLOR Orto Fosfato y
Fosfato total
(Ref. 985 080; test 0.80)

APHA et al., 2005



_MATERIALES Y METODOS Analisis DQO 12

Thermoreaktor TR300]

APHA et al., 2005
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MATERIALES Y METODOS

Perifiton

'” s e gl ,, < *“‘"’J = - g
. 4 5 ‘x" . B - .~

25 Mg - or- g i |

arissa e o7 - .vegetla
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~"rias, hongos,
iz polisacarida

Conjunto c
algas y protc.

;r" 5 E ®

o o x: B e ‘; . .:'
Clasific ™ = . to sobre

R 4 8 . 4 5, B

BN ‘i?f-ﬁ“?w." "

Perifiton —— sobre plantas

Sistemas L Episammon —— sobre arena
. —— Biofilm . . .
acuaticos Epipelon —— sobre limos o arcillas
Epiliton —— sobre rocas

(Lock et al. 1984)
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MATERIALES Y METODOS

Principio analitico

(Tomado y modificado de Marxsen et al. 1998)

NO,

Muestra problema
Enzima NO,
H04< OH 0

-glucosidasa \
B g A 0 t + >—O'
0 OH Enzima

4-Nitrofenil-B-D-Glucopiranosa OH

OH

4-Nitrofenol B-D-Glucopiranosa

4-Nitrofenol detectado a 405 nm Enzima

Sustratos

4-Nitrofenilfosfato (C;H,NNa,O.P.H,0). Conc. > 98%.
M=371,12. Cantidad = 2,5 g. Laboratorio: Carl Roth GmbH

4-Nitrofenil-B-D-Glucopiranosa (C;,H,:NO,). Conc. > 99%.
M=301,26. Cantidad = 1 g. Laboratorio: Carl Roth GmbH




15
MATERIALES Y METODOS

Identificacion bacteriana en las
muestras obtenidas del rio Chinchina

Sintetizan proteinas que

o - —» Activasy estables a pH =12
presentan actividad catalitica y P

Bacillus —

— Choque térmico (75°C) ——— > Siembra e incubacién de |la muestra en agar PCA
72 ha37°C

Tincion de gram <«—— Ubicacion y la forma de la espora

Violeta/Rojo «—— Gram+> l

Rosado «—— @Gram -

Notacidon y metodologia propuesta por Madigan et al. (2003)



MATERIALES Y METODOS

16
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MATERIALES Y METODOS
A”}to\rei EPOCA
Estafién Ep?ca ESTACION

Niveles —— 5 3 E1l

S~ e

Tratamientos E3

' E4

15 ES

Analisis estadistico

ANOVA FACTORIAL
pos hoc Tukey

Kruskal-Wallis
Analisis de Componentes Principales

Normalidad: Shapiro-Wilk

Seco Lluvias Transicion
|
2 Repeticiones
4/\
Estacion Epoca







RESULTADOS

Curva de Cadlibracion
Solucion madre (4-Nitrofenol)
0.800

y =17,455x + 0,0366

o7 R? = 0,994

0.600

0.500

405 nm)

Abs, X D X F)
t

AEEX — <

0.400

0.300

0.200

0.100

Absorbancia (A

0.000
0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200 0.0250 0.0300 0.0350 0.0400

Concentracion
4-Nitrofenol (mM)
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RESULTADOS

PERIODO DE TRANSICION

(Abril 25/13)

Valores de los parametros fisicoguimicos determinados in situ en
las 5 estaciones del Rio Chinchina

Conductividad | Turbidez % Porcentaje de Saturacion de
Estacion pH léctri .2 ,
Eléctrica (uS/m UNT saturacion o Oxigeno
E1 §° Periodo de transicion
] .00
E2 ‘g’ 00
S .00
E3 R
5 00
E4 e .00
.% 0
ES5 £ E3
§ Estaciones

(CORPOCALDAS & Fundaciéon PROAGUA, 2005)



RESULTADOS

Determinacion de la DQO para el agua en las 5
estaciones de muestreo ubicadas en el rio
Chinchina. Transicion

Estaciones | DQO (mg/L)
E1l
E2
E3
E4

ES

Demanda Quimica de Oxigeno
Periodo de Transicion

E3

Estaciones
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RESULTADOS Concentracion de ortofosfatos en el agua de las 5

estaciones de muestreo ubicadas en el rio Chinchina.

