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Resumen

El di(2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el plastificante mas empleado a nivel mundial y es
considerado como un contaminante prioritario debido a su persistencia, toxicidad y capacidad
para alterar el sistema endocrino de los mamiferos. Su presencia en el ecosistema representa
riesgos ambientales y de salud publica. Ademas, posee una estructura quimica compleja y de
dificil degradacion. Por ello, es crucial explorar alternativas biotecnoldgicas eficientes para su

degradacion.

En este estudio se evalu6 la capacidad de Fusarium culmorum para degradar 3 g/L de DEHF,
empledndolo como tUnica fuente de carbono, en fermentaciéon en medio s6lido (FMS) y
fermentacion en medio liquido (FML) durante 13 dias. El objetivo fue comparar en ambos
sistemas de fermentacion; el crecimiento del organismo, el contenido de proteina, la actividad
de esterasas, los perfiles enzimaticos de esterasas mediante zimografia, y proponer las rutas de
degradacion con base a los compuestos de degradacion detectados por cromatografia de gases

acoplada a un espectrometro de masas.

Fusarium culmorum produjo mayor cantidad de biomasa (Xmax= 0.99 g/L) y actividad
enzimatica (Emax= 6007.5 U/L) en FML que en FMS. Sin embargo, F. culmorum presentd un
mayor nimero de bandas con actividad de esterasas en FMS. En ambos sistemas, la degradacion
inici6 con la desesterificacion del DEHF, generando mono(2-etilhexil) ftalato (MEHF) y 2-
ethylhexanol, seguida de un rearreglo molecular del MEHF a dibutil ftalato. Sin embargo, solo
en FML se detect6 la sintesis de &cidos grasos (acido oleico, acido laurico, acido palmitico y
acido palmitoleico), indicativo de la posible produccién de biosurfactantes que aumentan la

disponibilidad del sustrato mediante la formacioén de micelas.

Los resultados demuestran que F. culmorum utiliza altas concentraciones de DEHF como tnica
fuente de carbono y energia en ambos sistemas de fermentacion. Las rutas propuestas sugieren
que los pasos iniciales de degradacion son comunes para ambos sistemas, pero que la FML
puede involucrar mecanismos adicionales asociados a la produccion de biosurfactantes. Estos

hallazgos aportan evidencia novedosa sobre la degradacién de DEHF por F. culmorum y ofrecen
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bases para el disefio de estrategias biotecnologicas de biorremediacion en sitios contaminados

por este plastificante.
Abstract

Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) is the most widely used plasticizer worldwide and is
considered a priority pollutant due to its persistence, toxicity and ability to disrupt the endocrine
system of mammals. Its presence in the ecosystem poses environmental and public health risks.
In addition, it has a complex chemical structure and is difficult to degrade. Therefore, it is crucial

to explore efficient biotechnological alternatives for its degradation.

This study evaluated the ability of Fusarium culmorum to degrade 3 g/L. of DEHP as the sole
carbon source under solid-state fermentation (SSF) and liquid-state fermentation (SmF) for 13
days. The aim of the study was to compare both fermentation systems in terms of. Growth of
the organism, protein content, esterase activity, esterase enzymatic profiles by zymography, and
propose the degradation pathways of DEHP based on the degradation compounds detected by

gas chromatography coupled to mass spectrometry were determined.

Fusarium culmorum showed greater biomass (Xmax = 0.99 g/L) and enzymatic activity (Emax =
6007.5 U/L) in SmF than in SSF. However, F. culmorum exhibited higher number of bands with
esterase activity in SSF than in SmF. The DEHF degradation process began with
deesterification, generating mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) and 2-ethylhexanol, and a
molecular rearrangement of MEHP to form dibutyl phthalate in both fermentation systems.
However, in FmL F culmorum synthesized fatty acids (i.e., oleic, lauric, palmitic, and
palmitoleic acids) detected, indicative of the possible production of biosurfactants that increase

substrate availability through the formation of micelles.

These results show that F. culmorum uses high concentrations of DEHP as the sole source of
carbon and energy in both systems. The proposed pathways suggest that the initial steps of
degradation are common to both systems, but mechanisms associated to biosurfactants
production may be involved in the FML system. These findings provide novel evidence on the
degradation of DEHP by F. culmorum and offer a basis for the design of biotechnological

bioremediation strategies at sites contaminated by this plasticizer.
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Introduccion

Los ésteres de acido ftalico, comunmente denominados ftalatos, son sustancias quimicas
lipofilicas empleadas a gran escala como aditivos plasticos (plastificantes), cuya funcidon
principal es mejorar la flexibilidad, extensibilidad y durabilidad de los productos plésticos
(Sanchez, 2021; Benjamin et al., 2015). Los plastificantes son los aditivos que se usan en mayor
proporcion (entre 10 y 70% p/p) en la elaboracion de los plasticos (Galloway et al., 2019;
Hahladakis et al., 2018; Groh et al., 2019). Existen diversos tipos de plastificantes, sin embargo,
en 2023, los ftalatos representaron alrededor del 59 % del mercado mundial de plastificantes
(Merket.us 2024; GlobeNewswire, 2025). Los ftalatos son ampliamente utilizados en productos
como: cosméticos, fragancias, pesticidas, productos de policloruro de vinilo (PVC), cables,

tuberia, pinturas, pisos de vinilo, etc. (Huang et al., 2013).

Particularmente, el di(2-etilhexil) ftalato (DEHF) representa el mayor volumen de produccioén 'y
uso a nivel industrial ya que se utiliza en la elaboracion de productos de PVC, caucho, celulosa
y estireno, para la elaboracién de productos como dispositivos médicos, lubricantes, aceites
industriales, adhesivos, equipos eléctricos, electronicos, empaques de alimentos y bebidas, etc.

(Ren et al., 2017; Gilbert y Patrick, 2017; Sanchez, 2021).

El DEHF tiene una gran importancia en la industria de los plésticos, gracias a las caracteristicas
que aporta a los productos finales. Sin embargo, dicho compuesto ha sido clasificado como un
contaminante prioritario por la agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (EPA) y por
el centro de monitoreo ambiental de China (Yang et al. 2018), debido a su amplia distribucion y

a los riesgos que representa para la salud y el medio ambiente.

A diferencia de otros aditivos plasticos, los ftalatos no estan unidos covalentemente a la matriz
plastica, lo que facilita su migracion y liberacion, bajo ciertas condiciones, como aumento de
temperatura, desgaste, etc. Este proceso favorece su desprendimiento y provoca su dispersion
en el entorno y contribuye con la contaminacién del agua, el suelo, la biota e incluso el aire
(Hahladakis et al., 2018). Los ftalatos se han reportado como contaminantes ambientales que
causan preocupacion por sus posibles efectos toxicos y por su capacidad para alterar el sistema
endocrino en organismos expuestos (Schaffert et al., 2022). En los seres humanos, las
principales vias de exposicion incluyen la adsorcion dérmica, inhalacion, la ingesta o la

exposicion intravenosa (Hauser y Calafat., 2005). Dichas exposiciones se han asociado con




Introduccion

efectos adversos en el higado, los rifiones, el cerebro, los pulmones y el sistema reproductivo
tanto en humanos como en otros mamiferos (Brassea-Pérez et al., 2022). En particular, la
exposicion a DEHF se ha vinculado con la aparicion de cancer de higado, toxicidad testicular,

anovulacion, y alteraciones en el crecimiento fetal, entre otros efectos (Hauser y Calafat., 2005).

Dado que la exposicion humana esta directamente relacionada con la contaminacion ambiental,
resulta fundamental conocer la distribucion del DEHF en diferentes ecosistemas. En el medio
ambiente, diversos estudios han reportado su presencia; por ejemplo, en sedimentos de zonas
industriales donde se manufactura, se han detectado concentraciones de 7.5 a 2045 mg/Kg
(Green Facts, 2008). En el aire urbano europeo se han registrado niveles de hasta 1439 ng/m?
(Guerranti et al., 2019). En México, la presencia de ftalatos ha sido documentada en el Valle del
Mezquital, donde DEHF se ha identificado como uno de los principales contaminantes en todos
los canales de agua residuales y en fuentes de agua subterranea, alcanzando concentraciones

maximas de 62.26 ng/L (Lesser et al., 2018).

En alimentos se ha reportado que en agua embotellada se han encontrado concentraciones de
0.016 a75 pg/L (Vazquez et al., 2017). También se ha identificado en productos agricolas, como
pimientos cultivados en invernaderos recubiertos con peliculas plésticas, con concentraciones
de 44.51 a 66.15 pg/kg (Li et al., 2020). Ademas, se ha reportado que el consumo de alimentos
ultra procesados durante el embarazo se asocia con mayor exposicion a ftalatos (especificamente
de DEHF) (Baker et al., 2024). Una vez ingeridos, se estima que aproximadamente el 70 %
pueden metabolizarse y excretarse mediante, el sudor, la orina y las heces (Brassea-Pérez et al.,
2022), y en el caso de los diésteres tienden a hidrolizarse a monoésteres (Heindel y Powell,

1992).

No obstante, los ftalatos liberados al medio ambiente muestran una notable persistencia. Si bien
pueden degradarse mediante procesos abidticos como la fotodegradacion, ésta ocurre a una
velocidad limitada (Benjamin et al., 2015). En condiciones abioticas, el DEHF puede persistir
hasta alrededor de 2000 afios; mientras que en presencia de microorganismos y en entornos
aerobios la degradacion puede ser en dias o semanas (Boll et al., 2020); EPA 2024). En este
contexto, la evidencia cientifica indica que los microorganismos desempenan un papel esencial

en la degradacion ambiental de ftalatos bajo multiples condiciones (Liang et al., 2008). En
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consecuencia, la biodegradacion representa una de las alternativas mas eficientes y econdmicas
para la eliminacion de contaminantes ambientales, debido a la notable capacidad de los
microorganismos para adaptarse a condiciones adversas y persistir en ambientes extremos (Gao
y Wen, 2016; Panigrahy et al., 2022; Bala et al., 2022; Sanchez, 2024). Esta capacidad se ve
reforzada por la produccion de enzimas que transforman contaminantes estructuralmente
complejos, asi como la excrecion de surfactantes naturales (biosurfactantes), los cuales son
compuestos que facilitan la adhesion de los microrganismos a sustratos hidrofobos y mejorar la
eficiencia en la degradacion de organocontaminantes, al incrementar su biodisponibilidad para
su absorcion y metabolismo (Sanchez, 2020). Se ha reportado que algunos microorganismos
producen mayores cantidades de biosurfactantes en presencia de sustratos hidrofobicos; sin
embargo, estos compuestos también pueden sintetizarse cuando crecen sobre sustratos

hidrofilicos (Gautam and Tyagi, 2006; Sanchez, 2020).

Los biosurfactantes son sustancias tensoactivas compuestas por regiones hidrofilicas e
hidrofébicas, lo que les permite interactuar en las interfases y reducir la tension superficial
(Santos et al., 2016). La region hidrofilica puede presentar carga eléctrica negativa, positiva o
neutra. La mayoria de los biosurfactantes son neutros o anidnicos; sin embargo, aquellos que
tienen grupos amina pueden comportarse como catidénicos. El componente hidrofobico suele
estar constituido por acidos grasos de cadena larga, mientras que la region hidrofilica puede
incluir carbohidratos, aminoacidos, péptidos ciclicos, acidos carboxilicos, fosfatos o alcoholes.
En general, la masa molecular de los biosurfactantes microbianos (principalmente los

producidos por bacterias) varia entre 500 y 1500 Da (Mulligan, 2007).

En el caso de hongos ascomicetos y basidiomicetos se han descrito las hidrofobinas, que son
proteinas que incluyen ocho residuos de cisteina formando cuatro puentes disulfuro en una
posicion conservada. Estas proteinas se ensamblan en capas anfipaticas en las interfaces
hidrofébicas-hidrofilicas y tienen pesos moleculares que oscilan entre 7000 y 36500 Da (Wu et

al., 2017; Sanchez, 2020).

Por otro lado, en algunas especies pertenecientes a los Ordenes Saccharomycetales y
Ustilaginales se ha reportado la produccion de glicolipidos como soforolipidos, lipidos de

celobiosa y lipidos de mannosileritritol (Giinther et al., 2017). Estas moléculas desempefian un
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papel importante en la interaccion entre el microorganismo y el contaminante, especialmente en

la transformacion de compuestos hidrofobicos.

A pesar de la eficiencia de la degradacion microbiana, es necesario analizar las rutas de
degradacion para asegurar que los productos generados no representen riesgos de toxicidad
(Wackett, 2014). La mayor parte de estudios que evaltan la degradaciéon de DEHF por diversos
microorganismos (principalmente bacterias y hongos) se han realizado en fermentacion liquida

(Lietal., 2018; Singh et al., 2021; Gonzalez-Marquez et al., 2019).

A pesar del creciente nimero de estudios sobre la degradacion bacteriana de DEHF, existen
pocos trabajos que evaluen la capacidad de los hongos como F. culmorum, bajo condiciones de
fermentacion sélida y liquida. Por ello, resulta relevante analizar el desarrollo del
microorganismo en ambos sistemas para comprender como el tipo de cultivo influye en la

produccidn enzimatica y la eficiencia de degradacion.

