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RESUMEN

Los ftalatos son diésteres aromaticos ampliamente utilizados como plastificantes,
estos compuestos ademas de ser contaminantes desempefian un papel como
disruptores enddcrinos. El ftalato mas empleado es el di (2-etilhexil) ftalato (DEHF),
seguido por dibutil ftalato (DBF), estos compuestos han sido detectados en suelo,
agua, alimentos, pescado y efluentes industriales. En esta investigacion se evaluaron
diferentes parametros para los hongos Fusarium culmorum y Pleurotus ostreatus
crecidos en concentraciones de 1000 y 500 mg/| de DEHF y DBF, como la velocidad
especifica de crecimiento (i) y la biomasa méaxima producida (Xmax), €l consumo de
glucosa, la constante de biodegradacién (k) para DBF y DEHF la eficiencia de
remocion (%), actividades enziméticas de lacasas y esterasas al igual que los
rendimientos de las enzimas con respecto al sustrato (Yex), la productividad
enzimatica (P= Emax/h), la actividad enzimatica maxima (Emax) y la tasa especifica de

formacion de la enzima gp= (M) (Yex).

Se identificaron diferentes intermediarios en la biodegradacién de DEHF y DBF por
GC-MS y a partir de eso se propusieron rutas de degradacién para estos compuestos
empleando un modelo de quimica cuantica. Fusarium culmorum mostré la mayor u
(0.05 h) en el medio con 1000 mg/l de DEHF. Tanto P. ostreatus como F. culmorum
consumieron alrededor de un 95 % de la glucosa en los medios que contenian DEHF
1000 mg/l durante las 360 y 144 h de crecimiento, respectivamente. La mayor Xmax Y
el mayor Yxs se presentaron tanto para P. ostreatus como para F. culmorum en el

medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF. Pleurotus ostreatus mostro la mayor Xmaxy el



mayor Yx;s obteniendo un valor de 7.69 g/l y 0.76 gX/gS, respectivamente. El pH de
los cultivos de P. ostreatus que contenian ftalatos disminuyeron mostrando valores
cercanos a un pH de 4. El pH de los cultivos de F. culmorum incrementaron sus valores
obteniendo un pH cercano del valor neutro. Pleurotus ostreatus mostro la mayor
produccion y Emax de enzimas lacasas en el medio que contenia 1000 mg/l de DEHF,
mostrando valores de 11508 U/l. La mayor actividad y Emax de enzimas esterasas fue
de 4765 U/, producida por el hongo F. culmorum en el medio conteniendo 1000 mg/I
de DEHF. Los mayores pardmetros cinéticos enzimaticos los presentd P. ostreatus
para las enzimas lacasas en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF. Fusarium
culmorum mostré los mayores parametros cinéticos de enzimas esterasas en los
medios que contenian 1000 mg/l de DEHF y DBF. Pleurotus ostreatus y F. culmorum
obtuvieron mas del 90 % de remocion de ambos ftalatos a partir de las 300y 72 h de
crecimiento, respectivamente. Con base en los estudios de quimica cuantica se pudo
observar que P. ostreatus siguié una ruta de degradacion metabolizando el DEHF a
acido ftalico, acido acético y hexanal. El DBF fue metabolizado a &cido ftalico y acido
acético. Este, posteriormente, lo mineralizé completamente a CO2. Fusarium culmorum
fue capaz de metabolizar el DEHF obteniendo como producto final butanediol y el DBF
lo metaboliz6 a acido fumarico y acido malico, metabolitos detectados por GC-MS y
analizados por el intercambio de electrones que nos permitié observar el estudio de
guimica cuantica. P. ostreatus y F. culmorum ofrecen un gran potencial en la
biorremediacion de lugares contaminado con DEHF y DBF, ya que utilizan estos

contaminantes como fuente de carbono y energia.



ABSTRACT

Phthalates are aromatic diesters widely used as plasticizers. These compounds are
also pollutants and endocrine disruptors. The most commonly used phthalate is di (2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP), followed by dibutyl phthalate (DBP). These compounds
have been detected in soil, water, food, fish and industrial effluents. Growth kinetics (u
and Xmax), glucose consumption, constant biodegradation (k) for dibutyl phthalate
(DBP) and di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), percentage of removal efficiency,
laccases and esterase activities and enzymatic performance were evaluated for
Fusarium culmorum and Pleurotus ostreatus grown on media containing glucose and
different concentrations of DEHP and DBP (0, 500 and 1000 mg/l). Different
intermediates in the biodegradation of DEHP and DBF by GC-MS were identified and
degradation pathways for these compounds were proposed using quantum chemical
modeling. The greatest p (0.05 h-1) occurred in media supplemented with 1000 mg/| of
DEHPI/I. P. ostreatus and F. culmorum consumed 95% of glucose in media containing
1000 mg/l de DEHP/I within 360 and 144 h of growth, respectively. The greatest Xmax
and the largest Yxs occurred in media supplemented with 1000 mg/l of DEHP/I for these
fungi. The pH of cultures of P. ostreatus containing phthalates decreased, presenting
values close to pH 4 while pH of F. culmorum increased pH close neutral value. The
greatest production and laccase activity were observed in media containing 1000 mg/I
of DEHP/I for P. ostreatus. The greatest production and esterase activity were observed
in media containing 1000 mg/l de DEHP/I for F. culmorum. The higher enzymatic yield

parameters occurred in media supplemented with 1000 mg/lI de DEHP/I for these fungi.

Vi



These fungi could degrade more than 90% of both phthalates and metabolized to
intermediates of different metabolic pathways (Krebs Cycle and butanediol
fermentation). The compounds of biodegradation of DEHP were identified by GC-MS.
A DEHP and DBP biodegradation pathway by F. culmorum and P. ostreatus were
proposed using quantum chemical modeling. P. ostreatus and F. culmorum offer great
potential in bioremediation of sites contaminated with DEHP and DBF as they use these

pollutants as carbon and energy source.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ftalatos

Los ftalatos son dialquil o alquil aril ésteres del acido ftalico (1,2-bencendicarboxilico)
conformados estructuralmente por un anillo bencénico unido a dos cadenas laterales
que pueden ser lineales, alifaticos ramificados, cicloalifaticos o aromaticos. Los ésteres
de ftalato son compuestos industriales usados principalmente como plastificantes y
aditivos para incrementar la flexibilidad y maleabilidad a los productos plasticos. Los
ftalatos representan una preocupaciéon importante debido al uso indiscriminado de los
plasticos, su ubicuidad en el medio ambiente y la alteracién de la actividad del sistema

endocrino (Zhu 2010).