., Ortofosfatos
Estacion
El
E2 Tipos de ecosistemas
E3 Rios
E4 Amazonas
ES Tributarios del amazonas
Medellin
Magdalena
Ortofosfatos Cauca
Periodo de Transicion 29",“’96
in0
Arroyos de la Regién Andina

Tomado y modificado de
Rolddn & Ramirez (2008)

[%2]

o

EA
—

“‘3\

o ™

T E

e

=

o

E3
Estaciones

Estacion 5 presenta mayor concentracion de ortofosfatos, debido a los aportes del rio
Guacaica, responsable del 81% de los ortofosfatos presentes en el rio Chinchina.



RESULTADOS

ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR

(Transicion)

ESTACION MUESTRA

Agua

Agua

Agua

Agua

Agua

ESTACION MUESTRA

Perifiton

Perifiton

Perifiton

Perifiton

Perifiton

PERIODO DE TRANSICION (25/04/2013)

AEE Fosfatasa

AEE Glucosidasa

(AEE/107) (mM/g/h) (AEE/10°%) (mM/g/h)

0,0000
0,0000
0,9327
0,0000
65,9685
49,9616
52,9445
51,9362
14,2928
12,5282

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,4285
0,0000
0,0000
0,0000
66,7247

PERIODO DE TRANSICION (25/04/2013)

AEE Fosfatasa

AEE Glucosidasa

(AEE/10) (mM/g/h) (AEE/107®) (mM/g/h)

59,5405
0,0000
46,1805
51,9782
53,9528
44,6120
6,2263
14,7969
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
55,6333
34,2068
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
52,3563
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RESULTADOS

COMPARACION ENTRE ESTACIONES DE MUESTREO

AEE FOSFATASA Y GLUCOSIDASA EN AGUA vs PARAMETROS FISICOQUIMICOS

PARAMETRO Enzima
Glucosidasa Fosfatasa
pH 0,4642 0,0000
Temperatura 0,0000 0,0000
Ortofosfatos N/A 0,0010
DQO 0,0592 N/A

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es superior a 0.05, no existe relacidon estadisticamente
significativa entre el pH y la DQO en la catalisis realizada por la glucosidasa, para un nivel de
confianza del 95%.
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RESULTADOS

AEE FOSFATASA Y GLUCOSIDASA EN PERIFITON vs PARAMETROS FISICOQUIMICOS

p-Valor
. Enzima
PARAMETRO
Glucosidasa Fosfatasa
pH 0,0913 0,0895
Temperatura 0,0000 0,0000
Ortofosfatos N/A 0,1644
DQO SA N/A

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es menor 0.05, existe relacion estadisticamente
significativa en la temperatura para la catalisis realizada por las dos enzimas para un nivel de
confianza del 95% o superior.
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RESULTADOS

Prueba pos hoc de Tukey para la AEE de |a fosfatasa y la
concentracion de ortofosfatos en agua entre estaciones
de muestreo.

1étodo: 95,8 porcentaje HSD de Tukey
Media LS

4,27013

1,68375 h,27013
9, 41047 7,23288
oy, 0925 4,608031
c7,B781 3,84353




RESULTADOS

Grafico del Modelo Ajustado
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RESULTADOS

Grafico del Modelo Ajustado Grafico del Modelo Ajustado
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RESULTADOS
(Julio 31/13)
Valores de los parametros fisicoguimicos determinados in situ en
las 5 estaciones del Rio Chinchina
Porcentaje de Saturacidon de
Estacion | pH | Conductividad | Turbidez | % Saturacion Oxigeno
P Eléctrica S/m UNT OXl’enO Periodo Seco

El 101,35
E2 6,78 96,15
E3 7,90 1.152,00 84,20
E4 8,10 1.033,00 102,15

o
c
()
\@
x
o
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©
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0
%)
©
S
=}
=
©
(%]
()]
©
()
)
©
-
c
[
(5]
S
o
a.

ES 8 45 639,50 101,85 3

Estaciones

(CORPOCALDAS & Fundaciéon PROAGUA, 2005)



RESULTADOS

Determinacion de la DQO para el agua en las 5
estaciones de muestreo ubicadas en el rio
Chinchina. Seco

Estaciones | DQO (mg/L o J
E1 me/1) Demanda Quimica de Oxigeno
E2 Periodo Seco
E3
E4

33

E3

Estaciones
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RESULTADOS Concentracion de ortofosfatos en el agua de las 5

Ortofosfatos

Estacion

El
E2
E3
E4
ES

Ortofosfatos
Periodo Seco

(7]
(=]
“-B‘A
—
“v_i\
o W
s £
Sv
S
o

E3
Estaciones

estaciones de muestreo ubicadas en el rio Chinchina. Seco.