En este contexto, la fermentacion en medio liquido (FML), también conocida como
fermentacion sumergida (SmF), consiste en el cultivo de microorganismos en medios liquidos
que aportan los nutrientes necesarios para su crecimiento y el metabolismo (Amobonye et al.,
2023). En este sistema, el sustrato se mantiene disuelto o suspendido en el medio de cultivo, lo

que favorece la disponibilidad de nutrientes.

Por otra parte, la fermentacion en medio s6lido (FMS) consiste en el cultivo de microorganismos
sobre un soporte sélido inerte o lignocelulésico con elevada porosidad y humedad limitada, de
modo que el agua disponible se encuentra principalmente adsorbida al sustrato y distribuida en
una microcapa liquida en contacto con la interfase area y el sustrato. Bajo estas condiciones, los
hongos filamentosos constituyen los biocatalizadores mas eficientes, debido a su modo de
crecimiento micelial, su adaptacion a bajas cantidades de agua y su tolerancia a gradientes
osmoticos elevados, lo que los convierte en la microflora mas predominante y adecuada para

este tipo de procesos (Chen, 2013).

Las principales ventajas de la FMS radican en la adecuada adaptacion fisioldgica del
microorganismo al sustrato lignocelulosico o inerte y la baja incidencia de contaminacion

bacteriana debido a la baja actividad de agua en el sistema. Ademads, este sistema permite la
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acumulacion de enzimas extracelulares en titulos mas concentrados (Singh et al., 2021; Navarro-

Pineda et al., 2016).

A escala industrial, la FML presenta varias ventajas frente a la FMS porque permite operarse en
condiciones controladas, facilita la recuperacion del producto y asegura una mayor
reproducibilidad. Ademas, los parametros como el pH, temperatura, agitacion, aireacion, y la
formacion de espuma pueden controlarse con precision para optimizar el crecimiento
microbiano y mejorar los rendimientos. En particular, la temperatura es mas facil de controlar
lo cual es importante ya que este factor determina la sintesis enzimatica, influye en la velocidad
de crecimiento, la concentracion del oxigeno disuelto y afecta la calidad del producto. Por otra
parte, la morfologia fingica depende de factores como la velocidad de agitacion, el pH, la

transferencia de masa y las pequefias particulas presentes en el medio (Singh et al., 2021).

La FML ha sido el sistema mas utilizado para estudiar la degradacion microbiana de ftalatos,
incluyendo compuestos como dibutil ftalato (DBF), dimetil ftalato (DMF), dietil ftalato (DEF),
butil bencil ftalato (BBF), di(2-etilhexil) ftalato (DEHF), y otros ésteres de ftalato. En este tipo
de cultivo se han evaluado numerosas bacterias y consorcios, entre ellos Paracoccus
kondratievae, Bacillus velezensis SYBC H47, Variovorax paradoxus T4 (AY878410),
Arthrobacter sp., Halomonas sp., Microbacterium sp., Gordonia sp., y Pseudomonas sp., asi

como algunos hongos como Fusarium culmorum Fcl1-CICBUAT, Pleurotus., y Ascocoryne sp.
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2.1 Aspectos generales del género Fusarium

2.1.1 Generalidades del género Fusarium

Los hongos del género Fusarium se encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y plantas
(Tapia y Amaro, 2014). Este género es un grupo cosmopolita de hongos que destaca por incluir
numerosas especies fitopatogenas, productoras de diversos metabolitos secundarios y en
algunos casos ciertas especies son agentes de micosis en seres humanos (Suga y Hyakumachi,
2004). En general, las colonias del género Fusarium suelen presentar tonalidades blancas,
rosada, violetas o anaranjadas, con una textura algodonosa, incluyen hifas septadas y pueden
presentar macroconidios multiseptados, microconidios ovales o elipsoidales y clamidosporas

resistentes (Leslie y Summerell, 2006).

2.1.2 Fusarium culmorum

Dentro de este género, Fusarium culmorum (F. culmorum) es una especie que tiene relevancia
agricola y ecoldgica. Taxondmicamente, pertenece a la familia Hypocreaceae, orden
Hypocreales, clase Sordariomycetes, phylum Ascomycota, reino Fungi. Presenta una
reproduccion sexual o asexual; sin embargo, en condiciones naturales y de laboratorio
predomina la reproduccion asexual mediante la formacion de conidios (Leslie y Summerell,
2006; Kuhar et al., 2013; Dube, 2015). Morfolégicamente, F. culmorum se caracteriza por
presentar una apariencia algodonosa (Fig. 1A) y macroconidios curvados de color anaranjado
casi marrdn, paredes gruesas, y apices romos. Generalmente poseen cinco septos, aunque
pueden observarse variantes con tres a ocho septos (Fig. 1B). Las clamidosporas miden

aproximadamente 10-14 x 9-12 um (Sempere et al., 2004).
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Fig. 1. A) Cepa de Fusarium culmorum cultivada en medio solido de agar extracto de malta
(EMA) (Hernandez- Sanchez et al., 2020). Esporas de F. culmorum cultivadas en medio agar

V8-CaCOs, observadas con microscopia optica empleando un objetivo de 40 X.

2.1.3 Potencial biotecnolégico de Fusarium

El género Fusarium ha adquirido interés biotecnoldgico debido a su capacidad para biodegradar
compuestos contaminantes persistentes en el medio ambiente. Entre las especies reportadas se
encuentran F. verticillioides, F. proliferatum y F. oxysporum, asociadas con la degradacion de
hidrocarburos (Al-Otibi et al., 2023); F. solani implicada en la mitigacion de hexano (Arriaga et
al., 2006) y especies como F. oxysporum y F. graminearum involucradas en la degradacion de

colorantes sintéticos (Le et al., 2023; Yucel, 2018; Cervantes-Gonzalez et al., 2020).

De manera particular, Fusarium culmorum ha sido reportado como una especie de interés
gracias a su capacidad para la degradacion de plastificantes como DEHF y otros ftalatos
(Ahuactzin-Pérez et al., 2016; Gonzalez Marquez et al: 2019). Otro ejemplo relevante es

Fusarium solani una especie productora de cutinasas altamente versatiles, capaces de catalizar

13
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reacciones tanto de sintesis de polimeros como la degradacion de bioplésticos como la poli -

caprolactona, segun las condiciones del medio de reaccion (Li et al., 2017).

Ademas, cepas como Fusarium sp. ZH-H2 han mostrado la capacidad de secretar enzimas
oxidativas como lignina peroxidasa, lacasas, manganeso peroxidasas que permiten degradacion
de compuestos contaminantes recalcitrantes, tales como los hidrocarburos aromaticos

policiclicos (Zhang et al., 2020).

En general, la capacidad de los hongos para degradar una amplia variedad de sustratos se puede
atribuir a su modo de crecimiento apical, que les permite penetrar y colonizar diversos sustratos,
algunos con estructuras complejas. La red interconectada de sus hifas favorece el transporte de
nutrientes y, a través de ellas, los hongos secretan enzimas y biosurfactantes que facilitan los
procesos solubilizacion y degradacion de compuestos en algunos casos xenobioticos (Sanchez,

2024).

2.2 Aspectos generales de DEHF

Los ésteres de acido ftalico cominmente denominados ftalatos, son compuestos organicos
obtenidos mediante la reaccion quimica entre un alcohol y un anhidrido ftalico. Existen una gran
variedad de ftalatos; sin embargo, entre los mas utilizados se encuentran el dibutil ftalato (DBF),
bencilbutil ftalato (BBF) y di(2-etilhexil) ftalato (DEHF), siendo este ultimo el de mayor
produccion a nivel mundial (Ren et al., 2017; Gilbert y Patrick, 2017).

El DEHF es un compuesto organico que se utiliza principalmente en la elaboracion de productos
de PVC. Tiene varios nombres sindnimos, donde destaca: bis(2-etilhexil) ftalato, di-(2-etilhexil)
ftalato, dietilhexil ftalato y dioctil ftalato (DOF o DOP). Molecularmente, esta constituido por
un anillo bencénico enlazado a dos cadenas alquilicas ramificadas de ocho atamos de carbono
mediante enlaces éster (Fig. 2). La formula condensada es C24H3304 y su peso molecular es de
390.56 g/mol. DEHF es lipofilico por lo cual no se puede mezclar con el agua, pero, es bastante
soluble en removedores de pintura, gasolina y aceites; ademds, no se evapora con facilidad,

(IDESA, 2017; Rowdhwal y Chen, 2018).
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Fig. 2. Estructura molecular de di(2-etilhexil) ftalato (DEHF). Imagen tomada de Pubchem

(2023).

2.3 Enzimas esterasas

2.3.1 Clasificacion y estructura

bioquimicas y biologicas (Shabbir et al., 2022).

15

Las esterasas son enzimas capaces de hidrolizar enlaces éster, generando como productos un
alcohol y un acido carboxilico mediante la incorporacion de una molécula de agua. Existe una

gran variedad de esterasas, cada variante difiere por su estructura, especificidad y funciones

Las esterasas pertenecen a la subclase de hidrolasas y se clasifican con el nimero EC. 3.1.1.x,
donde x, corresponde al sustrato. Las esterasas “verdaderas” (EC 3.1.1.13, carboxil éster
hidrolasas) actian preferentemente sobre €steres solubles y sustratos de cadena corta o mediana.
Muchas de ellas forman parte de la superfamilia o/B-hidrolasa, la cual se caracteriza por un
orden definido de hélices a y laminas B (Fig. 3). La triada catalitica de las esterasas esta
conformada por los aminoacidos Serina (Ser), Acido Aspartico (Asp) e Histidina (His)

(Bornscheuer, 2002).
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Fig. 3. Esquema ilustrativo de la conformacion estructural tipica del plegamiento o/B-hidrolasa,
donde las laminas B (1-8) se muestran como flechas azules, las hélices a (A—F) como cilindros

rojos y la triada catalitica se indican con circulos naranjas. Adaptado de Bornscheuer (2002).

2.3.2 Mecanismo catalitico

El mecanismo catalitico de esterasas, tanto para hidrolisis como para la formacion de ésteres
(Fig. 4) comienza cuando el sustrato se une a la serina del sitio activo, dando lugar a un
intermediario tetraédrico que es estabilizado por la histidina y el 4cido aspartico de la triada
catalitica. Posteriormente, el alcohol proveniente del éster carboxilico es liberado y se forma el
complejo acil-enzimatico. Después, un nucleéfilo (agua en caso de hidroélisis o alcohol/éster en
el caso de (trans) esterificacion) ataca al complejo acil-enzima, generando un segundo
intermediario tetraédrico. Finalmente, la descomposicion de este intermediario libera el

producto (un acido o un éster) y se restablece la enzima en su forma libre (Bornscheuer, 2002).
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OH

Sustrato € /
Producto

(b)

(a)

Fig. 4. Representacion esquematica del ciclo catalitico de una esterasa. Enzima esterasa en el
inicio del ciclo catalitico (a). Union del sustrato a la serina formando el tetraédrico intermediario,
estabilizado por His y Asp (b). Liberacion del alcohol y formacion de complejo enzimatico (c).

Ataque del nucleodfilo y generacion de producto (d). Enzima esterasa libre ().

2.3.3 Aplicaciones generales de las esterasas y biorremediacion

Las esterasas microbianas tienen multiples aplicaciones biotecnoldgicas, en sectores como la
industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y textil, gracias a su capacidad para catalizar tanto
reacciones de sintesis (esterificacion/transesterificacion) como de hidrolisis con alta
especificidad y selectividad (Panda y Gowrishankar, 2005). En la industria alimentaria, por
ejemplo, se emplean para generar €steres responsables del sabor y aroma como es el caso de los

compuestos frutales presentes en vino, quesos y jugos (Raveendran et al., 2018; Liuetal., 2013).

En el sector farmacéutico, las esterasas se emplean para el disefo y aplicacion de profarmacos
basados en enlaces éster, para el tratamiento de infecciones microbianas resistentes a

antibiodticos (Larsen et al., 2019).
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Asimismo, se ha reportado el uso de esterasas asociadas a la degradacion de carbohidratos, como
las esterasas xilanoliticas, las cuales actian sobre la hemicelulosa vegetal (xilano),
contribuyendo con la descomposicion de la pared celular vegetal para liberar algunos
componentes de interés industrial como azicares fermentables, para la produccion de bioetanol

o mejoramiento de fibras vegetales (Puchart y Biely et al., 2023).