Estos compuestos quimicos se utilizan en la manufactura de plasticos, textiles, papel,
repelentes contra insectos, plaguicidas, cosméticos y poliuretanos (Chang et al. 2004;
Kim et al. 2002; Mendoza 2008; Bustamante et al. 2001; Matsumoto et al. 2008). Los
ftalatos no se unen gquimicamente al polimero y pueden migrar eventualmente al
ambiente (Liang et al. 2008). Se ha estimado que la tasa promedio de consumo
indirecto de estos compuestos por el humano es de 8 mg/persona/dia. La produccion
de plastificantes en Estados Unidos de Norteamérica rebasa los 500 millones de
kilogramos por afio (Chang et al. 2007; Kim et al. 2002; Mendoza 2008; Bustamante

et al. 2001).



Estos contaminantes se han detectado en aire, suelo, sedimentos y agua como
resultado de la produccion, uso y disposicion de los plasticos (Liang et al. 2008). El
ftalato mas comun es el di (2-etilhexil) ftalato (DEHF), seguido por dibutil ftalato (DBF),
estos compuestos han sido detectados en suelo, agua, alimentos, pescado y efluentes
industriales (Fig. 1) (CERHR 2006). EI DEHF es menos susceptible a la degradacion
debido a la presencia de su cadena larga de éster comparandolo con los demas
ftalatos. EI DBF tiene gran importancia por su produccién y aplicacién. Asimismo, se
producen cerca de veintiséis mil toneladas al afio desde hace méas de 40 afios en la
Union Europea (CERHR 2006). Debido a la relativa polaridad y al bajo peso molecular
de algunos ftalatos (DBF), se metabolizan principalmente a sus monoésteres en el
organismo y posteriormente son excretados en la orina. Los ftalatos de alto peso
molecular como el DEHF, di-n-octil ftalato (DnOF) y di-isononil ftalato (DINF) son
hidrolizados a sus respectivos monoésteres, y después por una serie de reacciones

guimicas son biotransformados a sus metabolitos hidrofilicos.

En los ftalatos de bajo peso molecular primero se hidrolizan a su monoéster por la
hidrélisis de uno de los enlaces éster presentes en este tipo de compuestos (Hauser y
Calafat 2005). Se ha reportado que las altas concentraciones de DEHF y DBF en el
ambiente se encuentran mayoritariamente en las aguas residuales y superficiales
cercanas a las zonas de produccion y procesado, asi como en aire, suelo, sedimentos,
lixiviados de rellenos sanitarios y diferentes depdsitos naturales de agua (CERHR
2006; Zheng et al. 2007). Estos plastificantes se acumulan en invertebrados, peces y

plantas. La mayor fuente de exposicion a ftalatos se da por ingesta de alimentos,



probablemente por la alta migracion de los ftalatos contenidos en los contenedores de
plastico. Existen reportes de hepatotoxicidad, atrofia testicular, teratogénesis y
carcinogénesis relacionados con ftalatos (Huber et al. 1996; Hashizume et al. 2002).
El DEHF es rapidamente hidrolizado por la esterasas presentes en los intestinos,
higado, pulmones y otros tejidos al metabolito mono (2-etilhexil) ftalato (MEHF) y
posteriormente a acido ftalico anhidro. EI MEHF es el principal metabolito producido
en la degradacion de DEHF y se cree es el componente activo responsable de los

efectos toxicos del DEHF (Fig. 1) (Reinsberg et al. 2009).

H 0O
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Fig. 1. Principales esteres de ftalato utilizados a nivel mundial (Hauser y Calafat 2005).



1.2. Di (2-etilhexil) ftalato

El DEHF es un compuesto organico cuya formula es CeHs (CsH17COO)2. Este
compuesto es el mas comun de los ftalatos, ya que representd una presencia en el
mercado del 54% en el 2010 y una produccién anual de 3, 000,000 kg/afio. Es un
liquido viscoso, incoloro soluble en aceite, pero no en agua. Su punto de fusion es de
-55 °C y su punto de ebullicion es de 230 °C. La presion de vapor es de 0.000034 Pa
a 20 °C y su solubilidad en agua es de 3 g/l. Su coeficiente de particidbn n-octanol/agua
(valor logaritmico) es de 7.5 (TCS 2008). EI DEHF es ampliamente utilizado como
plastificante de productos vinilicos. Los plasticos contienen del 1 al 40 % de DEHF por
peso y son usados en productos de consumo como imitacion de piel, ropa
impermeable, calzado, tapiceria, suelos, alambre y cable, asi como en manteles,
cortinas de bafio, materiales de envasado de alimentos y juguetes de nifios. El cloruro
de polivinilo contiene DEHF el cual es usado para la realizacion de tubos y envases
utilizados para mantener muestras de sangre o realizar transfusiones. Ademas, es
usado como fluido hidraulico y fluido dieléctrico en los condensadores electronicos. El
DEHF se encuentra también en el alcohol, detergentes liquidos, tintas decorativas,
aceites lubricantes e industriales y agentes antiespumantes usados durante la

manufactura de papel y carton (TCS 2008).



1.3. Dibutil ftalato

El DBF se produce por la reacciéon del n-butanol con el acido ftalico anhidro (Singh y
Shoei-Lung 2011). Su férmula molecular es ClisH2204y su peso molecular es de
278.34 g/mol. Es un liquido aceitoso, cuyo punto de fusion es -35 °C, y el punto de
ebullicién 340 °C. La presion de vapor de este compuesto es de 0.047 Pa a 25°C. Su
solubilidad en agua es de 11.2 g/l y su coeficiente de particion n-octanol/agua (valor
logaritmico) es de 4.72 (ECHA 2010). El DBF es un plastificante usado a menudo en
combinacion con otros ftalatos de alto peso molecular. Es usado extensamente en la
industria de adhesivos para las emulsiones de polivinilo de acetato (PVA). La baja
viscosidad y compatibilidad de DBF lo convierte en el compuesto adecuado para usarlo
como adhesivo en la unidon de materiales celulésicos. EI DBF es un solvente excelente
para la mayoria de los colorantes solubles en aceite, insecticidas, peroxidos y otros
compuestos organicos. Como agente antiespumante y fibra lubricante en la
manufactura de textiles. También es usado en la industria del revestimiento como
plastificante primario de lacas de nitrocelulosa. Este ftalato les confiere flexibilidad a
bajas temperaturas y es especialmente deseable porque tiene una amplia
compatibilidad con la modificacion de las resinas. En algunos paises, es usado como
ingrediente del esmalte de ufias porque lo hace resistente ante la pérdida de su

revestimiento (ECHA 2010; Kamrin 2009).