Tipos de ecosistemas

Rios

Amazonas

Tributarios del amazonas

Medellin

Magdalena

Cauca

San Jorge

Sinu

Arroyos de la Regién Andina

Tomado y modificado de
Roldan & Ramirez (2008)
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Agua

Agua

Agua

Agua

ESTACION MUESTRA

Perifiton

Perifiton

Perifiton

Perifiton

Perifiton

15,1750
42,1472
64,7081
59,2885
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

RESULTADOS
| PERIODO SECO (31/07/2013)
. AEE Fosfatasa AEE Glucosidasa
ESTACION  MUESTRA (AEE/10°%) (mM/g/h) (AEE/10°) (mM/g/h)
o 0,0000 0,0000
ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR Agua 0,0000 0,0000

14,4188
0,0000
5,3440
3,5795
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

PERIODO SECO (31/07/2013)

AEE Fosfatasa

431,7319
0,0000
225,1550
229,9444
176,6302
191,3767
0,0000
261,8321
224,7769
211,7949

AEE Glucosidasa

(AEE/10®) (mM/g/h) (AEE/10®) (mM/g/h)

0,0000
5,2180
33,7027
141,3394
150,1621
165,9169
252,8834
272,9235
227,4237
224,0206
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RESULTADOS

COMPARACION ENTRE ESTACIONES DE MUESTREO

AEE FOSFATASA Y GLUCOSIDASA EN AGUA vs PARAMETROS FISICOQUIMICOS

PARAMETRO Enzima
Glucosidasa Fosfatasa
pH 0,3140 0,0001
Temperatura 0,0000 0,0000
Ortofosfatos N/A 0,0010
DQO SA N/A

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es menor 0.05, existe relacion estadisticamente
significativa en el pH, temperatura y concentracion de ortofosfatos para la catdlisis realizada
por la fosfatasa para un nivel de confianza del 95% o superior.
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RESULTADOS

AEE FOSFATASA Y GLUCOSIDASA EN PERIFITON vs PARAMETROS FISICOQUIMICOS

PARAMETRO Enzima
Glucosidasa Fosfatasa
pH 0,0002 0,9702
Temperatura 0,0000 0,0000
Ortofosfatos N/A 0,7405
DQO SA N/A

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es superior 0.05, no existe relacion estadisticamente
significativa entre el pH y concentracion de ortofosfatos para la catalisis realizada por la
fosfatasa para un nivel de confianza del 95% o superior.
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Prueba pos hoc de Tukey para la AEE de |la
fosfatasa y la concentracion de ortofosfatos
en agua entre estaciones de muestreo.

Método: 95,8 porcentaje HSD de Tukey
10 Recuento HMedia LS

2,57488

-9,92933 1,95@55
-4,16677 1,64181
17,482 2, 84702
184,819 5,24884




RESULTADOS

Grafico del Modelo Ajustado Grafico del Modelo Ajustado
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RESULTADOS

Grafico del Modelo Ajustado Grafico del Modelo Ajustado
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RESULTADOS

PERIODO DE LLUVIAS

(Diciembre 18/2013)

Valores de los parametros fisicoguimicos determinados in situ en
las 5 estaciones del rio Chinchina

Porcentaje de Saturacion de

Estacién| pH C?nd.uctividad Turbidez %Satu’racién de g . Oxigeno .
Eléctrica (uS/m)| (UNT) Oxigeno :8 Periodo de Lluvias

O

E1l 7,58 65,30 47,21 57,90 g g?

E2 6,99 623,00 35,70 63,10 % }%’5

E3 7,67 882,50 58,12 WA g‘
o

E4 7,91 861,50 38,54 95,90 g

ES 7,58 691,50 202,19 78,35 = e

Estaciones

(CORPOCALDAS & Fundaciéon PROAGUA, 2005)



RESULTADOS

Determinacion de la DQO para el agua en las 5
estaciones de muestreo ubicadas en el rio
Chinchina. Lluvias.

Demanda Quimica de Oxigeno
Periodo de Lluvias

DQO
(mg/L)

Estacion

El
E2
E3
E4
ES

E3
Estaciones
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RESULTADOS Concentracion de ortofosfatos en el agua de las 5 estaciones

de muestreo ubicadas en el rio Chinchina. Lluvias.