En biorremediacion, las esterasas desempefian un papel fundamental al catalizar la hidrolisis
inicial de contaminantes hidrofobicos y persistentes, permitiendo su transformacion a
compuestos mas polares y menos toxicos que pueden ser metabolizados posteriormente
mediante rutas metabolicas microbianas (Huang et al., 2013). Las esterasas se han reportado en
la degradacion de plastificantes, ésteres de ftalatos, plaguicidas y herbicidas, donde actuan
rompiendo los enlaces éster que son altamente resistentes a procesos abidticos (Bhatt et al.,
2021; Casida, 2017). Las esterasas de origen microbiano han mostrado alta eficiencia para la
degradacion de DEF, DBF, DMF y DEHEF, facilitando la despolimerizacion y posteriormente la

mineralizacion (Li et al., 2018).
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2.4 Principales rutas de degradacion de ftalatos

Los principales procesos de degradacion de los ftalatos son la biodegradacion, la fotolisis y la
hidrolisis. Huang et al. (2013) describen la hidrolisis como una de las principales vias de
degradacion abidtica de sustancias xenobioticas, que consiste en formar un monoéster de alcohol

y en la segunda se genera el acido ftalico y un segundo alcohol (Fig. 5).

(0] O 0]

o r H,0 R,0OH | H,0 R,OH ‘
T \/v OH \_/ OH
0—R, o OH

~
| [ © |

0 5 o

Ester de acido ftalico , Acido ftalico
Monoéster

N

2H,0 R,OH +
R,OH

Fig. 5. Esquema representativo del proceso de degradacion de ftalatos mediante hidrolisis.

Traducido al espafiol a partir de Huang et al. (2013).

Algunos autores describen que la biodegradacion de los ftalatos ocurre a través de una serie de
transformaciones sucesivas en las que los ésteres de ftalato se convierten primero en
monoésteres, luego en acido ftalico y finalmente en compuestos inorgénicos como CO» y/o CH4
(Fig. 6). En condiciones aerobias el acido ftalico se oxida por hidroxilacion y descarboxilacion,
generando acido protocatecuico, el cual posteriormente es mineralizado a CO2 mediante la
ruptura de orto o meta del anillo aromatico (Fig. 7). Mientras que, en condiciones anaerobicas,
el acido ftalico es convertido por descarboxilacion en acido benzoico, que a su vez se
descompone a través de la saturacion del anillo aromatico para producir hidrégeno, CO> y
acetato. Por otro lado, se ha reportado que las cadenas de ftalatos cortas como, dimetil ftalato

(DMF), dietil ftalato (DEF), dibutil ftalato (DBF), etc., son mas faciles de degradar y
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mineralizar, que las cadenas largas como, dihexil ftalato (DHF) y DEHF ( Huang et al., 2013;
Xu et al., 2017).

E
COOCH,CH, ne °
[+
CH, —_ , —* — CO+H0
) CH
N COOH

DEF MEF Acido ftalico

Fig. 6. Esquema representativo del proceso de degradacion de ftalatos mediante biodegradacion.

Traducido al espanol a partir de Patil y Jena (2019).

MEHF Dietil hexanol
DEHF l

COOH _/~COOH
(:[ Acido ftalico /\I
COOH

Acido dietil hexanoico

1
COOH

HQ,
=
o QO
H # cooH coSQoH COOH
Protocatecuato Acido -carboxi- 3-ceto-adipato

(cis,cis)-muconato

Fig. 7. Ruta de degradacion de DEHF por Acinetobacter sp. Traducido al espafiol a partir de Xu
et al. (2017).

Ahuactzin-Pérez et al. (2016) estudiaron la degradacion de DEHP (1000 mg/L) por F. culmorum
en un medio suplementado con glucosa y extracto de levadura en fermentacion liquida, y
encontraron que DEHF es degradado a monoetilhexil ftalato, generando butanediol como
compuesto final de la degradacion. En este estudio, la ruta de degradaciéon de DEHF fue

propuesta empleando un modelado quimico cuantico, mismo que estd basado en la prediccion
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del flujo de electrones (i.e. calculo del coeficiente de transferencia electronica o ETC) de los
compuestos detectados empleando GC-MS. En este andlisis se calcularon los pardmetros
cuanticos Enomo y ELumo, mismos que permitieron evaluar la banda prohibida (band gap) y el
ETC de los compuestos detectados (intermediarios de la degradacion de DEHP). Un ETC mayor
indica que los electrones requieren mas energia para superar la banda prohibida (band gap), lo
que indica que se requiere de una enzima para catalizar esta reaccion (reaccion que va de una
sustancia con un ETC mayor a una sustancia con un ETC menor) (Odunola and Semire, 2007;
Gonzalez-Pérez et al., 2014). Si el ETC es menor los electrones se mueven mas rapidamente, lo
que indica que la sustancia es mas estable y tiene una probabilidad mas baja de reaccionar

(Gonzaélez-Pérez et al., 2014; Ahuactzin-Pérez et al., 2016).
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Justificacion

La contaminacion ambiental por ftalatos, especialmente por di(2-etilhexil) ftalato (DEHF),
representa un riesgo para la salud humana y los ecosistemas debido a su toxicidad. Por lo que
resulta prioritario desarrollar alternativas sustentables para su remocion. La biodegradacion
mediada por microrganismos es una opcion prometedora, y F. culmorum ha mostrado un alto
potencial debido a su amplia capacidad enzimatica. En particular, se ha demostrado que este
hongo es capaz de degradar distintos ftalatos, como di(2-etilhexil) ftalato y dibutil ftalato, en
sistemas de fermentacion en medio liquido, incluso a altas concentraciones del compuesto

contaminante.

Por otro lado, se sabe que la fermentacion en medio s6lido provee un ambiente mas cercano al
natural para los hongos filamentosos, y este tipo de cultivo incrementa la produccion de enzimas
hidroliticas. Sin embargo, la informacion disponible acerca de las diferencias entre la
biodegradacion de DEHF por F. culmorum en fermentacion en medio liquido y sélido no ha sido

explorada.

En este contexto, resulta pertinente caracterizar comparativamente ambos sistemas,
considerando parametros de crecimiento, perfiles enzimdticos y rutas metabdlicas de
degradacion, con el fin de generar conocimiento fundamental que sustente el disefio de procesos
biotecnoldgicos avanzados orientados a la biorremediacion de ambientes contaminados con

ftalatos.
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Hipotesis

La cepa (Fc1-CICBUAT) de Fusarium culmorum degrada el plastificante DEHF mediante
la produccion de esterasas. El crecimiento, perfil enzimatico de esterasas y las rutas de
degradacion seran diferentes en ambos sistemas de fermentacion, solida y liquida. Estas
diferencias aportaran evidencia experimental util para el disefio y mejora de estrategias para

la biorremediacion de ftalatos.
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Objetivos

5.1 Objetivo General

Comparar la degradacion de di(2-etilhexil) ftalato (DEHF) por Fusarium culmorum en
sistemas de fermentacion sdlido y liquido, mediante el andlisis del crecimiento, la
actividad de esterasas, los perfiles de zimografia y la identificaciéon de compuestos
intermediarios de degradacion, con el fin de determinar el sistema de cultivo que favorezca

la degradacion de DEHF.

5.2 Objetivos especificos

e Comparar el crecimiento de Fusarium culmorum en fermentacion solida (FMS) y liquida
(FML) en presencia de DEHF como tnica fuente de carbono.

e Evaluar la actividad de esterasas producida por F. culmorum en ambos sistemas de
fermentacion, analizando la actividad volumétrica y especifica.

e (aracterizar los perfiles de isoenzimas involucradas en la degradacion de DEHF
mediante zimografia para la FMS y la FML.

e Identificar los compuestos intermediarios de degradacion generados durante la
fermentacion, mediante GC-MS, y proponer la ruta de degradacion de DEHF para cada

sistema de fermentacion.
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Materiales y métodos

En la figura 8 se muestra un esquema de la metodologia general empleada. El diagrama incluye

el crecimiento del microorganismo en dos sistemas de cultivo: fermentacion en medio sélido

(FMS), utilizando espuma de poliuretano (PUF) como soporte inerte, y fermentacion en medio

liquido (FML). En ambos sistemas se emple6 DEHF como unica fuente de carbono y se

evaluaron la actividad enzimatica, se realizd analisis zimografico y la identificacion de

compuestos intermediarios de degradacion. Los resultados obtenidos permitieron proponer las

rutas de degradacion y comparar ambos sistemas de fermentacion.

Cepa de E culmorum (CICB-UATx, Tlaxcala, México)

Preparacion de inoculo
I
I 1
Fermentacion en
medio sélido (FMS)
con PUF + DEHF

Fermentacion en
medio liquido
(FML) con DEHF

Filtracion

|

Biomasa

|

Recoleccion de datos para la
determinacion de los
parametros de crecimiento

Sobrenadante

Ensa)./o de Ensayos enzimaticos
contenido de
proteina l
I p-nitrofenil butirato
Meétodo de (sustrato).
Bradford Medicion por
espectrofotometria a
405 nm

Zimografia

Gel de separacion:
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Fig. 8. Diagrama de la metodologia general empleada en el desarrollo del proyecto.
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6.1 Microorganismo y obtencion del inoculo

Las esporas de F. culmorum Fc1-CICBUAT empleadas en este estudio se obtuvieron a partir de
una cepa conservada en la coleccion de microorganismos del Centro de Investigacion en
Ciencias Biologicas (CICB) de la Universidad Autéonoma de Tlaxcala (UATx). La cepa fue
aislada de un sitio contaminado por compuestos plastificantes (Aguilar- Alvarado et al., 2015).
La produccion de esporas se llevo a cabo mediante el cultivo del hongo en medio sélido de agar
y jugo V8 suplementado con CaCO;3; a 25 °C durante 5 dias. Posteriormente, las esporas
obtenidas se resembraron en el mismo medio de cultivo y se incubaron nuevamente a 25 °C
durante 7 dias (Fig. 9), con el propodsito de incrementar la cantidad de esporas. La recoleccion
de esporas se realiz6 con una solucion estéril de Tween 80 al 0.01% (v/v). El conteo de esporas
se llevo a cabo utilizando una camara Neubauer (Marienfeld, Alemania) y un microscopio dptico
(OLYMPUS BX40, Japon) equipado con un objetivo de 40x. Finalmente, la suspension de
esporas que se empled en los experimentos se ajust6 a una concentracion de 1x107 esporas/ mL

(Gonzélez-Marquez et al., 2019).

Fig. 9. Produccion de esporas de F. culmorum en medio sélido de agar y jugo V8 suplementado

con CaCOs, incubado durante 7 dias a 25 °C.

30




Materiales y métodos

6.2 Fermentacion en medio liquido

La fermentacion en medio liquido se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 125 mL, cada uno
con 50 mL de medio de cultivo ajustado a un pH inicial de 6.5. La inoculacion se realizé con
una suspension de esporas a una concentracion de 1x107 esporas/ mL. Los cultivos se incubaron
en una incubadora orbital (INO 650V-7, Prendo) a 120 rpm durante 312 h (Fig. 10). Se
recolectaron muestras por triplicado cada 12 h, utilizando matraces independientes para cada
tiempo de incubacion. La biomasa del microorganismo se separdé mediante filtracion con papel

filtro y el sobrenadante se almacend para andlisis posteriores.

El medio de cultivo contenia la siguiente composicion (en g/L): DEHF (Sigma; pureza > 99.5%)
como unica fuente de carbono, 3.0; Mg(NO3)2, 1.17; KoHPO4, 0.64; FeSO4 H20, 0.02; KCI,
0.24; MgS047H20,0.24; CaCla, 0.5 y 300 puL/L Tween 80.

Como medio control se utilizd glucosa (Merck, México) como unica fuente de carbono (10.0
g/L), y la composicion fue la siguiente (en g/L): Mg(NO3)2, 2.2; K;HPO4, 1.2; FeSO4°H20, 0.01;
KCl, 0.4; MgSO47H>20, 0.46; CaCl,, 0.5 y Tween 80, 300 uL/L.

En ambos casos, la relacion carbono/nitrégeno (C/N) se ajusto a 10.

A)

Fig. 10. Crecimiento de F. culmorum en fermentacion en medio liquido (FML). A) Medio
suplementado con DEHF como tnica fuente de carbono. B) Medio control con glucosa como
fuente de carbono.
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6.3 Fermentacion en medio solido

La fermentacion en medio so6lido se realizd en matraces Erlenmeyer de 250 mL cada uno con
24 mL de medio de cultivo ajustado a un pH inicial de 6.5 y 1 g de espuma de poliuretano tratada
(PUF, por sus siglas en inglés), con una densidad de 14 kgem™. La PUF fue previamente cortada
en cubos de 0.5 cm y tratada con soluciones de HCl y NaOH al 1 N durante 24 horas cada una
(Fig. 11A), para eliminar impurezas superficiales. Posteriormente, la PUF fue lavada
repetidamente con agua destilada para remover el exceso de reactivos y se secd en un horno

(AR-290D) a 40 °C durante 48 h.

El medio de cultivo empleado tuvo la siguiente composicion (en g/L): DEHF (sigma con 99 %
de grado de pureza) como fuente de carbono, 3.0; Mg(NO3)2, 1.172; KoHPOs, 0.64; FeSO4 H 0,
0.02; KCl, 0.24; MgSO4° 7TH>0, 0.24; Ca(H2PO4)2 H20, 0.5 y Tween 80, 300 uL/L. Luego de la
esterilizacion por autoclave, el medio de cultivo fue sonicado con un procesador ultrasonico
(GEX 130) con el fin de asegurar la homogenizacion de los compuestos hidrofobos y la
adecuada dispersion de las sales sedimentadas. Finalmente, el medio de cultivo se ajust6 a un

pH de 6.5.