1.4. Toxicidad de ftalatos

Los ftalatos presentan efectos toxicos para algunos animales como ratas y ratones. Se
ha reportado que la actividad de disruptor endocrino de los compuestos DEHF, DBF,
DEF, DMF, Butil Bencil ftalato (BBF) esta relacionada directamente con la sintesis de
hormonas sexuales. En experimentos in vivo e in vitro, se observé que las células de
Sertoli representan el sitio principal de la toxicidad testicular inducida por ftalatos. Se
conoce ademas que estos ftalatos estan relacionados con toxicidad en animales a nivel
reproductivo y de desarrollo. En estudios a corto y largo plazo utilizando roedores, los
efectos adversos relacionados con la dosis se encontraron en higado, rifién, glandula
tiroidea, tejidos y testiculos. Los efectos toxicos observados en roedores prefiados y
fetos incluyen disminucion en el nimero de implantaciones, aumento en la resorcion
fetal, disminucion del peso corporal y aumento en las malformaciones. Las mutaciones
inducidas por DEHF en los gametos de varones pueden ser transmitidos a la siguiente
generacion por medio de los espermatozoides. Los ftalatos actian sobre la

disminucién de los niveles de andrégenos.

Se ha reportado un incremento en el dafo reproductivo de varones infantes después
de la exposicion prenatal a ftalatos sugiriendo que esto podria conducir a dafios en la
salud tanto de humanos como de animales (ratas) (Dobrzyhska et al. 2012; Swan et
al. 2005). Se ha reportado el efecto potencial de DEHF, DBF, DEF, DMF y BBF en
ratas. El DEHF presenta una concentracion minima de riesgo (0.5 mg/kg/d), asimismo,
el DBF presenta un consumo tolerable menor (0.063 mg/kg/d) que los demas ftalatos

para este mismo animal. La reaccion de glucoronizacion facilita la excrecion de los



ftalatos a través de la orina y reduciendo su potencial biolégico (Lehmann et al. 2004;
Latini 2005). Se ha identificado a uno de sus metabolitos mas importantes, el mono
etil-hexil ftalato (MEHF), como responsable de la toxicidad del DEHF. Las enzimas que
rompen este aditivo quimico en su metabolto MEHF se han encontrado
fundamentalmente en el intestino, aunque también estan presentes en el higado,
rifiones, pulmones, pancreas y en el plasma de algunos organismos. El hecho de que
la metabolizacion del DEHF ocurra en el tracto intestinal implica que la exposicién via
ingestion podria ser mas peligrosa que la intravenosa (Liu y Lin 2002; Okubo y cols.

2003).

El DBF y DEHF se consideran como promotores en la aparicion de tumores, y la
exposicidon a estos puede producir carcinoma hepatocelular, asi como proliferacion de
los peroxisomas y mitocondrias, proliferacion de los hepatocitos, supresion de la
apoptosis, incremento del peso del higado, niveles elevados de las enzimas hepéticas,
cambios histolégicos, entre otros (Heudorf et al. 2007; Dobrzyhska et al. 2012). Los
humanos estan expuestos a los ftalatos a través de la ingestidn, inhalacion y
exposicion (Adibi et al. 2003; Latini et al. 2003). La exposicion dérmica y por inhalacion
son las mas comunes cuando nos referimos a DBF, el cual es usado en productos de
uso diario, a diferencia de otros ftalatos que son usados principalmente como
plastificantes (DEHF) (Silva et al. 2003; Huber 1996). La mayor fuente de exposicion a
este tipo de ftalatos es por empaques de diferentes productos alimenticios (CERHR
2006; Fromme 2007; Borchers 2009). Otra fuente de exposicion a ftalatos es a traves

de los dispositivos médicos que contienen DEHF (bolsas de almacenamiento, bolsas



de almacenamiento de sangre, juego de tubos, unidades de cuidados intensivos
neonatales), especialmente en pacientes que se encuentran en terapia intensiva, que
recibieron transfusion de plaquetas, hemodidlisis, cirugia cardiovascular, oxigenacion
por membrana extracorporea, entre otros (Heudorf et al. 2007; Schettler et al. 2006;
DiGanji 1999; Subotic et al. 2007). Sin embargo, estos compuestos pueden ser
eliminados del ambiente gracias al sistema metabdlico de algunos microorganismos
como bacterias y hongos, capaces de utilizarlos como fuente de carbono y energia.
Los hongos basidiomicetos presenta un sistema enzimatico Unico y no especifico
extracelular siendo las enzimas lacasas las principales enzimas encargadas de la
degradacion de la lignina y otros compuestos organicos estructuralmente relacionados

con los esteres de ftalato (Zeng y cols. 2004; Hwang y cols. 2008).

1.5. Hongos Basidiomicetos

Los hongos del género basidiomiceto representan un grupo amplio y diverso que se
caracteriza por producir esporas sexuales (basidiosporas) en cuerpos fructiferos
llamados basidiocarpos; este grupo esta conformado por unas 20,000 especies, entre
las cuales se encuentran los hongos comestibles conocidos como setas (Menéndez y
Oliveros 2004). Los hongos de pudricion blanca son hongos sapréfitos que adquieren
sus nutrientes por mecanismo de absorcion y no realizan fagocitosis debido a la rigidez
de su pared celular. Sus hifas invaden los materiales de los cuéales se alimentaran,
producen enzimas despolimerizadoras que degradan compuestos como la celulosa, la
lignina y el almidon, hasta moléculas sencillas que pueden absorber. Esta actividad

dentro de los procesos de degradacion de la materia muerta o biodegradacion de otros



compuestos es debida a las diferentes enzimas que producen, ya sea
extracelularmente o en asociacion con la capa que envuelve el exterior de la hifa

(Deacon 1990; Sanchez 2009).