Estacién Ortofosfatos
(mg/L)
El
E2 Tipos de ecosistemas
E3 -
E4 Rios
Amazonas
ES Tributarios del amazonas
Medellin
Magdalena
Ortofosfatos Cavca
Periodo de Lluvias San Jorge
SinU
Arroyos de la Regién Andina

Tomado y modificado de
Roldan & Ramirez (2008)

(7]
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(@)
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Valores p indicativos de la interaccion entre los parametros
fisicoquimicos y la actividad catalitica de la glucosidasa y la
fosfatasa en muestras de agua.

PARAMETRO Enzima
Glucosidasa Fosfatasa
pH 0,0000  0,4569
Temperatura 0,0000 0,0000
Ortofosfatos N/A 0,6494
DQO SA N/A

Diferencias significativas entre glucosidasa y la
fosfatasa con la temperatura



RESULTADOS
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COMPARACION ENTRE ESTACIONES DE MUESTREO

Valores p indicativos de la interaccion entre los parametros
fisicoquimicos y la actividad catalitica de la glucosidasa y la

fosfatasa en muestras de perifiton.

p Valor

PARAMETRO Enzima
Glucosidasa Fosfatasa

pH 0,2094 0,3339

Temperatura 0,0000 0,0000

Ortofosfatos N/A 0,4445

DQO 0,6261 N/A

Diferencias significativas entre glucosidasa y la

fosfatasa con la temperatura
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RESULTADOS
' PERIODO DE LLUVIAS (18/12/2013)
. AEE Fosfatasa AEE Glucosidasa
ESTACION MUESTRA ' AEE/10°) (mM/g/h) (AEE/10°) (mM/g/h)
- Agua 0,0000 0,0000
ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR 0,3025 0,0000

0,1765 0,0000
0,4285 0,0000
0,0000 0,0000
0,4285 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
4,5878 0,0000

PERIODO DE LLUVIAS (18/12/2013)
AEE Fosfatasa AEE Glucosidasa
(AEE/107°) (mM/g/h) (AEE/10°%) (mM/g/h)

16,9396 9,2512
16,9396 3,9576
89,0335 131,3824
327,3721 56,7677
294,3500 35,9714
117,2661 174,8657
18,3260 24,5019
196,1661 0,0000
40,5087 7,8648
54,8771 31,6860

(LIuvias) Agua
Agua
Agua

Agua

ESTACION MUESTRA

Perifiton
Perifiton
Perifiton

Perifiton

Perifiton
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< Grafico del Modelo Ajustado
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RESULTADOS

Grafico del Modelo Ajustado

e
-
o

3
=
£
>
=

0 0,2 0,4 0,6 0,8
ORTOFOSFATOS (mg/L)

Relacion de la AEE de |a fosfatasa y la concentracion de ortofosfatos en muestras de perifiton




RESULTADOS

Comparacion DQO y Ortofosfatos entre los
periodos de Transicion, Seco y Lluvias

PERIODO TRANSICION SECO LLUVIAS

ESTACION/ Ortofosfatos Ortofosfatos Ortofosfatos
PARAMETRO  (mg/L) PO (ms/L) oy DQO(mg/t) ™ oy  DQO(me/L)

El 0,04 19,29 0,16 17,92 0,25 16,24

E2 0,04 4,22 0,14 16,89 0,11 9,28

E3 0,07 22,09 0,75 41,98 0,65 43,15
E4 0,03 26,08 0,07 15,36 0,29 38,51
ES 0,16 16,32 0,22 10,24 0,63 10,67




RESULTADOS

COMPARACION AEE AGUA

80.0000
70.0000
60.0000
50.0000

40.0000

7

ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR

30.0000

(mM/mL/h)

20.0000
10.0000

0.0000 — I
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Transicion Seco Lluvias

PERIODO
AEE FOSFATASA (mM/mL/h)  ® AEE GLUCOSIDASA (mM/mL/h)



RESULTADOS

COMPARACION AEE PERIFITON

500.0000
450.0000
400.0000
350.0000
300.0000

250.0000
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100.0000
50.0000 I
0.0000 I - - . I
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1 2 3 4 5

ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR
(mM/mL/h)

Transicion Seco Lluvias

PERIODO
AEE FOSFATASA (mM/mL/h)  ® AEE GLUCOSIDASA (mM/mL/h)




52

RESULTARE COMPARACION ENTRE PERIODOS DE

MUESTREO (PERIFITON)

Prueba pos hoc de Tukey para la fosfatasa en perifiton entre periodos de muestreo.