Como control, se utilizd6 un medio con la siguiente composicion (en g/L): glucosa (Merck,
México) como fuente de carbono, 10.0; Mg(NOs), 2.2; KoHPO4, 1.2; FeSO4H>0, 0.01; KCI,
0.4; MgS047H-0, 0.46; Ca(H,PO4) 2H»0, 0.5; Tween 80, 300 pL/L.

El medio de cultivo se inoculd con suspension de esporas a una concentracion de 1x107 esporas/
mL. Los matraces se incubaron en una estufa de cultivo (Liimina IBT-330) a 25 °C durante 312
h. Se tomaron muestras por triplicado cada 12 h, utilizando matraces independientes para cada

tiempo de incubacion. (Fig. 11B).

El material sdlido del sistema (PUF con biomasa adherida) se separ6 del extracto liquido
mediante filtracion y se seco a 60 °C durante 48 h, hasta alcanzar peso constante. La biomasa
se cuantifico por diferencia de peso (Canavati-Alatorre et al., 2016; Conde-Avila et al., 2023;

Ahuactzin-Pérez et al., 2016).

La relacion carbono/nitrégeno (C/N) se ajusto a 10.
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[ —_—

Fig. 11. Preparacion del soporte y cultivo en FMS. A) Pretratamiento de la PUF. B) Matraces

con medio de cultivo e indculo incubados a 25° C durante 312 h.

6.4 Determinacion del contenido de proteina

El contenido de proteina en las muestras se realizd de acuerdo con el método descrito por
Bradford (1976). Para cada muestra experimental, se preparé mezcla de reaccion compuesta por
100 pL de sobrenadante, 200 uL de reactivo de Bradford (Bio-Rad) y 700 pL de agua destilada
(Fig. 12). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente, se midi6 el cambio en la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotoémetro

(S-2150, Dayton, NJ, EUA).

La concentracion de proteina en cada muestra se determind mediante la interpolacion en una
curva estandar elaborada con soluciones de albumina sérica bovina (BSA) a concentraciones

conocidas (0-10 pg/mL), cuyas absorbancias también fueron medidas a 595 nm.
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Fig. 12. Cuantificacion de proteinas mediante el ensayo colorimétrico de Bradford.

6.5 Ensayo cromogénico para la determinacion de actividad esterasas

La evaluacion de la actividad de enzimas esterasas se realizo siguiendo la metodologia descrita
por Ferrer-Parra et al. (2018), con modificaciones. Para cada muestra, la mezcla de reaccion
contenia 100 puL del sobrenadante y con 900 pL de sustrato (Fig. 13). Las muestras con alta
intensidad de color fueron diluidas con agua destilada, para asegurar que las mediciones de

absorbancia se mantuvieran dentro del rango lineal del equipo.

La solucién de sustrato se elabord con 1.76 % de p-nitrofenil butirato disuelto en buffer de
fosfatos (pH 7.5), 1.11 % de acetonitrilo, 11.1 % de agua destilada y 0.04 % de Triton X-100.
Las muestras se incubaron a 37 °C durante 5 minutos y la reaccion se detuvo mediante inmersion
en un bafo con agua fria. Posteriormente, se midieron los cambios en la absorbancia a 405 nm
en un espectrofotdmetro (S-2150, Dayton, NJ, EUA), utilizando como referencia un blanco

preparado en ausencia de sobrenadante.
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Una unidad de actividad de esterasa (U) se definié como la cantidad de enzima requerida para

liberar 1 pg de p-nitrofenol de la molécula de p-nitrofenil butirato por minuto, a 37 °C y pH 7.5.

Fig. 13. Ensayo de actividad de esterasas en sobrenadantes de cultivos de F. culmorum. Los

tubos muestran el cambio en la coloracion como indicativo de la actividad enzimatica.

6.6 Parametros de crecimiento y rendimientos enzimaticos

La biomasa seca de F. culmorum (X) se determiné por diferencia de peso y se expresé en g/L.
El crecimiento se modeld mediante la ecuacion logistica, a partir de la cual se calculd la tasa
especifica de crecimiento (u; expresada en h™!). La biomasa méaxima (Xmax) corresponde a la
mayor cantidad de biomasa maxima producida durante la fermentacion y se expreso esa en g/L.
Asi mismo, se estimaron el rendimiento de la enzima con respecto a la biomasa producida
(Yex), la productividad enzimatica (P), la tasa especifica de formacién de la enzima (qp) y la
actividad enzimdtica méxima (Emax). Todos los parametros se calcularon de acuerdo con la

metodologia descrita por Ahuactzin-Pérez et al. (2016).
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6.7 Zimografia

La deteccion de actividad de esterasas se realizd mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) segtin el protocolo descrito por Leammli (1970), con
modificaciones. La metodologia utilizada fue adaptada por Ferrer-Parra ef al., (2018) y se
describe a continuacion de forma general. Se emplearon geles de poliacrilamida al 12 % para el
gel de separacion y 4 % para el gel de empaquetamiento. En cada pocillo del gel se cargaron 20
uL de muestra. Las muestras se obtuvieron a partir de 1 mL de sobrenadante, el cual fue
concentrado por centrifugacion mediante la recuperacion de la fraccion insoluble, el
sobrenadante fue descartado y el material sedimentado fue resuspendido en 15 pL de agua
destilada y mezclado con10 pL de buffer de carga. La electroforesis se realizo en una cdmara de

electroforesis Mini Protean ® Tetra Cell (BIO-RAD) a un voltaje de 110 V (Fig. 14A).

Una vez finalizada la corrida, los geles se incubaron a 25 °C en una solucion con sustrato, que
contenia 3 mM de a-naftil acetato, | mM de Fast Red TR (Sigma) y 100 mM de buffer de
fosfatos a pH de 7.5, segun el protocolo descrito por Karpushova et al., (2005). Finalmente, los
geles fueron escaneados en el fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (BIO-RAD) y las imagenes
obtenidas se analizaron con el software Imagen Lab program, version 6.0.0 (BIO-RAD) (Fig.

14B).
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Fig. 14. Zimografia para la deteccion de actividades enzimaticas. Electroforesis en geles de

poliacrilamida en camara de electroforesis vertical. B) Visualizacion de bandas con actividad de

esterasa en el fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (BIO-RAD).

6.8 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La identificacion de los compuestos organicos volatiles (COVs) presentes en el sobrenadante de
los medios de cultivo suplementados con DEHF se llevo a cabo mediante cromatografia de gases
acoplada a masas (GC-MS). Se utiliz6 un cromatografo de gases (7890A, Agilent Technologies)
acoplado a un espectrometro de masas (MSD 5975C VL) equipado con un detector cuadrupolo
y una columna capilar (Zebron ZB-50). En la fig. 15A se muestra el equipo utilizado para el
analisis.

El procedimiento de extraccion de las muestras varid de acuerdo con el tipo de fermentacion.
En el caso de la FMS se empled extraccion liquido-liquido con tres solventes (diclorometano,
cloroformo o hexano), con el objetivo de detectar el maximo nimero de productos de

biodegradacion de DEHF, siguiendo el método EPA 3510c¢

(https://www.epa.gov/sites/default/files/2015-12/documents/3510c.pdf). Para la extraccion con

diclorometano o cloroformo se mezclaron 5 mL del sobrenadante con 5 mL de solvente,
posteriormente, se decantd y se filtro con sulfato de sodio anhidro para asegurar que la muestra

estuviera libre de humedad (Fig.15B). Para la extraccion con hexano se prepard una mezcla 1:1
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(v/v) con el sobrenadante y el solvente, para posteriormente analizar la fase orgénica de la

muestra.

En el caso de la FML, la extraccion se realizé mediante el mismo principio extraccion liquido-
liquido con solventes organicos (hexano y cloroformo), también basado en el método EPA
3510c. Para ello, se emplearon 13 mL de sobrenadante y se transfirieron a un embudo de
decantacion de 50 mL, donde se adicionaron 5 mL de solvente. Seguido a la separacion de las
fases se recupero la fase orgédnica y se repitio el procedimiento de extraccion para maximizar la
recuperacion. El extracto se filtr6 a través de sulfato de sodio anhidrido para eliminar residuos
de humedad antes del analisis. Para todos los casos se utilizé aproximadamente 1 mL de muestra

en el analisis (Fig. 15C).

La identificacion de los compuestos se realizd siguiendo el método EPA 8270D

(https://19january201 7snapshot.epa.gov/sites/production/files/201507/documents/epa8270d.pd

f), con modificaciones descritas por Gonzéalez-Marquez et al. (2019) y Mejia-Morales et al.
(2020). Se utilizo el software de andlisis de datos GC-MS (Agilent Technologies) para procesar
los datos; para la identificacion de compuestos, se empled la biblioteca de espectros de masas
NIST 08. Los resultados se presentan como porcentaje del area total del cromatograma. Los
analisis de GC-MS fueron realizados en el Centro de Investigacion en Ciencias Microbioldgicas
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, donde se encuentran instalados los equipos

utilizados.
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Fig. 15. Preparacion y andlisis de muestras mediante cromatografia de gases acoplado a masas
(GC-MS). A) Cromatografo de gases modelo 7890A (Agilent Technologies) acoplado a un
espectrometro de masas MSD 5975C VL. B) Proceso de extraccion y separacion de fases
organica/ acuosa mediante decantacion, seguido de filtracion. C) Viales con extractos organicos

de diferentes tiempos de fermentacion, listos para el analisis en GC-MS.
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6.9 Determinacion del porcentaje de biodegradacion de DEHF
El porcentaje de degradacion de DEHF se evalué midiendo la desaparicion del DEHF del

sobrenadante del medio de cultivo durante la fermentacion.

La formula utilizada fue la siguiente:

c
%BDt=C—£>< 100

Donde:
Cf= Concentracion del DEHF al final de la fermentacion (312 h).

Co= Concentracion inicial del DEHF suministrada al medio de cultivo.

6.10 Simulacion de quimica cuantica

La ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum crecido en medio liquido fue propuesta
mediante estudios de quimica cudntica realizados en la Universidad Tecnologica de
Tecamachalco, Puebla, empleando una estacidon computacional de trabajo (ST500DMO002
IDB14SCSI.6.1.7600.16385). Se empleo el algoritmo Polak-Ribiere para optimizar la geometria
molecular tridimensional utilizando el simulador molecular Hyper Chem (HC) 10 para Windows
(Hyper Chem Hypercube, MultiON para Windows, nimero de serie 12-800-1501800080,
Ciudad de México, México).

La energia libre de Gibbs de formacion obtenida por quimica cudntica (AGgg) se estimo a partir
de soluciones aproximadas de la ecuacion de Shrodinger electronica (Ec.1), empleando
simulaciones de quimica cuantica. Los parametros clave se establecieron con forme a lo

reportado previamente (Kraner et al., 2015; Pan et al., 2015; Fu et al., 2022; Huang et al., 2022).

AGrq = Z AG,, — Z AGym Eq. 1

Donde:

AGy, = Energia de enlace libre de Gibbs calculada mediante simulaciones quimicas cuanticas
y expresada en kcal/mol.
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Y. AG,, = La suma de todas las energias de enlace atomico de los elementos que constituyen
la molécula.

Y. AG,m = La suma de todos los enlaces en la molécula ensamblada.

ce = Elementos quimicos.

am = Molécula ensamblada.

6.11 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Statistical Analysis System (SAS® Free
software Trials). Los datos se evaluaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA)
y la prueba post hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia de a= 0.05. Los datos

utilizados para el analisis se obtuvieron de tres muestras independientes.
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7.1 Produccion de biomasa

7.1.1 Fermentacion en medio solido

En la fig. 16 se muestra la biomasa producida por F. culmorum durante 312 h de cultivo en FMS
adicionado con DEHF o glucosa. En ambos tratamientos se observo un incremento progresivo
de la biomasa durante las primeras horas de cultivo, seguido por una estabilizacién que marc6

el inicio en la fase estacionaria.