Los basidiomicetos poseen dos tipos de sistema enzimatico: el sistema hidrolitico que
producen hidrolasas, como las pectinasas (Xavier-Santos et al. 2004), proteasas,
xilanasas, esterasas y celulasas (Hwang et al. 2008; Goyal y Soni 2011; Hwang et al.
2012), las cuales son responsables de la degradacion de polisacaridos. También
poseen un sistema ligninolitico exclusivamente oxidativo, constituido principalmente
por lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lacasas y oxidasas formadoras de
perdxido de hidrogeno. Este sistema degrada la lignina y abre sus anillos fendlicos
(Sanchez 2009). Estas enzimas ligninoliticas son producidas por estos hongos durante
su metabolismo primario y secundario, ya que la oxidacion de la lignina no proporciona
ningun tipo de energia neta para el hongo, la sintesis y secrecién de estas enzimas
son a menudo inducidas por niveles limitados de nutrientes. La produccién de estas
enzimas varia de acuerdo con la cepa fungica y las condiciones de cultivo (Tari et al.

2007).

1.5.1. Ciclo de vida de hongos basidiomicetos

En el caso de los basidiomicetos, bajo condiciones fisiolégicas y ambientales
especificas, el micelio dicaridético comienza a formar estructuras reproductoras

denominadas cuerpos fructiferos (también llamados carpoforos, esporoforos o



basidiocarpos) (Futoshi et al. 2004). En el ciclo de vida de estos organismos, se

presentan tres fenomenos importantes (Moore-Landecker 1996; Herrera y Ulloa 1998):

*Plasmogamia o anastomosis: Fusion de dos células del micelio que se aparean, a

través de la cual los nucleos de dos cepas coexisten en un citoplasma coman.

*Cariogamia: Fusién de los ndcleos.

*Meiosis: Division nuclear en la cual el nUmero de cromosomas es reducido del estado

diploide al estado haploide. diploides.

En la Figura 2, se puede apreciar el ciclo de vida de las especies pertenecientes al
género Pleurotus mediante el cual, la germinacién de una basidiospora produce el
desarrollo de hifas filamentosas monocariéticas y haploides quienes al ramificarse
conforman al micelio, mismo que continda creciendo de forma monocariotica hasta que
pueda realizarse la plasmogamia con otro micelio contiguo que sea sexualmente
compatible. Después de que ambas células se fusionan, el septo o doliporo (que
permanecia cerrado para evitar el intercambio intracelular) se abre para que pueda
ocurrir la migracion nuclear y posteriormente la formacién del micelio secundario
dicariotico mediante la division conjugada simultanea de los dos nucleos iniciales y la
distribucion de los pares de nucleos hermanos compatibles o dicariones en las células
hijas. Una vez formado el cuerpo fructifero, a partir del micelio indiferenciado generado
por el crecimiento vegetativo, se llevan a cabo los procesos de cariogamia y meiosis.
Como producto de este ultimo, se obtienen nucleos haploides, que emigran a una

tétrada de esporas formadas en la parte externa del basidio y una vez alli, son
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liberados durante el proceso de esporulacion del basidiocarpo maduro. Si encuentran
condiciones ambientales apropiadas, estas basidiosporas germinan produciendo

micelio monocariotico y comienzan nuevamente el ciclo (Larraya et al. 1999; Ramirez

et al. 2000; Valencia del Toro 2002).

[ Dikaryotic (n + n)
S | Diploid (2n)

Fig. 2. Ciclo de vida de hongos basidiomicetos (Tari et al. 2007).

1.5.2. Pleurotus ostreatus

La palabra Pleurotus deriva del griego “pleuro” que significa formado lateralmente o en
posicion lateral, refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo. Por su parte,
ostreatus en latin significa en forma de ostra, y se refiere a la apariencia y al color del

cuerpo fructifero (Stamets y Chilton 1983). Pleurotus es un hongo sapréfito, que
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degrada la madera y crece abundantemente sobre &rboles de los géneros Alnus,

Ochroma y Acer (Mata y Salmones 2003).

1.6. Hongos Ascomicetos

Los hongos del género ascomiceto como Fusarium producen dos o mas tipos de
esporas, las cuales pueden ser meidticas. Estas son consideradas esporas sexuales
llamadas ascosporas. Estos hongos pueden producir uno 0 mas tipos de esporas
asexuales, generalmente llamadas conidios o clamidiosporas, en las etapas
denominadas anamorfas, que se han clasificado en un phylum independiente
(Deuteromycota) (Chaverri et al. 2003). Los ascomicetos o Ascomycota constituyen un
grupo monofilético dentro de la division eumicetes del reino Fungi con mas de 64,000
especies. Representa el mayor filo de hongos y uno de los més diversos y ubicuos de
los eucariontes (Conrad et al. 2009). Habitan diversos medios como saprobios,
parasitos y simbiontes. Esta clase de hongos poseen enorme importancia cientifica,
econOmica y practica. El caracter esencial de estos hongos se debe a la formacién de
esporangios caracteristicos de su estado reproductivo sexual, llamados ascas o0 ascos,
en cuyo interior se generan esporas denominadas ascosporas (Fig. 3). Su talo puede
ser unicelular, aunque generalmente esta constituido por un micelio bien desarrollado,
con hifas ramificadas y septadas, cuyas células poseen de uno a varios nacleos. Los
ascomicetos llevan a cabo una reproduccion sexual y asexual. El estado de
reproduccion asexual o conidial se denomina anamorfo y al sexual o ascégeno se le

denomina teleomorfo (Fig. 3) (Herrera y Ulloa 1998).
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En general, los hongos de la familia de los ascomicetos causan pudricion blanda. Los
hongos causantes de la pudricion blanda utilizan un ataque similar al utilizado por los
causantes de la pudricion marron. Este tipo de hongos atacan la celulosa de las
paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas en la pared secundaria
celular (Schwarze et al. 2000). Muchos ascomicetos (particularmente el género
Aspergillus y Trichoderma) presentan un sistema enzimatico xilanolitico. Estas
enzimas (en su mayoria extracelulares) se enlistan a continuacién (Chavez et al.

2006):

e Endoxilanasas: hidrolizan al azar la cadena principal de xilano produciendo una
mezcla de xilo-oligosacéridos.

e [-xilosidasas: liberan xilosa de oligosacaridos cortos.

e ao-L-arabinofuranosidasas: remueve cadenas laterales de L-arabinofuranosa.

e a-D-glucoronidasas: hidrolizan los residuos de glucoronato de metilo.

e Acetilxilanesterasas: hidrolizan grupos acetatos de la cadena principal.

e Ferulil y cumaril esterasas: hidrolizan los &cidos aromaticos respectivos unidos
a residuos arabinofuranésidos.

e Cutinasas: hidrolizan la cutina de la plantas y enlaces éster.