Diferencias

18/12/72013 - 25/784/28013 89,4492
18/12/72013 - 31/67/2013 -78,1463

2578472013 - 31/87/2013 *-167 ,595

* indica una diferencia significativa.

Prueba pos hoc de Tukey para la glucosidasa en perifiton entre periodos de muestreo.

Contraste DifFerencias

18/12/2813 - 2578472813 33,4852 72897
18/12/20123 - 2178772013 *-00 7342 7, 2897
257842013 - 3178772013 *-133,139 Fr,2a97

* indica una diferencia significativa.
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RESULTADOS

COMPARACION ENTRE PERIODOS DE
MUESTREO (AGUA)

Prueba pos hoc de Tukey para |la fosfatasa en agua entre periodos de muestreo.
Contraste Diferencias

2578472013 24,2641 24,3186
3178772013 -17,5395% 24,3186
3178772813 6,72457 24,3186

181272013 - 2570472413 -6,71532
1871272013 - 31/87/720413 —-2,33423
257842013 - 31/87/72413 L,381489

* indica una diferencia significativa.



RESULTADOS
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TEST DE NORMALIDAD (SHAPIRO-WILKS)

Valores p determinados por medio del
test de normalidad.

p-Valor
Perifiton = Agua

Glucosidasa 0,0545 0,0000
Fosfatasa 0,0438 0,0017

AEE

Datos de la actividad enzimatica de la glucosidasa en las
muestras de perifiton provienen de una distribucion normal, al

presentar p > 0,05 con un nivel de significancia del 95%



RESULTADOS ,
ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Plot of Component Weights
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Analisis de Componentes Principales. A. AEE fosfatasa y parametros fisicoquimicos de control en muestras
de agua. B. AEE glucosidasa y parametros fisicoquimicos de control en muestras de agua. C. AEE
glucosidasa y parametros fisicoquimicos de control en muestras de biofilm en el periodo de transicion.




RESULTADOS ,
ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
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Analisis de Componentes Principales. A. AEE fosfatasa y parametros fisicoquimicos de control en muestras
de agua. B. AEE glucosidasa y parametros fisicoquimicos de control en muestras de agua.
C. AEE glucosidasa y parametros fisicoguimicos de control en muestras de biofilm en el periodo seco.
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RESULTADOS

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Plot of Component Weights Flot of Component Weights
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Analisis de Componentes Principales. A. AEE fosfatasa y parametros fisicoquimicos de control
en muestras de agua. B. AEE fosfatasa y parametros fisicogquimicos de control en muestras de
biofilm en el periodo de lluvias.



RESULTADOS

Identificacion de Bacillus tincion de gram. A. Estacién 2 (Horno crematorio),

B. Estacion 3 (Bocatoma Municipal CHEC) y C. Estacion 5 (Hacienda El Retiro).
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RESULTADOS

Espora oval o cilindrica, aerobios facultativos; hidrolizan caseina y almidodn;
esporangio no distendido, pared de la espora delgada.

Caracteristica Especie Posicion espora

B. coagulans Central o Terminal
Termofilos y acidofilos

B. acidocaldarius Terminal

B. Licheniformis Central
B. cereus Central

o B. anthracis Central
Mesofilos

B. megaterium Central
B. subtilis Central
B. thuringensis Central

Madigan et al. 2003
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CONCLUSIONES

Se presentd mayor AEE en las muestras de perifiton que en las muestras de agua, sin
embargo, la AEE de la glucosidasa fue menor comparada con la AEE de la fosfatasa,
debido a que el Carbono Organico Disuelto (COD) se encuentra biodisponible en las

aguas del rio Chinchina.

Durante los periodos seco y lluvias se presentd AEE para la fosfatasa y la glucosidasa
en las muestras de perifiton en las 5 estaciones de muestreo en el rio Chinchin3,
indicando ello |a baja disponibilidad de alimento rico en (COD) y fosforo.

De acuerdo con el analisis pos hoc de Tukey, se determind que existen diferencias
significativas en |a catalisis realizada por la fosfatasa en las muestras de perifiton entre
los periodos de transicion y seco. Respecto a lo evaluado sobre la glucosidasa en
perifiton, se presentaron diferencias entre los periodos de lluvias y seco y entre los
periodos de transicion y seco.
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De acuerdo al ACP, en el PERIODO SECO se evidencio correlacion entre la AEE
de la fosfatasa y la glucosidasa en las muestras de agua con la contaminacion
referente a la concentracion de Ortofosfatos y la DQO filtrada, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la realizacion de nuevos muestreos en el rio
Chinchina, con el fin de determinar tendencias de comportamiento
entre AEE y contaminacion por materia organica disuelta y fosforo.
Ademas de la composicion quimica de la materia organica presente

en el rio Chinchina, con el fin de establecer la preferencia (Regio-
especificidad) de las enzimas evaluadas.