En el medio adicionado con DEHF, F. culmorum mostré una fase exponencial que dur6 hasta
aproximadamente las 120 h, alcanzando una Xmax cercana a 0.6 g/L. Posteriormente, la biomasa
se mantuvo constante hasta las 312 h. En el medio control F. culmorum alcanzé la fase
estacionaria aproximadamente a las 84 h con una Xmax de 1.1 g/L. A partir de ese tiempo, los

valores de biomasa se mantuvieron relativamente estables.
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Fig. 16. Biomasa seca producida por F. culmorum en medio adicionado con DEHF (O) y glucosa

(0) en FMS.
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7.1.2  Fermentacion en medio liquido

La produccion de biomasa seca producida por F. culmorum en FML se muestra en la Fig. 17. Se
observd que el microorganismo alcanz6 la fase estacionaria a las 144 h en el medio control y a
las 132 h en el medio adicionado con DEHF. La biomasa méxima (Xmax) obtenida fue de 1.73 y
para el control de 0.99 g/L en el medio suplementado con DEHF. La tasa especifica de

crecimiento en el medio control fue de 0.032 h™' y en el medio adicionado con DEHF fue de

0.02 h'! (Tabla 1).
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Fig. 17. Biomasa seca producida por F. culmorum en medio adicionado con DEHF (O) o glucosa

(o) en FML.
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7.2 Contenido de proteina

7.2.1 Fermentacion en medio solido

La produccion de proteina fue mayor en los cultivos adicionados con glucosa (Fig. 18). En
presencia de DEHF la produccién de proteina por F. culmorum mostrd un incremento a las 180
h y mantuvo un nivel de produccion bajo y constante en el resto de la fermentacion. La mayor
produccion de proteinas fue a las 276 h con una concentracion de 0.0017 mg/mL. En los medios
control se observd un aumento del contenido de proteina después de las 60 h y a la 216 h se

observo el valor mas alto que fue de 0.0196 mg/mL.
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Fig. 18. Contenido de proteina soluble de F. cu/morum en medio adicionado con DEHF (0O) o

glucosa (o) en FMS.

45




Resultados

7.2.2 Fermentacion en medio liquido

El contenido de proteina de F. culmorum con DEHF y glucosa se observa en la Fig. 19. De
las 0 a las 120 h se observan valores mas altos en los medios adicionados con DEHF que en
los medios con glucosa. La cantidad més alta fue de 0.035 mg de proteina/ mL a las 12 h.
Posteriormente se observaron valores de aproximadamente 0.008 mg de proteina/ mL. En

los medios con glucosa el valor maximo (0.031 mg de proteina/ mL) se observé a las 216 h.
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Fig. 19. Contenido de proteina soluble de F. cu/morum en medio adicionado con DEHF (O) o

glucosa (o) en FML.
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7.3 Actividad volumétrica de esterasas

7.3.1 Fermentacion en medio solido

En la Fig. 20 se muestra la actividad volumétrica de esterasas. En los medios adicionados con
DEHF se observo un incremento de la actividad enzimatica después de las 60 h, alcanzando el
primer incremento notable a las 72 y 96 h. Posteriormente, la actividad presento variaciones a
lo largo de la fermentacion, registrando el valor maximo de 1288.9 U/L a las 192 h. En los
medios adicionados con glucosa la actividad de esterasas se mantuvo baja y estable, alcanzando

un valor maximo de 443.21 U/L a las 168 h.
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Fig. 20. Actividad volumétrica de esterasas producida por F. cu/morum en medio suplementado

con DEHF (0O) o glucosa () en FMS.
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7.3.2 Fermentacion en medio liquido

La actividad volumétrica de esterasa de F. cu/morum cultivada en medios suplementados con
DEHF o glucosa se muestra en la Fig. 21. Este hongo present6 una actividad volumétrica de
esterasa mucho mayor en el medio suplementado con DEHF que en el medio control. La Emax
fue de aproximadamente 6007.5 U/Ly 95.7 U/L para los cultivos en medios suplementados con
DEHF vy glucosa, respectivamente, lo que demuestra que la actividad volumétrica de esterasa

fue 63 veces mayor en el medio suplementado con DEHF que en los cultivos control.
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Fig. 21. Actividad volumétrica de esterasas producida por F. culmorum en medio suplementado

con DEHF (0O) o glucosa (o) en FML.
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7.4 Actividad especifica de esterasas

7.4.1 Fermentacion en medio solido

La Fig. 22 muestra el comportamiento de la actividad especifica de esterasas. En los medios
adicionados con DEHF se observo un incremento progresivo a partir de las 48 h, alcanzando el
valor maximo de aproximadamente 3975.24 U/mg de proteina a las 84 h. Posteriormente, la
actividad especifica disminuyd de forma gradual y se mantuvo contaste con fluctuaciones
moderadas hasta el final del experimento. En contraste, en los medios control la actividad

especifica permanecid baja durante todo el periodo de incubacidn, sin cambios significativos.
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Fig. 22. Actividad especifica de esterasas de F. culmorum en medios suplementados con DEHF

(O) y glucosa (o) en FMS.
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7.4.2 Fermentacion en medio liquido

En los cultivos suplementados con DEHF, la actividad esterasa especifica mas alta aumento
durante la fase exponencial de crecimiento, alcanzando su nivel maximo (1126.3 U/mg de

proteina) a las 144 h, momento en el que se inici6 la fase estacionaria de crecimiento (Fig. 23).
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Fig. 23. Actividad especifica de esterasas de F. culmorum en medios suplementados con DEHF

(O) y glucosa (o) en FML.

7.5 Parametros cinéticos de crecimiento y rendimientos enzimaticos

En la Tabla 1 se observan los parametros de crecimiento y actividad enzimatica de F. culmorum
cultivado en FMS y FML con DEHF o glucosa como fuente de carbono. Las mayores tasas
especificas de crecimiento () y Xmax S observaron en los medios control, particularmente en

FML con una p de 0.032 h'!; 1.73 g/L. En contraste, los cultivos adicionados con DEHF
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mostraron menores valores de crecimiento, aunque presentaron una mayor actividad de
esterasas. El tratamiento en FML con DEHF alcanz6 los valores maximos de actividad
enzimatica (Emax de 6007.5 U/L) productividad enzimatica (P) 50.06 y tasa especifica de

produccidn enzimatica (qp) de 122.68 U/gX*h, en comparacion con los demads tratamientos.

Tabla 1. Parametros de crecimiento y rendimiento de esterasas de F. culmorum cultivado en

medios adicionados con DEHF y medios control (glucosa).

FMS FML

DEHF Glucosa DEHF Glucosa

Parametros de crecimiento

) 0.024b 0.033? 0.02° 0.0322
H +0.004 £ 0.003 +0.004 +0.003
0.62¢ 1.12° 0.99°¢ 1.732
Xmax (g/L)
+0.02 +0.07 +0.02 +0.07
Parametros de esterasas
1288.91° 443 .21°¢ 6007.52 95.7¢
Emax (U/L)
+270.8 +13.63 +463.0 +55
2078.9° 363.28°¢ 5980.4% 55.2¢
Yex (U/gX)
+4249 +11.72 +372.4 +23
6.7° 2.635¢ 50.06° 0.31b¢
P (U/L*h)
+1.41 +0.08 +3.8 +0.01
(U/eX*h) 49.84° 11.98¢ 122.682 1.78¢
G 8 +7.5 +2.69 +23.8 +0.2

Los valores se expresan como media + DE (n = 3). Las medias en una fila sin un superindice comun difieren (P <
0,05), segtin se analizé mediante ANOVA de una via y la prueba de Tukey. 1, tasa de crecimiento especifico; Xmax,
biomasa maxima; Emax, actividad enzimatica maxima; Yg/x, rendimiento enzimatico; P, productividad enzimatica;

qp, tasa especifica de produccion enzimatica.
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7.6 Perfil enzimatico por zimografia

7.6.1 Fermentacion en medio solido

La figura 24 muestra el zimograma obtenido del medio de cultivo suplementado con DEHF
durante el crecimiento de F. culmorum en FMS. A partir de las 72 h y hasta la fase final de la
fermentacion se detectaron de manera consistente tres bandas con pesos moleculares de
aproximadamente 24.6, 31.2 y 39.5 kDa. A partir de las 60 h de la fermentacion se detectaron
bandas de baja intensidad con pesos moleculares de aproximadamente 31.2 y 34.2 kDa. Una
banda con peso molecular de 42.8 kDa permaneci6 detectable entre las 108 h y hasta las 288 h
de fermentacion. A lo largo de la fermentacion se observaron cuatro bandas con mayor peso

molecular (62.1, 74.5, 134.4 y 214.5 kDa).

| 17.0

Fig. 24. Zimograma de esterasas de F. culmorum en medio adicionado con DEHF crecido en
FMS. Las bandas corresponden a la actividad de esterasas. La migracion de los patrones de masa

molecular (kDa) se muestran en el carril de referencia (Std).
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En los medios control (Fig. 25), se identificaron seis bandas con actividad de esterasa. Se detect6
una banda con un peso molecular de aproximadamente 36.8 kDa entre las 48 y las 168 h de
fermentacion. Se observo una banda con un peso molecular de 46.6 kDa desde la 48 h hasta el
final de la fermentacion, mientras que una banda de mayor peso molecular, cercana a 78.7 kDa,
se registrd desde las 36 h y hasta el final de la fermentacién, con excepcion del tiempo
correspondiente a las 216 h. Después de las 60 h de fermentacion se observaron otras bandas de
alto peso molecular de aproximadamente 100 y 144.8 kDa y se detect6 una banda tenue de

aproximadamente 54.7 kDa después de 120 h y en otros tiempos de fermentacion.
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Fig. 25. Zimograma de esterasas de F. culmorum en medio control crecido en FMS. Las bandas
corresponden a la actividad de esterasas. La migracion de los patrones de masa molecular (kDa)

se muestran en el carril de referencia (Std).
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7.6.2 Fermentacion en medio liquido

En la figura 26 se muestra el zimograma obtenido cuando F. culmorum crecié en un medio
adicionado con DEHF en FML. Se detectaron 5 bandas de proteinas con actividad de esterasas.
Una banda de aproximadamente 47.9 kDa fue detectable desde las 12 h y se mantuvo hasta el
final de la fermentacion. A partir de las 60 h y hasta la conclusion de la fermentacion se
identificaron dos bandas adicionales con pesos moleculares de 28.4 y 34.5 kDa. Asi mismo, una
banda con actividad de esterasa de aproximadamente 84.0 kDa que mostré una tincion tenue
persistio desde las 60 h hasta las 156 h. Finalmente, una banda de aproximadamente 178.32 kDa
se observo desde las 180 h hasta el final de la fermentaciéon con excepcion del tiempo

correspondiente a las 228 h.

12 24 36 4_84 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 2704‘216 228 240 252 264 276 288 300 312 h

Fig. 26. Zimograma de esterasas de F. culmorum en medio adicionado con DEHF crecido en
FML. Las bandas corresponden a la actividad de esterasas. La migracién de los patrones de

masa molecular (kDa) se muestran en el carril de referencia (Std).
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El zimograma del medio control en FML (Fig. 27) mostr6 la presencia de dos bandas con
actividad de esterasas. La primera banda observada fue detectable desde las 12 h y persistio
durante toda la fermentacion. El peso molecular aproximado de la banda fue de 33.0 kDa. Esta
banda se detect6 con mayor claridad a las 276, 300 y 312 h. La segunda banda se detect6 de

manera tenue a partir de las 48 h, incrementando su intensidad en las 228, 276, 300 y 312 h de

fermentacion. El peso molecular estimado de dicha banda fue de aproximadamente 49.5 kDa.

Std 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204 216 228 240 252 264 276 288 300 312 h

Fig. 27. Zimograma de esterasas de F. culmorum en medio control crecido en FML. Las bandas
corresponden a la actividad de esterasas. La migracion de los patrones de masa molecular (kDa)

se muestran en el carril de referencia (Std).
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7.7 Produccion enzimatica y de biomasa

Con el fin de evaluar la relacion entre el crecimiento fungico y la produccion de esterasas
durante la degradacion del DEHF, se analizo la relacion entre la concentracion de biomasa

(Xcal) y la actividad enzimatica (P) en ambos sistemas de cultivo.

En la fig. 28, se muestra la grafica que describe al comportamiento de F. culmorum en el medio
adicionado con DEHF en FMS. En ella se observa un patréon convexo, donde la produccion
enzimatica aumento gradualmente durante el crecimiento activo y se intensifico al aproximarse
la fase estacionaria. Este comportamiento sugiere que la sintesis de esterasas estd asociada al
metabolismo secundario, en el cual el F. culmorum responde a la presencia de una fuente de
carbono no convencional. Este comportamiento, coincide con la mayor intensidad de bandas
observada en la zimografia correspondiente (Fig. 24), donde se detectaron bandas con actividad

en las etapas finales de la fermentacion.
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Fig. 28. Relacion entre la concentracion de biomasa (Xcal) y la actividad de esterasas (P) en

medio accionado con DEHF en FMS.
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En la Fig. 29, se observa la relacion entre la biomasa y actividad de F. culmorum. En la grafica
se presenta un patrén lineal, indicando que la produccion de esterasas fue directamente
proporcional al aumento de biomasa y no se detectaron evidencias de degradacion o
acumulacion tardia de enzima. Este comportamiento corresponde a una produccidon primaria
asociada al crecimiento fungico y sugiere que, en presencia de una fuente de carbono de facil
asimilacion, el metabolismo de F. culmorum se orienta a la sintesis de proteinas generales mas

que a la induccion de enzimas especificas de degradacion.
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Fig. 29. Relacion entre la concentracion de biomasa (Xcal) y la actividad de esterasas (P) en

medio adicionado con glucosa en FMS.
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En FML con DEHF (Fig. 30) se observo una tendencia céncava, caracterizada por una
produccion inicial de esterasas durante el crecimiento, seguida de una disminucién de actividad
especifica. Este comportamiento puede asociarse a la destruccion o reutilizacion de enzimas
extracelulares. La forma concava de la curva coincide con la menor intensidad de bandas en el

zimograma (Fig. 26), lo que sugiere que la estabilidad enzimatica es baja en FML.
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Fig. 30. Relacion entre la concentracion de biomasa (Xcal) y la actividad de esterasas (P) de F.

culmorum en medio accionado con DEHF en FML.
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En la Fig. 31, se observa una tendencia lineal al graficar los datos, menor al que se observé en
FMS. Esto podrian indicar que la actividad enzimatica esté estrechamente ligada al crecimiento,

pero con una productividad de enzimas, mas baja debido a las condiciones del cultivo
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Fig. 31. Relacion entre la concentracion de biomasa (Xcal) y la actividad de esterasas (P) en

medio accionado con glucosa en FML.