1.6.1. Ciclo de vida de hongos ascomicetos

Los hongos ascomicetos representan el 75% de las especies fungicas descritas hasta

el momento. Sin embargo, las fases sexuales o teleomorfas han sido poco estudiadas
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debido a que solo se han podido recuperar en cultivo puro el diez por ciento de las
especies. La principal dificultad en el estudio de estos organismos es que se hecesita
interrumpir el estado de latencia de las ascosporas. Con este fin, se aplican diferentes
meétodos de aislamiento y de activacién de ascosporas (Ingraham et al. 1995). El ciclo
de vida de los ascomicetos, comprende la formacion de hifas dicariéticas que tiene
lugar como consecuencia de diversos procesos de reproduccion sexual que llevan al
apareamiento de nudcleos (Fig. 3.). Tales procesos de reproduccion pueden ser:
contacto gametangial, espermatizaciéon y somatogamia. Una vez que el ascogonio esta
fecundado se empiezan a originar diverticulos que reciben copias de los nucleos
paternos y maternos y los organizan en hifas dicariéticas, con un nucleo de cada tipo
por célula. Estas células suelen crecer y ramificarse dentro de los tejidos del futuro
ascoma, integrados por hifas monocariéticas localizadas en las células situadas en el
extremo de las numerosas ramificaciones de las hifas ascégenas donde tendra lugar
la cariogamia. Debido a la ramificacién de las hifas dicariéticas, una sola fecundacion
inicial producird un extenso namero de zigotos, cada uno de los cuales actia como

una célula madre de un asca (Fig. 3.).
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Fig. 3. Ciclo de vida de hongos Ascomicetos.

1.6.2. Fusarium culmorum

Es un hongo filamentoso que presenta conidi6foros simples, cortos, tabicados que
terminan con varios macroconidios, alargados y estrechos, curvados y con extremos,
con cinco a ocho septos transversales y pared fina y lisa, los microconidios en esta
especie se encuentran ausentes (Smith 2002). Presenta colonias de crecimiento
rapido, vellosas, algodonosas, inicialmente blancas, y, en algunos medios de cultivo,

con una pigmentacion rosa en el centro que difunde a todo el cultivo (Fig. 4.) (Smith
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2002). Las colonias pigmentadas tienen el centro rosa naranja intenso, con zona

marginal rosa palido y bordes blancos.

Fig. 4. Colonia de F. culmorum crecida en agar dextrosa-papa.

1.7. Enzimas lacasas

Las enzimas lacasas (p-difenol: dioxigeno oxidoreductasas; E.C. 1.10.3.2) son
glucoproteinas y pertenecen al grupo mas numeroso de las multicobre azul oxidasas
(MCO), su peso molecular oscila entre los 25y 80 kDa y su pH Optimo de actividad es
de 4.5 (Diaz et al. 2013). Utilizan oxigeno como aceptor de electrones, para remover
radicales de hidrogeno de grupos hidroxifenélicos (Gianfreda et al. 1999). Catalizan la
eliminacion de un atomo de hidrégeno en los grupos hidroxilo de las posiciones orto y
para, sustituyendo sustratos monofendlicos, polifendlicos y aminas aromaticas por

eliminacion de un electron para formar radicales libres capaces de despolimerizarse,
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repolimerizarse, metilarse o formar quinonas (Abadulla et al. 2000). El producto inicial
es inestable y puede sufrir una segunda oxidacion catalizada enzimaticamente
(conversion de fenol a quinonas) o una reaccion no enzimatica (como la hidratacion o
desprotonizacion) y/o puede participar en una reaccion de polimerizacion, originando
un producto amorfo insoluble como la melanina. Esas enzimas también son
consideradas metaloglicoproteinas que contienen como cofactor iones de cobre que
requieren para su actividad catalitica un minimo de cuatro atomos de cobre por cada

proteina activa (Claus 2004).

1.8. Enzimas esterasas

Las esterasas son enzimas que pertenecen a la clase de hidrolasas, catalizando la
ruptura y formacion de enlaces éster. Pueden catalizar tres tipos de reaccion:
esterificacidn, interesterificacion y transesterificacion (Bhardwaj et al. 2012). Estas

enzimas se dividen en:

a) Carboxilesterasas, las cuales actuan sobre ésteres carboxilicos de cadenas acilo

cortas (menor a 10 carbonos) liberando los acidos correspondientes.

b) Lipasas, catalizan la hidrolisis de ésteres de glicerol con una cadena acilo igual o
superior a 10 atomos de carbono (insolubles en agua) a acidos grasos, diglicéridos,

monoglicéridos y glicerol.
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c) Esterol esterasas, hidrolizan ésteres de esteroles liberando esteroles y acidos

grasos (NC-IUBMB 1992; Jaeger et al. 1999).

1.9. Biodegradacion de ftalatos por hongos

Los hongos poseen méritos en la biodegradacién de compuestos toéxicos, por la
habilidad de mineralizacion, oxidacion de sustratos insolubles y secrecion de enzimas
extracelulares (Lee et al. 2007). Existen investigaciones acerca de la degradacion de
DBF de manera biolégica (Hashizume et al. 2002). Se ha observado la efectividad del
sistema ligninocelulésico de los hongos de pudricidén blanca para degradar DBF a COx.
Este tipo de hongos muestran capacidades oxidativas para degradar varios

contaminantes como compuestos clorados y fendlicos (ftalatos).

Otra forma de observar la biodegradacion de ftalatos es utilizando hongos
filamentosos. Se ha estudiado el crecimiento de hongos filamentosos en medio de
cultivo extracto de malta-glucosa (YMG) adicionado con 100 mg/l de diferentes ftalatos
(DEF, DMF y BBF). En este medio de cultivo, el DMF fue removido completamente por
el hongo P. ostreatus en ocho dias. Los hongos Irpex lacteus y Trametes versicolor
MrP13 también removieron el 100% de DMP en 10 dias. En la biodegradacion de DEF,
la mayoria de los hongos presentan una tasa baja de degradacion comparandola con
la de DMF. Sin embargo, P. ostreatus remueve completamente el DEF dentro de los
ocho dias como el DMF. El BBF fue degradado mas rapidamente que DMF y DEF. P.

ostreatus mostré la mayor tasa de degradacion para los tres ftalatos antes
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mencionados entre los diferentes hongos estudiados (Zeng et al. 2004; Hwang et al.
2008). También se ha observado que el hongo P. ostreatus es capaz de degradar
completamente los 100 mg/l de BBF en el medio enriquecido YMG/L dentro de las
primeras 24 horas de incubacién en comparacién con un medio minimo en el cual solo

llega a degradar el 35 % de este ftalato.