Se recomienda la determinacion de la composicion y riqgueza del biofilm, con el fin
de identificar los microorganismos responsables de la AEE.
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Preparacion de reaclivos

Solucion de cloruro de sodio (0,14 mol/L): 8,18 gr de cloruro
de sodio se diluyen en 1 litro de agua desionizada.

Solucidon del sustrato: Tomar 10 mg de 4-Nitrofenil-p-D-
Glucopiranosa y disolver en 10 ml de la solucidn de cloruro
de sodio, refrigerar a 4°C protegido de la luz. La solucion
sOlo es viable durante 24 horas.

Solucion de carbonato de sodio (1 mol/L): 10,6 gr de
carbonato de sodio se diluyen en 100 ml de agua
desionizada.

Solucion madre de 4-Nitrofenol: 5 mg de 4-Nitrofenol se
levan a una solucion de 1 litro, la cual consta de 2 partes de
solucion de cloruro de sodio y 1 parte de solucion de
carbonato de sodio. (Para 200 ml de solucidn madre tomar
1 mg de 4-Nitrofenol, 134 ml de solucion de cloruro de sodio
y 66 ml de solucidn de carbonato de sodio)



67

Gran importancia tanto en ambientes Loticos como
Lénticos

Aguas someras

< Profundidad favorece el

Ocupan Ty Gran
crecimiento de plantas .
grandes il superficie
: acuaticas ;
extensiones colonizable

El aporte del perifiton a la
produccion primaria total del
ecosistema supera a los aportes del
fitoplancton y de las macrofitas

Roll 1939; Young 1945; Sladeckova 1962



Perifiton muestra respuestas
marcadas cuando se somete a
fuentes de contaminacion

Perifiton evaluacion de la
calidad del agua

A diferencia del plancton, que a menudo no responde
completamente a la influencia de la contaminacion en Seoise

los rios

Sphaerotilus
Bacillus

Obstaculizada por la falta de
sustratos naturales éptimos

Dificil recoleccion de muestras
cuantitativas de estas
superficies
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50 pm

Bacterias asociadas al
perifiton, que se encuentran
principalmente en aguas
contaminadas

Utilizacion de sustratos
artificiales




CONSERVACION DE MUESTRAS

Muestras para recuento e identificacion

Formalina neutralizada (5%)

Congelacion

Agua del sitio de muestreo

Mertiolato

Triclorotrifluoroetano

——— | @ey

Almacenar muestras en obscuridad
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POTENCIA DE LA
PRUEBA

Z= Grados de o r Za ZB= P(z23,05)=
0,5*Ln(Raiz((1+r)/(1-r)) libertad (n-k) critico ((Z-Za)*(Raiz(n-3))) 1-0,9988

N (1-B)*100%

0,9970 13 1,62482085 11 0,05 0,632 0,744 2,328580892 0,0012 =8 99,88%

Zar J. H. 1999. Bioestatistical analysis (4 ed). Prentice Hall, New Jersey, 663 pp.



Eecoleccion de Nuestras

|

Depositar
k'

Agua v Penifiton

Lavar v depositar
=

5 mlL de Agua

g de Penifiton

Drszolver cada mmestra en

50 mL NaCl <

i

2 ml de zolucion sustrato™

Llevar a

Blanco

Mezclar

Incubacion 3 horas, 30°C. Bafio
maria con agitacion

2 ml de cada solucion: NaCl,
Sustrato, Na,CO,

i Dietenser reaccidn

2 ﬂ:l]-_.- }'\_az CDE

Coloracion
Mo

l Centnfugar
43500 rpm, 10 mun,
T ambiente

NaCl

Blanco = 2 mL mmuestra. 2 mL

Medir

Tomar 2 ml. v adicionar

Curva calibracion

A partir de

"

Solucion Madre de 4-Nitrofenol

Espectrofotometro (#=403nm)

Dilucicnes J/

2 partes solucion Na(Cl
1 parte solucion Na,CO,

*sustrato: 4-INitrofenil-p-D-Glucopiranosa,

4-MNitrofenilfosfato

Protocolo experimental para la determinacion de la actividad enzimatica extracelular (Tomadoy

modificado de Marxsen et al. 1998)