7.8 Identificacion de intermediarios de degradacion y propuesta de rutas de

degradacion

7.8.1 Fermentacion en medio solido

La Fig. 32, muestra la propuesta de una ruta hipotética para la degradacion de DEHF por F
culmorum cultivado en FMS durante 312 h. Esta via se construyé a partir de la identificacion de
intermediarios metabolicos derivados del DEHEF, los cuales fueron analizados mediante

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.
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La ruta de biodegradacién de DEHF se plantea con una reaccion inicial de desesterificacion en
la cual el DEHF se metaboliza a MEHF y 2-etilhexan-1-ol (1). A partir de este intermediario, se
describen dos posibles rutas alternativas de biodegradacion: la desesterificacion de DEHF (a) y

su reordenamiento intermolecular (b).

En el primer caso la desesterificacion del MEHF conduce a la formacion de 4cido ftalico y 2-
etilhexan-1-ol, como resultado de la entrada de una molécula de agua (2). El Acido ftalico sufre
una descarboxilacion, liberando CO; y dando origen al 4cido benzoico (3). El 4cido benzoico se
une a otra molécula de 4cido benzoico para formar anhidrido benzoico, liberando una molécula

de agua (4).

El anhidro benzoico sufre una reduccion, generando benzoato de bencilo (5), que forma acido
benzoico y bencilmetanol por hidrélisis (6). El bencilmetanol forma tolueno mediante la
reaccion de deshidratacion, que es reversible (7). Tras una serie de reacciones de oxidacion
sucesivas, el bencilmetanol forma acetil-CoA y succinil-CoA (8), que entran en el ciclo de Krebs
(9). Por otro lado, el 2-etilhexan-1-ol se hidroliza a 2-hexanol y etanol (10). El 2-hexanol se
oxida a 2-hexanona (11), que forma 4-hexen-2-ona mediante una reaccion de reducciéon (12).
La 4-hexen-2-ona se reduce a 3,5-hexen-2-ona (13). Este Gltimo compuesto se hidroliza a 3,5-
hexen-2-ol (14), que se oxida para formar S5-hidroxihexano-2-,4-diona (15). La 5-
hidroxihexano-2,4-diona se escinde por la esterasa para formar acido acético (16), que
posteriormente entra al ciclo de Krebs (17). El etanol se oxida a acetaldehido, que
posteriormente se transforma mediante una reaccion de oxidacion en acido acético (18), que

posteriormente entra en el ciclo de Krebs (19).

En el segundo caso, el MEHF sufre una reorganizacion intermolecular (b) para formar dibutil
ftalato (20), que a su vez se somete a un proceso de desesterificacion para formar MBF y butan-
1-ol (21). El MBF se descompone en acido ftalico y butan-1-ol (22). El acido ftalico se
metaboliza como se describi6 previamente (2). El butan-1-ol se oxida a butiraldehido (23), que
posteriormente se reduce a buten-2-enal (24). El buten-2-enal se oxida a acido but-2-enoico
(25), que posteriormente se oxida a acido 3-oxobutanoico (26). El 4cido 3-oxobutanoico forma
entonces dos moléculas de acido acético por oxidacion (27), que entran en el ciclo de Krebs

(28).
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Fig. 32. Propuesta de la ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum en FMS. Los recuadros
azules sefialan los compuestos detectados mediante GC-MS, mientras que la desesterificacion y
la escision por esterasas se indican en recuadros rojos. Los recuadros verdes sefalan las etapas

propuestas de la reaccion.
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7.8.2 Fermentacion en medio liquido

La fig. 33, muestra la propuesta de la ruta degradacion de DEHF por F. culmorum en FML. Los
compuestos identificados por GC-MS muestran la capacidad de F. culmorum para degradar
DEHF y generar diversos acidos grasos y otras moléculas que pueden servir como precursores
en la sintesis de biosurfactantes naturales (por ejemplo: lipidos de trehalosa y soforolipidos). Se
sugiere que la ruta metabodlica de degradacion de DEHF comienza a través de dos posibles vias
alternas: puede ocurrir una desesterificacion en la que una molécula de agua hidroliza los enlaces
¢éster formando mono (2-etilhexil) ftalato y 2-etilhexan-1-ol (1), y/o una transposicion
intermolecular para formar dibutil ftalato (2), que puede someterse a hidrolisis para formar acido
ftalico y butanol (3), los cuales pueden ingresar al ciclo de Krebs. El mono (2-etilhexil) ftalato
puede hidrolizarse para formar 2-etilhexan-1-ol (1) y acido ftalico, este Gltimo puede ingresar
al ciclo de Krebs. El 2-etilhexan-1-ol sufre oxidacion por la accion de la enzima alcohol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa para formar 4cido 2-etilhexanoico (6). Este ultimo
compuesto entra en B-oxidacion mediante CoA y ATP, generando ADP, PPi y 2-etilhexanoil-
CoA (7). Este ultimo también entra en B-oxidacidn para formar acido butirico y acetil-CoA (8).
El 4cido butirico sufre B-oxidacion y luego puede entrar en el ciclo de Krebs (9) o participar en
la sintesis de biosurfactantes (10). Por otro lado, el acetil-CoA puede entrar en el ciclo de Krebs
(11) o reaccionar con CO; y ATP para transformarse en malonil-CoA, ADP y PPi (12). Este paso
es crucial en la sintesis de acidos grasos en la que actia la enzima sintasa de acidos grasos,
generando acido dodecanoico (13) y acido hexadecanoico (14), los cuales pueden incorporarse
a la sintesis natural de biosurfactantes (15 y 16, respectivamente) o sufrir B-oxidacion y
eventualmente entrar en el ciclo de Krebs (17 y 18, respectivamente). El 4cido hexadecanoico
también puede transformarse en acido estedrico y acido cis-9-hexadecanoico (19). El acido
estearico puede transformarse en acido oleico (20), el cual sufre oxidacion para eventualmente
entrar en el ciclo de Krebs (21). El 4cido estedrico también puede generar acido cis-13-
octadecenoico (22) y/o puede transformarse en biosurfactantes (23). El acido cis-13-
octadecenoico puede eventualmente entrar en el ciclo de Krebs (24). Mientras que el acido cis-
9-hexadecenoico puede experimentar B-oxidacidon (25) y/o incorporarse en la sintesis de
biosurfactantes (26), el éster dipropilico 2-etilhexilico del acido fosforico, el éster tris(2-

etilhexilico) del acido fosforico y el fosfato de tributilo pueden transformarse en biosurfactantes
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(27, 28 y 29, respectivamente). El éster dipropilico 2-etilhexilico del acido fosférico puede
hidrolizarse para formar acido propionico (30), que puede entrar en el ciclo de Krebs (31). El
éster dipropilico de acido fosforico 2-etilhexilico y el éster tris(2-etilhexilico) de acido fosforico
también pueden hidrolizarse para formar acido 2-etilhexanoico (32 y 33, respectivamente), que
se incorporan a la via a través del paso 7. Como alternativa, el fosfato de tributilo puede

hidrolizarse para formar butanol (34), que ingresa al ciclo de Krebs a través del paso 4b.

Los valores de AGg indican que algunos compuestos intermediarios presentan una alta
estabilidad y podrian estar involucrados en la sintesis de biosurfactantes (por ejemplo.,
trehalolipidos y soforolipidos). Entre los mas estables, con los valores negativos mas altos, se
encuentra el éster tris (2-etilhexil) fosfato derivado del 4cido fosférico (- 7403.7451 kcal/mol),
el acido oleico (- 5127.2150 kcal/mol), el 4cido cis-13- octadecenoico (- 5257.4012 kcal/mol),
asi como los acidos palmitico (- 4696.8512 kcal/mol) y palmitoleico (- 4696.8512 kcal/mol),
ademas del éster dipropil 2-etilhexilico del acido fosforico (- 4601.8131 kcal/mol). En contraste,
algunos productos de degradacion mostraron ser menos estables como el butanol (- 1612.4578
kcal/mol), el acido propidnico (- 1611.9714 kcal/mol), el acido ftalico (- 2064.0050 kcal/mol),
y el 2-ethilhexan-1-ol (- 2452.2336 kcal/mol).
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Fig. 33. Propuesta de la ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum en FML. Los recuadros

morados indican los compuestos detectados mediante GC-MS; los recuadros anaranjados

representan las etapas de reaccion; y los recuadros rosa y azul sefialan la participacion de

esterasas. Los valores de AGgq (kcal/mol), calculados mediante modelamiento quimico cudntico,

se indican en la ruta; los valores mas negativos indican mayor estabilidad del compuesto.
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8.1 Crecimiento y produccion de biomasa

El crecimiento de F. culmorum en los diferentes medios de cultivo mostro la influencia del
sistema de fermentacion y la fuente de carbono en la produccion de biomasa y la tasa especifica
de crecimiento. En FML, la tasa especifica de crecimiento fue 1.6 veces mayor en el medio
control (0.032 h'') que en el medio adicionado con DEHF (0.020 h'). Mientras que 1a Xmax
alcanzo valores de 1.73 g/L y 0.99 g/L, siendo 1.7 veces mayor en el medio control que en el
adicionado con DEHF. De igual manera en FMS, el valor de Xmax y p fueron mayores en el
medio control. Este comportamiento por el microorganismo refleja que la presencia de DEHF
en el medio de cultivo influye en su crecimiento, probablemente por su toxicidad o baja
disponibilidad en el medio de cultivo. Sin embargo, el crecimiento de F. culmorum en presencia
de una concentracion de 3 g/L de DEHF, demuestra su capacidad de adaptacion metabdlica y

potencial para utilizarlo como sustrato.

En general, los valores de los parametros de crecimiento obtenidos en FMS y FML, fueron
comparables, aunque en FML se registraron valores ligeramente mas altos tanto de Xmax como
de p Ahuactzin-Pérez et al. (2016) reportaron una p cuatro veces mayor (0.08 h') cuando F.
culmorum creci6 en un sistema de FML en presencia de 1 g/L de DEHF y glucosa como
cosustrato, lo cual sugiere que la presencia de una fuente de carbono facilmente asimilable
favorece la actividad metabolica y el crecimiento del microorganismo. De igual manera,
Gonzalez-Marquez et al. (2019, 2020) confirmaron que F. culmorum es capaz de crecer en
medios adicionados con DEHF como unica fuente de carbono, aunque con tasas de crecimiento

menores con respecto a los medios control.

Estudios relacionados con la biodegradacion de ftalatos por F. culmorum han reportado
comportamientos de crecimiento comparables bajo distintas condiciones de cultivo. En el
presente trabajo se decidio contrastar los resultados reportados por Gonzalez-Marquez et al.
(2019, 2020), ya que, aunque las condiciones experimentales no son estrictamente equivalentes,
dichos estudios contribuyen la referencia mas cercana disponible al emplear el mismo
microorganismo, el mismo sustrato (DEHF) y un sistema de fermentacion similar. En estos
estudios reportaron que F. culmorum crecido en FML con 1.5 g/L de DEHF y Ca(NO3)2 tuvo un
valor de Xmax similar de 1.08 g/L, mientras que en medio adicionado con 1g/L de DEHF y
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NaNOs3 la Xmax fue de 0.37 g/ Con lo anterior se sugiere que la concentracion de ftalato y

nitrogeno determina la produccion de biomasa.

Por otra parte, Pradeep y Benjamin (2012) evaluaron la capacidad de Aspergillus parasiticus,
Fusarium subglutinans y Penicillium funiculosum para la degradacion de DEHF fisicamente
unido a bolsas de almacenamiento de sangre (Bsb) de PVC bajo condiciones de fermentacion
liquida estatica y reportaron una biomasa de 0.15 a 0.35 g/g de Bsb. De igual manera, analizaron
la biodegradacion de DEHF presente en bolsas de orina y sangre por Rhizopus nigricans,
Aspergillus nidulans y Aspergillus niger y reportaron que R. nigricans produjo la mayor biomasa
(alrededor de 2 g) en bolsas de orina, mientras que A. nidulans alcanz6 una biomasa de alrededor

de 1.5 g en bolsas de sangre (Ali et al., 2023).