De manera similar, se han observado bajos niveles de degradacion de BBF (30%) por
otro hongo de pudricion blanca, Phlebia tremellosa, en un medio minimo sin adicién
extra de fuente de carbono. Ademas, el pH del medio de cultivo tiene un efecto
significante en el crecimiento fungico y en la actividad de las enzimas degradadoras
de BBF. El pH del medio después de la adicion de este ftalato se puede deber a la
formacion subsecuente de los metabolitos intermediarios de la degradacion de BBF.
En la biodegradacion de este ftalato, el acido ftalico se produce como el principal
metabolito por lo que el pH del medio cambia. También se ha observado que la
biomasa producida en el medio YMG/L conteniendo BBF es mayor que en aquel que
no contiene ftalato, sugiriendo que P. ostreatus utiliza el ftalato como fuente de carbono
(Xu et al. 2005; Yeo et al. 2007; Chang et al. 2007; Chatterjee y Dutta 2008; Hwang et
al. 2012). ElI hongo P. ostreatus puede utilizarse en biorremediacién de sitios

contaminados por ftalatos (Kim y Song 2000; Linder et al. 2005; Hwang et al. 2012).

Existen enzimas que estan implicadas en la biodegradacién de ftalatos. Comparando
con la enzima esterasa purificada de Candida cylindracea, la enzima cutinasa de
Fusarium oxysporum mostré una actividad mayor en la hidrélisis de DEHF. La tasa de

degradacion de este ftalato fue notablemente mayor con la cutinasa fungica. También
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se ha reportado que esta enzima es capaz de hidrolizar también BBF (Kim et al. 2002),
DBF (Kim y Lee 2006), DFF (Kim et al. 2005), DFF (dipentil ftalato) (Ahn et al. 2006) y
DHF (dihexil ftalato) (Kim et al. 2007) de una manera eficiente (Kim et al. 2002) y la
enzima cutinasa parece ser una enzima que actua hidrolizando esteres del acido
ftalico. Asimismo, se ha reportado que la enzima esterasa del género de los
ascomicetos es capaz de hidrolizar enlaces éster (presentes en los ftalatos) y, ademas,
los productos de degradacion obtenidos a partir de esta no son téxicos (Kim et al. 2002,

Ahuactzin-Pérez et al. 2014).

1.10. Cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas (GC-MS)

Esta técnica es usada para la separacion de los componentes volatiles y semivolatiles
de una muestra. La cromatografia de gases posee detectores universales (por
ejemplo, el de ionizacion en llama) en comparacién con la cromatografia liquida
(HPLC). Ademas, los métodos son mas simples, rapidos y mas sensibles, asi como
la instrumentacién requerida para la cromatografia es mas sencilla y econdémica que
la empleada en HPLC. Sin embargo, en cromatografia de gases, la influencia de la
temperatura sobre la distribucion del equilibrio es considerable, a diferencia de la
cromatografia liquida. Por ello, la cromatografia de gases no puede detectar los
compuestos si son compuestos poco volatiles, generalmente los de peso molecular
superior a 300 u.m.a, compuestos sensibles a una elevacion de la temperatura incluso
moderada (determinados compuestos de interés biologico), compuestos que se

encuentran en forma ionica.
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Por esta razon, la cromatografia de gases se emplea cuando los compuestos de la
mezcla son volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta
400 °C. En cambio, cuando los compuestos a analizar son poco volatiles y/o
termolabiles, la técnica separativa adecuada suele ser la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). A menudo la cromatografia de gases se emplea para confirmar la
presencia o ausencia de un compuesto en una muestra determinada. Esto se lleva a
cabo por comparacion del cromatograma de la sustancia pura con el de la muestra,
siempre que las condiciones para la obtencién de ambos sean idénticas. La mejor
técnica de analisis cualitativo es aquella que combina la capacidad de separacion de
la cromatografia con la capacidad de la identificacion de técnicas como la

espectroscopia de masas (técnicas acopladas) (Gutiérrez y Droguet 2002).

En cromatografia de gases, la muestra se inyecta en la fase mdévil, la cual es un gas
inerte (generalmente He). En esta fase, los distintos componentes de la muestra pasan
a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una columna. Actualmente,
las més empleadas son las columnas capilares. La columna se encuentra dentro de
un horno con programacion de temperatura. La velocidad de migracion de cada
componente (y en consecuencia su tiempo de retencion en la columna) sera funcion
de su distribucion entre la fase movil y la fase estacionaria. Cada soluto presente en la
muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase estacionaria, lo que permite su
separacion: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se moveran
lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente retenidos lo haran

rapidamente. Un factor clave en este equilibrio es la presion de vapor de los
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compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor tiempo de retencion en la
columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad, los diversos
componentes de la muestra se separan en bandas que pueden analizarse tanto
cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de los detectores
seleccionados (Fig. 5.). La técnica de GC-MS permite la separacion e identificacion de

mezclas complejas (Gutiérrez y Droguet 2002).
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Fig. 5. Esquema del funcionamiento de la técnica de cromatografia de gases acoplada

a un espectrometro de masas (GC/MS) (Universidad de Maine 2014).
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1.11. Fermentacion liquida

La Fermentacién liquida (FL) es un proceso en el que los microorganismos son
inoculados en una suspension acuosa de nutrientes (liquidos, solubles en agua o
presentes en suspension) produciendo biomasa y metabolitos a partir de la utilizacidén
de sustancias organicas en ausencia o presencia de oxigeno (Fazenda et al. 2008).
Este es el sistema mas utilizado en la industria para la obtencion y facil purificacion de
sustancias bioactivas como las enzimas (Subramaniyam y Vimala 2012) debido a que
es sencillo, pueden controlarse mas variables, hay una mayor homogeneidad de
cultivo, se pueden recuperar facilmente los productos finales y se ha utilizado
ampliamente en procesos de biorremediacion (Akar y Divriklioglu 2010; Ertugay y
Bayhan 2010). En este sistema, los hongos pueden formar pequefias esferas de
micelio (pellets) cuando hay agitacién (Crueger y Crueger 1993), tal es el caso de
algunos hongos de pudricién blanca que al crecer en FL exhiben diferente morfologia
en su crecimiento, desde agregados de micelio flotantes hasta densos pellets
sedimentados (Grimm et al. 2005). A medida que los microorganismos descomponen

los nutrientes liberan determinadas enzimas al medio acuoso.