Por otra parte, se ha demostrado que la FML promueve un crecimiento mas homogéneo y una
mayor produccion de biomasa en distintos géneros fingicos. Por ejemplo, Té¢llez-T¢éllez et al.
(2008), reportaron que Pleurotus ostreatus produjo mayor biomasa (5.6 g/L) en FML que en

FMS (4.5 g/L), atribuido a una mejor transferencia de oxigeno y nutrientes en la FML.

Sin embargo, no se han reportado curvas de crecimiento de otros microorganismos en medios

suplementados con DEHF como tnica fuente de carbono, excepto F. culmorum.

En conjunto, estos resultados indican que la produccién de biomasa depende del sistema de
fermentacion, la concentracién de DEHF y la composicion del medio, siendo en este estudio el

medio liquido el mas favorable para la acumulacion de biomasa.
8.2 Contenido total de proteina

El contenido total de proteina de F. culmorum mostré fluctuaciones considerables segun el tipo
de medio y la fuente de carbono utilizada. En términos generales, los cultivos adicionados con
DEHF evidenciaron una menor produccion de proteina soluble en ambos sistemas, lo que podria
deberse a que el plastificante no es una fuente de carbono facil de metabolizar. Por lo tanto, F
culmorum probablemente dirige parte de su metabolismo hacia la produccion de enzimas
especificas de degradacion de DEHF, como esterasas o lipasas, cuya sintesis no representa un
incremento significativo en el contenido de proteinas solubles (Huang et al., 2019; Sun et al.,

2022).
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En FML se observo que F. culmorum presentd un contenido de proteina en el medio ligeramente
superior en el medio adicionado con DEHF respecto al medio control durante las primeras 48
h. Entre las 60 y 120 h, ambos tratamientos mostraron valores similares; sin embargo, a partir
de las 120 y hasta el término de la fermentacion, el contenido de proteina fue mayor en el medio
control. El valor maximo observado fue de 0.031 mg/mL a las 180 y 216 h, mientras que en el
medio adicionado con DEHF fue de 0.0036 mg/mL a las 12 h, el cual disminuy6
considerablemente (entre 0.005 y 0.008 mg/mL) entre las 132 y las 312 h de fermentacion.

En FMS, F. culmorum alcanzo6 un contenido de proteina maximo de 0.0196 mg/mL en medio
con glucosa y 0.0017 mg/mL en un medio con DEHF. Estos resultados demostraron que la
produccion de proteina fue once veces mayor en presencia de glucosa, sin embargo, durante la
FML se observo un incremento en el contenido de proteina en el medio adicionado con DEHF,

lo que sugiere una repuesta metabolica especifica del hongo frente al compuesto.

Gonzélez-Marquez et al. (2019) reportaron que la proteina de F. culmorum excretada en el medio
en FML fue de aproximadamente 0.001 mg/mL en cultivos suplementados con DEHF y 0.017
mg/mL en medios con glucosa, lo que coincide con la tendencia observada en el presente
estudio. Por su parte, Hernandez-Sanchez et al. (2024b) evaluaron el efecto de diferentes fuentes
de nitrogeno en el contenido de proteina en el medio y la actividad de esterasas durante la
biodegradacion de DEHF (1.5 g/L) por F. culmorum en FML, y reportaron que el mayor
contenido de proteina (aproximadamente 0.043 mg/mL) se observo cuando se utilizo urea como

fuente de nitrogeno.

Hasta la fecha, los estudios de biodegradacion de DEHF que emplean F. cu/morum son los
unicos en los que se ha medido el contenido de proteina en el medio de cultivo durante este
proceso, lo que refuerza su importancia como un microorganismo de referencia para estudiar

los mecanismos de adaptacion metabolica frente a plastificantes.
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8.3 Actividad enzimatica, especifica y volumétrica

La produccion de esterasas por F. culmorum presentd variaciones significativas entre los
sistemas de fermentacion y las fuentes de carbono empleadas. En ambos sistemas, la actividad
volumétrica de esterasas fue superior en los medios suplementados con DEHF en comparacion
con los medios adicionados con glucosa, lo que sugiere una posible induccion enzimatica
asociada a la presencia del plastificante. Este comportamiento coincide con lo reportado para F.
culmorum cultivado en medios con DEHF, donde la adicion de este compuesto estimul6 la
sintesis de esterasas implicadas en la hidrolisis de los enlaces éster del ftalato (Herndndez-

Sanchez et al., 2024a; Gonzalez-Marquez et al., 2019).

La actividad volumétrica méxima (Emax), obtenida cuando se empled DEHF fue 4.6 veces mayor
en FML que en FMS, alcanzando un valor de 6007.5 U/L. De igual manera, los parametros de
productividad (P= 50.06 U/L*h), rendimiento enzimatico (5980.4 U/gX) y la tasa especifica de
produccién enzimatica (qp=122.68 U/gX*h), también fueron significativamente mas altos en
FML. Estas diferencias podrian estar relacionadas con mayores requerimientos asociados a la
sintesis de enzimas y con una respuesta adaptativa del hongo en FML, donde la disponibilidad
de DEHF como fuente de carbono es limitada y el acceso al sustrato hidréfobo requiere una

mayor produccion de enzimas extracelulares (te Biesebeke et al 2002).

Aunque en FMS, la actividad de esterasas fue menor, al comparase con otros microorganismos
F. culmorum present6 una actividad volumétrica de esterasas extracelulares aproximadamente
55 veces superior (1288.91 U/L) a la actividad volumétrica de esterasas intracelulares (23.2
U/L) reportada para la cepa SP1 de Acronobacter denitrificans cultivada en un medio
suplementada con aproximadamente 2 g/L. de DEHF en FML (Pradeed et al., 2015). Este
resultado sugiere que, aunque las esterasas intracelulares y extracelulares interviene en la
biodegradacion de ftalatos, las esterasas extracelulares predominan en cantidad y relevancia,

para la degradacion de DEHF (Sanchez, 2021).

En cuanto a la actividad especifica, los resultados mostraron diferencias notables entre ambos

sistemas evaluados, particularmente en los medios adicionados con DEHF. Cuando F. culmorum
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crecio en FMS, la actividad especifica fue aproximadamente 3.5 veces mayor que la registrada
en FML. En FMS se observo una actividad especifica méxima de 3975.2 U/mg de proteina a las
84 h de cultivo, mientras que en FML se observo un valor de 1126.3 U/mg de proteina. Sin
embargo, en ambos sistemas de cultivo los medios suplementados con DEHF mostraron valores
superiores a los controles, lo que sugiere una induccién enzimatica especifica asociada a la

presencia de DEHF.

Por otra parte, F. culmorum crecido en FMS con 3 g/L de DEHF mostr6 una actividad especifica
aproximadamente ocho veces mayor (3975.2 U/mg de proteina) que la observada en FML con
1 g/L de DEHF (483.4 U/ mg de proteina) (Gonzalez-Marquez et al., 2019), y alrededor de 5.6
veces superior a la reportada para Bacillus mojavensis B1811, que presentd una actividad
especifica cercana a 700 U/mg de proteina en FML suplementado con 1 g/L. de DEHF (Zhang
et al., 2018). Estas comparaciones evidencian el potencial enzimatico superior de F. culmorum

frente a otras especies microbianas en la degradacion de ftalatos.

8.4 Zimografia

Los zimogramas obtenidos permiten evaluar cualitativamente la actividad de las esterasas
producidas por F. culmorum en funcion del medio de cultivo y de la presencia de DEHF. En los
cuatro perfiles enzimaticos se observa que la expresion de las esterasas es muy variable y
dependiente de la interaccion entre la composicion del medio de cultivo y la disponibilidad del

ftalato.

En FMS suplementado con DEHF se detecto la presencia de multiples isoenzimas de esterasas
con distintos pesos moleculares de aproximadamente 17.0, 24.6, 31.2, 34.2, 39.5, 42.8, 62.1,
74.5, 134.5 y 214.5 kDa, capaces de hidrolizar el DEHF. En contraste, en FML se observaron
menos bandas, correspondientes a isoenzimas con pesos moleculares cercanos a 28.4, 34.5,47.9
84.0 y 178.2 kDa. Cabe destacar que F. culmorum produjo una isoenzima de esterasa con un
peso molecular similar de alrededor 34 kDa en ambos medios de cultivo, lo que sugiere que esta
forma enzimatica podria expresarse de manera independientemente de la composicion del medio

de cultivo.
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Estudios realizados con F. culmorum en condiciones de FML y diferentes concentraciones de
DEHF muestran patrones similares. Por ejemplo, Gonzalez-Marquez et al., (2019), reportaron
la presencia de ocho isoenzimas de esterasa con pesos moleculares de aproximadamente 25.7,
29.5, 31.8, 45.9, 66.6, 97.6, 144.5 y 202.9 kDa, cuando se empled 1 g/L de DEHF. De igual
manera, Hernandez-Sanchez et al., (2024b), reportaron la presencia de bandas con actividad de
esterasa de pesos moleculares de alrededor de 26.9, 33.5,45.5 y 75.9 kDa en medios adicionados
con 1.5 g/L de DEHF. Estos hallazgos apoyan la idea de que la expresion de esterasas es F.
culmorum es altamente dependiente de las condiciones ambientales y de la disponibilidad del

compuesto.

De manera complementaria, en otros microrganismos también se han identificado enzimas con
pesos moleculares diversos asociados a la degradacion de ftalatos. Por ejemplo, Gordonia sp.
YC-JHI degrad6 DEHF (0.1 g/L) en FML y produjo una esterasa monomérica con un peso
molecular de 50 kDa (Fan et al., 2018). De igual manera, en la degradacion de 1.5 g/L de DEHF
por Gordonia sp. P8219 gener6 una hidrolasa homodimérica de 32.16 kDa en condiciones de
FML (Nishioka et al., 2006). Ademas, Yan et al. (2021) reportaron una carboxilesterasa obtenida
de una biblioteca metagenémica de suelo, con un peso molecular predicho de 32 kDa, la cual
mostro actividad catalitica sobre DEHF. Ding et al. (2015) describieron una esterasa de Bacillus
sp., con estructura monomeérica y un peso molecular aproximado de 53,76 kDa, asociada a la
degradacion de ftalato de diisobutilo. Asimismo, Wu et al. En 2019, reportaron una feruloil
esterasa de 38.8 kDa obtenida de una biblioteca metagenomica, la cual mostr6 actividad frente
a diverso ftalato de cadena corta. Recientemente, Mu et al. (2024) reportaron una esterasa de
Bacillus velezensis, con un peso molecular cercano a 55.14 kDa, que participa en la hidrolisis

de ftalato de diisobutilo.

En FML se observo una banda de alto peso molecular (aprox. 178.2 kDa), la cual podria estar
integrada por monomeros de isoenzimas de esterasas de bajo peso molecular (por ejemplo, un
hexamero de una proteina de aproximadamente 28.4 kDa por subunidad). Este tipo de
organizacion oligomérica ha sido reportada previamente en otros organismos. Huang et al.
(2019) describieron la degradacion de DEHF por una esterasa recombinante hexamérica

(GoEst15) de Gordonia sp., con un peso molecular cercano a 370 kDa, conformada por
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subunidades de 58 kDa. De igual manera, Fusarium sp., presentd un complejo enzimatico
(DMT-5-3) capaz de producir ftalato esterasas con pesos moleculares de 84 kDa (dimero de 42
kDa) y 76 kDa (dimero de 38 kDa), inducidas por tereftalato de dimetilo e isoftalato de dimetilo

como sustratos, respectivamente (Luo et al., 2012; Luo et al., 2015).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la expresion de esterasas por F. culmorum no
s6lo depende de la disponibilidad del sustrato, sino también de las condiciones nutricionales y
del tipo de cultivo. Esta variabilidad sugiere la existencia de mecanismos regulatorios sensibles

tanto a la composicion del medio como a la presencia del ftalato.

En términos generales, se aprecia que cuando el hongo dispone de una fuente carbono de facil
asimilacion, la sintesis de enzimas degradativas tiende a inhibirse. Por el contrario, en presencia
de compuestos complejos o recalcitrantes como los ftalatos se favorece la produccion de

enzimas especificas, ya que éstos actian como inductores (Patil y jena 2019).

8.5 Produccion enzimatica y biomasa

La relacion entre el producto (enzimas) y la biomasa producida por F. culmorum, presenta una
respuesta metabolica diferencial ante la presencia de DEHF y el sistema de fermentacién. En la
FMS, la relacion convexa entre biomasa y actividad de esterasas, junto con el incremento de
bandas con actividad de esterasas al final de la fermentacion, indica la activacion del
metabolismo secundario inducido por DEHF y por las condiciones heterogéneas del sistema de
fermentacion en medio s6lido (Barrios-Gonzalez, 2012). En contraste con la FML, la relacion
entre la biomasa y la actividad mostr6 un patron concavo, reflejando una produccion de enzimas
transitoria seguida de degradacion, atribuible a la homogeneidad del sistema y una posible
degradacion proteica o reutilizacion de enzimas (te Biesebeke et al., 2002; Viniegra-Gonzalez
et al., 2003). Estos comportamientos junto con la repuesta lineal observada en los medios
adicionados con glucosa, confirman que el tipo de fermentacion y la fuente de carbono
determinan no solo la cantidad, sino la naturaleza del metabolismo enzimatico de F. culmorum,
siendo la FMS el sistema mas favorable para la induccion y persistencia de enzimas degradativas

especificas frente a DEHF, aun si la actividad inicial es menor que en FML.
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8.6 Rutas metabdlicas

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan evidencia solida de que F. culmorum
posee la capacidad excepcional para transformar y mineralizar el DEHF mediante rutas
metabolicas complejas y altamente flexibles (Liang et al., 2008). La identificacion de
metabolitos mediate GC-MS permitié proponer las dos principales rutas de degradacion del
compuesto. Se sugiere que la degradacion por F. culmorum depende estrechamente del sistema
de fermentacion (FMS o FML) y de la disponibilidad del plastificante. Los resultados,
demuestran que la biodegradacion de DEHF no es un proceso lineal, sino un conjunto de
reacciones que muestran la capacidad metabdlica del hongo frente a un compuesto xenobidtico

recalcitrante (Ahuactzin-Pérez et al., 2018).

Los resultados de esta investigacion confirman que la etapa inicial en la degradacion del DEHF
consiste en la ruptura de los enlaces éster, generando MEHF y 2- etilhexanol en ambos sistemas
de fermentacion. Este comportamiento evidencia la accion de enzimas esterasas, cuya presencia
fue corroborada por los perfiles obtenidos en los zimogramas. La hidrélisis del DEHF constituye

un punto de bifurcacion metabolica que define el flujo hacia una u otra via metabdlica.

Asimismo, la degradacion del MEHF conduce a la formacién de 4cido ftalico, un compuesto
intermediario ampliamente reconocido y reportado durante la degradacion de ftalatos por
diversos microorganismos y también en procesos de degradacion abidticos (Huang et al., 2013).
De igual manera, en este estudio se detectaron compuestos clave como acido benzoico, CO-,
acido acético y dcido-oxobutanoico, todos ellos previamente reportados como intermediarios en
la degradacion de ftalatos (Liang et al., 2008; Ahuactzin-Pérez et al., 2016; 2018; Liet al., 2018;
Zhang et al., 2018; Gonzalez-Marquez et al., 2019; Lamraoui et al., 2020; Zhang et al., 2020;
Wang et al., 2021; Ren et al., 2021; Ren et al., 2023).

La presencia de estos intermediarios confirma que F. cu/morum no solo es capaz de abrir el
anillo aromatico de algunos compuestos, sino también de canalizar los productos hacia rutas
catabdlicas centrales del metabolismo energético (Carstens et al., 2020). Finalmente, la
deteccion de CO; en la FMS, es una evidencia directa de la completa mineralizaciéon de DEHF

(un resultado poco documentado en hongos degradadores de ftalatos).
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Los resultados obtenidos en ambas fermentaciones muestran diferencias significativas en el tipo
y la abundancia de los compuestos intermediarios, lo que sugiere que el sistema de cultivo define
la accesibilidad del sustrato, la disponibilidad del oxigeno y agua, y la expresion de las enzimas

degradativas (Viniegra-Gonzalez et al. 2003).

La diversidad metabolica de F. culmorum evidencia su capacidad para tratar compuestos
xenobidticos recalcitrantes. En conjunto, el estudio destaca el potencial biotecnoldgico de F

culmorum para la degradacion de ftalatos de cadena larga.

En este contexto, la deteccion de compuestos intermediarios asociados a rutas de biosintesis de
biosurfactantes durante la FML sugiere que F. culmorum podria estar activando mecanismos de
respuesta frente al DEHF, posiblemente para mejorar su accesibilidad al sustrato hidrofobico.
Este comportamiento es consistente con lo reportado en otros microorganismos, los cuales
incrementan la sintesis de surfactantes cuando crecen en presencia de sustratos hidrofobicos,
aunque también pueden generarlos al desarrollarse en sustratos hidrofilicos o comerciales
(Gautam and Tyagi, 2006; Sanchez, 2020). Por ejemplo; Pseudomonas aeruginosa DG2a y
Stenotrophomonas sp., produjeron ramnolipidos cuando crecieron en presencia de acido oleico
y aceite de oliva, respectivamente (Pepi et al., 2013; Patel and Patel, 2020). Asimismo, P,
aeruginosa R4 and Trichoderma citrinoviride sintetizaron un glucolipido y un lipopéptido,
respectivamente, cuando crecieron en medios suplementados con glucosa afiadida (Ahmadi et
al., 2021; Piegza et al., 2021). En hongos, como Fusarium fujikuroi y Cutaneotrichosporon
mucoides se ha reportado la produccion de trehalolipidos y soforolipidos (Loureiro-Dos Reis et

al., 2018, Marcelino et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que la producciéon de biosurfactantes puede ocurrir durante
la biodegradacion de compuestos organicos hidrofobicos (Sanchez, 2020). Por ejemplo, Bacillus
spp., ha sido reportado como un productor de biosurfactantes en presencia de petrdleo crudo y
antraceno (Thirumurugan et al., 2023). Asimismo, Chaturvedi et al. (2024) encontraron que el
hongo Hypocrea lixii mejoro la degradacion del bisfenol Ay el triclosan debido a la produccion

de un biosurfactante.
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En conjunto, estos hallazgos respaldan que la sintesis de biosurfactantes constituye un
mecanismo comun mediante el cual diversos microorganismos incrementan la disponibilidad de
sustratos hidrofébicos y potencian su degradacion. La presencia de precursores de
biosurfactantes durante la FML sugiere que F. culmorum podria emplear estrategias similares
para facilitar la transformacion del DEHF, lo que refuerza se relevancia como un organismo con

potencial para la biorremediacion de ftalatos de alta hidrofobicidad.

8.7. Biodegradacion de DEHF

En FMS F. culmorum fue capaz de degradar el 96.9 % de DEHF (con una concentracion inicial
de 3 g/L) en 312 h (Anexo 1). Existen otros estudios con el mismo microorganismo, pero
empleando diferentes concentraciones de DEHF. Por ejemplo, Gonzélez-Marquez et al. (2019)
evaluaron el crecimiento de F. culmorum y la degradacion de 1 g/ de DEHF como tnica fuente
de carbono en FML y reportaron que este hongo degradé el 92 % del compuesto en 36 h y el
99.6 % en 144 h de fermentacion. Asimismo, Ahuactzin-Pérez et al. (2016) cultivaron F.
culmorum en presencia de 1 g/LL de DEHF y glucosa como cosustrato en FML, observando que

el 95 % del DEHF se degrad6 en 60 h y se metabolizé completamente a las 156 h.

Diversos estudios han demostrado que una amplia variedad de microorganismos, tanto hongos
como bacterias, poseen la capacidad de degradar ftalatos en condiciones de FML. Por ejemplo,
Puranik et al. (2023) reportaron que a las en 360 h de cultivo, Aspergillus flavus mineralizé el
99.34 % del ftalato de dibutilo cuando se emple6 concentracion de 0.1 g/L. De manera similar,
hongos de podredumbre blanca Peniophora lycii 'y Trametes hirsuta lograron degradar el 99 %
y 99.2 % de DEHF (1 g/L), respectivamente, después de 240 h de incubacién (Savinova et al.,
2022; Savinova et al., 2023). Asimismo, el hongo comestible Pleurotus ostreatus degradé el
99.3 % y el 98.4 % de DEHF (0.5 y 1 g/L, respectivamente) en un medio suplementado con
glucosa tras 504 h de cultivo (Ahuactzin-Pérez et al., 2018).

Las bacterias también muestran una notable capacidad degradativa, aunque con una variabilidad
considerable segun la especie y la concentracion del ftalato. Por ejemplo, Enterobacter sp. YC-

IL1 degrad6 el 48 % y el 31 % del DEHF (0.5 y 1 g/L, respectivamente) en 168 h de incubacion
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(Lamraoui et al. 2020), mientras que, Rhodococcus sp. LW-XY 12 alcanz6 una degradacion del
96.9 % de 0.5 g/ de DEHF en solo 32 h (Song et al., 2022). Otras bacterias con alta eficiencia
son Achromobacter sp. RX que elimind mas del 96 % de DEHF (0.3 g/L) en 96 h de incubacion
(Wang et al., 2021) y Ochrobactrum anthropi cepa L1-W que degrado el 98.7 % de DEHF (0.2
g/L) en 72 h (Nshimiyimana et al., 2020). Ademas, Mycolicibacterium phocaicum RL-HYO01
degrad6 completamente 0.05 g/L de DEHF en 48 h (Ren et al., 2021).

En conjunto, estos estudios muestran que distintos microorganismos pueden degradar
eficientemente una amplia gama de concentraciones de DEHF en lapsos de tiempo variables,
dependiendo de su metabolismo y de las condiciones de cultivo. En comparacion, F. culmorum
destaca por su capacidad para tolerar y eliminar concentraciones altas de DEHF. Como se
observo en este estudio, F. culmorum crecié en FMS con 3 g/L de DEHF, como unica fuente de
carbono y energia, sin presentar inhibicion el crecimiento y fue capaz de degradarlo en un

periodo relativamente corto.
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9. Conclusiones

e Fusarium culmorum demostré una capacidad sobresaliente para degradar DEHF,
empledndolo como unica fuente de carbono y energia en ambos sistemas de

fermentacion, lo que confirma su potencial metabdlico para la degradacion de ftalatos.
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Conclusiones

En FML se obtuvieron mayores niveles de biomasa y actividad volumétrica de esterasas,
ademas de la sintesis de 4cidos grasos asociados a la produccion de biosurfactantes que
podrian a aumentar la biodisponibilidad del DEHF.

En FMS se observo un perfil enzimdtico distinto al de la FML, evidenciando la expresion
de distintas isoenzimas involucradas en la degradacion del DEHF.

En ambos sistemas de fermentacion, la degradacion se inicid con la desesterificacion del
DEHF a MEHF y 2-ethylhexanol, seguido del rearreglo a dibutil ftalato, indicando pasos
iniciales comunes en ambas condiciones de cultivo.

Debido a que F. culmorum degrada el DEHF tanto en FML como en FMS, se perfila
como un agente biotecnologico con potencial para ser aplicado en estrategias de
biorremediacion en sitios contaminados tanto en medios acuosos como en medios no

acuosos.
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10. Perspectivas

Se proponen dos metas para trabajos futuros:
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Perspectivas

Identificacion y caracterizacidon enzimatica. Aislar , purificar y caracterizar las esterasas
implicadas en la degradacion del DEHF, con el fin de determinar su especificidad y
posibles aplicaciones industriales o ambientales.

Ensayos en condiciones ambientales reales. Evaluar la eficiencia de F. cu/morum en la
degradacion de ftalatos en el suelo, lixiviados o aguas residuales, para determinar su

aplicacion en sistemas de biorremediacion a escala piloto.
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Anexos

Anexo 1.

La Fig. 34, representa la degradaciéon de DEHF durante la fermentacion en medio so6lido. La
grafica indica que el DEHF se degrado lentamente al inicio de la fermentacion. Posteriormente,
entre las 72 h y las 228 h, se observo una degradacion de aproximadamente el 80 % del
compuesto. Finalmente, hacia las 312 h, la concentracion de DEHF, descendi6 a valores

cercanos a cero, indicando casi la completa degradacion del compuesto.
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Fig. 34. Cinética de degradacién de DEHF por F. culmorum en FMS.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE DISERTACION PUBLICA

No. 00303
Matricula: 2221800962

' W (e
Bicdegradacidén de di
(2-etilhexil) ftalato por
Fusarium culmorum crecido en
fermentacidén sélida y
liquida.

ALUMNA

se presentaron a las 10:00 horas
marzo del afio 2026 en la Unidad
los

En la Ciudad de México,
del dia 23 del mes de
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana,
suscritos miembros del jurado:

DR. OCTAVIO LOERA CORRAL

DRA. ERICKA SANTACRUZ JUAREZ

DRA. MARIA DOLORES CASTANEDA ANTONIO
DR. FRANCISCO JAVIER FIGUEROA MARTINEZ

del primero y con caracter de
Secretario el Gltimo, se reunieron a la presentacién de la
Disertacién Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

Bajo la Presidencia

DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA

DE: BRENDA HERNANDEZ SANCHEZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Aut
Metropolitana, los miembros del jurado resolvierocn:

APROBAR

Acto continuo, el presidente del jurado comunicéd a la
interesada el resultade de la evaluacién vy, "en caso
aprchbatorio, le fue tomada la protesta.
)
PRESIDENTE
DRA. EDITHARENAS RIOS DR. OETAVIO L'2ERA CORRAL
VOCAL VOCAL SECRETARIO
A o )
H’l oK
DRA. ERICKA'SANTACRUZ JUAREZ DRA. DOLORES CASTANEDA ANTONIO JAVIER FIGUEROA

DR. FRANCISC
MARTINEZ
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