2. ANTECEDENTES
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Tanaka et al. (2000), observo la degradacion de DBF empleando la enzima lipasa de
Candida cylindracea en un pH de 7. El producto de degradacién (IBF) fue detectado
por HPLC en 24 horas. La concentracion de éste disminuyo en tres dias y se degradd
en acido ftalico. En otro estudio, la biodegradacion y actividad estrogénica del DBF fue
caracterizada en sobrenadantes desples de los cultivos de Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor y Daldinia concentrica. La eficiencia en la
biodegradacion se probé en 100 uM de DBF y los productos de degradacion fueron
analizados por HPLC y GC/MS. La reduccion del efecto estrogénico se realizdé en
estudios de proliferacién de células MCF-7. De acuerdo con los resultados, se encontrd
que D. concentrica es capaz de crecer en altas concentraciones de DBF. Asimismo,
se reportd que los productos de degradacién de DBF por este hongo no incluian los
productos que se reportan con mas frecuencia como MBF y acido ftalico (Lee et al.

2004).

Kim et al. (2007) utilizaron la bacteria E. coli para estudios de degradacién y toxicidad
de los productos de DEHF. En esta investigacion, utilizaron 500 mg/l de DEHF.
Observaron que el ftalato fue degradado alrededor del 90% por la accion de la enzima
cutinasa (aislada de un Fusarium oxysporum). Encontraron que los productos de
degradacion utilizando cutinasa no resultaron toxicos para la bacteria E. coli ya que no

se encontrd dafio proteico ni estrés oxidativo.

En otra investigacion, en la degradacion de DBF por P. brumalis, se observo
crecimiento micelial a los 12 dias a tres diferentes concentraciones (250, 750 y 1250

KUM). El principal producto de degradacion resulto ser el acido ftalico anhidro. La tasa
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de degradacion de DBF se determin6 por HPLC y los productos de degradacion del
DBF se determinaron por GC-MS. Utilizando esta Ultima técnica, después de tres dias
de incubacion, se reporté que los productos de degradacion de DBF fueron dietilftalato
(DEF), monobutil ftalato (MBF) y éacido ftalico anhidro como intermediarios de la

degradacion (Lee et al. 2007).

Hwang et al. (2008) evaluaron la biodegradacion de DEF, DMF y BBF en dos medios
diferentes por 10 hongos de pudricion blanca (P. ostreatus, Irpex lacteus, P. brumalis,
Schizophyllum commune, Fomitella fraxinea, Merulius tremellosus, Trametes
versicolor y T. versicolor MrP1, MrP13 y MnP2-6) aislados en Corea. En este estudio,
a una concentracién de 100 mg/l de cada ftalato la degradacion ocurre dentro de los
primeros 12 dias de incubacién. Cuando los ftalatos son agregados después de 5 dias
de pre incubacion de los hongos, la mayoria de éstos, excepto I. lacteus mostraron un
incremento en la remocidn de los ftalatos en comparacion con aquellos que no tuvieron
un tiempo de cultivo previo a la adicién de los ftalatos. En ambos cultivos P. ostreatus
mostré las mayores tasas degradacion para los tres ftalatos, lo que puede atribuirse a
las enzimas que se encuentran asociadas al micelio. También se observé que la

actividad estrogénica del DMF decreci6 durante su biodegradacion por este hongo.

En un estudio similar, Chai et al. (2008) evaluaron la degradacion de DOF (dioctil
ftalato) por 14 cepas de hongos en fermentacion liquida, en donde encontraron que
nueve degradaban mas del 50% a una concentracion inicial de 40 mg/l; y de éstas, F.
oxysporum fue el hongo que degrado eficientemente el 98% del ftalato a los siete dias

de fermentacién. Por otra parte, las cepas de hongos aislados de suelo y desarrollados
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sobre DEHF mostraron produccién de biomasa después de 20 dias de fermentacion
en los cultivos que contenian 0.05 ml de DEHF como Unica fuente de carbono y energia

por 50 ml de medio de cultivo (Sanchez 2009).

En un estudio realizado por Zhu-Hua et al. (2012), dos cepas de hongos (Fusarium sp.
DMT-5-3 y Trichosporon sp. DMI-5-1) que presentaron la capacidad para degradar
ésteres de DMF fueron aisladas a partir de sedimentos de manglares en la Reserva
Natural de Futian Shenzhen, China. En este trabajo, se observé que ambos hongos
no podian mineralizar completamente los ésteres de ftalato (EFs) pero si
transformarlos a sus respectivos monometil ftalato o acido ftalico. Las rutas
bioguimicas de degradacién para los diferentes isomeros de los EFs fue diferente en
los dos hongos utilizados, ambos pudieron transformar DMF a monometil tereftalato
(MMF) y posteriormente a acido tereftalico (AT) por hidrélisis gradual de dos enlaces
éster. Sin embargo, no pudieron llevar a cabo una etapa de hidrélisis para la ruptura
de un éster y transformar el DMF en monometil isoftalato (MMI). Estos resultados
sugieren que las esterasas flngicas responsables del hidrélisis de dos enlaces éster

son altamente especificas para su sustrato.

Hwang et al. (2012) evaluaron la degradacién de BBF y la actividad de las enzimas
que participan en ésta por el hongo P. ostreatus en dos diferentes medios (YMGI/L y
medio mineral); encontrando que la degradacion de BBF a 100mg/l fue completa en
medio YMG/L en comparaciéon con el medio mineral, en el cual sélo se degradaron
35mg/l de ftalato. La actividad enzimatica presentd una relaciéon diferente para cada

enzima con el medio de cultivo y la concentracion de los ftalatos, ya que la actividad
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esterasa fue mucho mayor en medio YMG/L que en medio mineral, ademas de que
incrementd con la adicién de BBF; situacion contraria a las lacasas, que presentaron
mayor actividad en medio mineral pero no se incremento dicha actividad con la adicion

de BBF.

Ahuactzin-Pérez et al. (2014) estudiaron la biodegradacion de DBF a 500 y 1000 mg/I
/I utilizando los hongos Neurospora sitophyla, Trichoderma harzianum y Aspergillus
niger en fermentacion liquida. A partir de los sobrenadantes obtenidos de las
fermentaciones, evaluaron la toxicidad de los metabolitos obtenidos del proceso de
degradacion mediante el monitoreo del crecimiento de la bacteria E. coli. Encontraron
gue los productos de degradaciéon obtenidos con N. sitophyla inhibieron el crecimiento
de E. coli a mayor concentracion de DBF, en contraste con T. harzianum y A. niger, en

donde se observé mayor crecimiento de E. coli en la menor concentracion de DBF.

Cérdoba-Sosa et al. (2014a) evaluaron el crecimiento de P. ostreatus ATCC3526 en
tres diferentes concentraciones de DEHF (750, 1200 y 1500 mg/l) en FL encontrando
que esta cepa es capaz de crecer en concentraciones de hasta 1500 mg/l /I
(concentracion mas alta reportada en estudios de biodegradacion de DEHF). Ademas
las diferentes concentraciones del DEHF tienen efecto tanto sobre la velocidad
especifica de crecimiento (1) como en la biomasa maxima (Xmax), ya que a mayor
concentracion de DEHF se incrementé la produccion de biomasa. La mayor actividad
enzimatica la presentaron las enzimas esterasas en comparacioén con las lacasas,
ademas el rendimiento enzimatico evaluado para ambas enzimas presentd una

correlacién positiva con la actividad maxima obtenida. Dado que la actividad de
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esterasas fue mucho mayor que la actividad de la lacasas al comienzo de la fase
estacionaria en el medio que contenia DEHF a 1500 mg/l /I , lo que sugiereque en este
basidiomiceto, este grupo de enzimas podria ser el responsable de degradacion inicial

de DEHF. Esta cepa es capaz de utilizar DEHF como fuente de carbono y energia.

Whangsuk et al. (2015) reportaron dos genes clonados de esterasa, estB y estG, en
Sphingobium sp. SM42, que podrian participar durante el metabolismo de DBF como
Unica fuente de carbono. A pesar de que la esterasa estG comparte una identidad de
secuencia con muy pocas proteinas, mostré6 una mayor capacidad de ruptura para
DBF, tanto in vitro como in vivo, en comparaciéon con estB. Las mutantes de
inactivacion de insercién estG y estB no pudieron degradar DBF debido principalmente
a la ausencia de la eficiente enzima degradadora de DBF, estG. La mutante estB
degradé DBF mejor que la cepa nativa. Estos resultados confirmaron que la mutante
estB compensa la pérdida de estB con un aumento en la expresion de estG y este
proceso permite a Sphingobium degradar eficientemente DBF. Un gen designado
estR, que codifica una proteina de la familia MarR, fue encontrado cerca de estB;
reportando que la proteina EstR actlia como regulador transcripcional positivo que
media la induccion de la expresion del gen de esterasas estB, pero no esta implicado

en el aumento compensatorio observado en la expresion de estG en la mutante estB.

Yeo et al. (2008) evaluaron el incremento en la expresion de la enzima lacasa de
Phlebia tremellosa crecido sobre diferentes disruptores endocrinos: DEF, BBF y
bisfenol A (BFA). Observaron que P. tremellosa degradd hasta un 30 % al BBF y un

80 % al DEF bajo condiciones de cultivo liquido durante nueve dias. Estos ésteres de
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ftalato, incrementan hasta 10 veces mas la actividad de lacasas con respecto al medio
control y al medio que contiene BFA. También muestran que al amplificarse el ADNc
de la enzima lacasa de P. tremellosa mostr6 una similitud del 80.7 % cuando se
compara con una lacasa de Phlebia radiata y un 64.8% de identidad en comparacion
con la T. versicolor. Al ser cultivado este hongo en condiciones adecuadas para la
degradacion de ésteres del &cido ftalico, la actividad de lacasas y su nivel de

transcripcion fueron superiores.

Diaz et al. (2013) determinaron el patron de actividad intra y extracelular, asi como la
expresion de las isoformas extracelulares (lacc 1, lacc 4, lacc 6, lacc 9 y lacc 10) de
lacasas de P. ostreatus crecido bajo diferentes pH de crecimiento y mediante
diferentes pH de actividad. En esta investigacion, obtuvieron 77550 U/l a pH de 4.5
como actividad maxima de lacasas extracelulares. También se muestra la actividad
intracelular con valores maximos en las fermentaciones de pH de 4.5y 6.5 (4800 y
1741 U/g de biomasa seca, respectivamente). Al llevar a cabo el patrén de expresion
empleando la técnica de RT-PCR, se observaron diferencias en el tiempo y nivel de
expresion de los 5 genes. Los autores muestran que Lacc 9 no se expreso6 en ninguna
condicion de desarrollo y actividad. Sin embargo, en la fermentacién de pH de 3.5 de
crecimiento, se expresaron con una mayor intensidad los genes de las isoformas: lacc
4, lacc 6 y lacc 10. Mientras que en la fermentacion a pH de 6.5 de crecimiento, todos
los genes mostraron el mismo nivel de expresion. Los autores mencionan que el pH
de desarrollo del hongo es un factor que modifica el patron de produccion y expresion

de las lacasas.
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Choi et al. (2010), estudiaron el efecto de DEHF en proteinas secretadas por HEpG2
(liver hepatocellular carcinoma). Estas células fueron expuestas a varias
concentraciones de DEHF (0, 2.5, 10, 25, 50,100 y 250 mM) por 24 o 48 horas. Se
determind la citotoxicidad y genotoxicidad de este ftalato. Se encontré6 que la
concentracion a de 10mM de DEHF fue la maxima concentracion que no causa muerte
celular. Ademas, el dafio al DNA de las células HepG2 expuestas a DEHF incrementa
de acuerdo a la dosis y al tiempo de exposicion. Se identificaron tipos de proteinas
como biomarcadores de DEHF, asi como grupos de proteinas involucradas en
apoptosis, transporte, sefalizacién, energia, metabolismo y estructura celular y

motilidad.

3. JUSTIFICACION

Los ftalatos son contaminantes del medio ambiente y toxicos para el humano. Se sabe
que estos compuestos son cancerigenos, teratbgenos y mutagénicos. Asimismo, se
conoce que el sistema enzimético de hongos del género ascomiceto y basidiomiceto
es efectivo en la degradacion de xenobidticos fenélicos (e.g. ftalatos). En la actualidad,
existen pocos estudios acerca de las rutas metabdlicas de degradacién de este tipo de
compuestos empleando hongos filamentosos. Por lo que, en esta investigacion, se
proponen rutas de degradacion de estos contaminantes utilizando P. ostreatus y F.

culmorum.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las enzimas de Pleurotus ostreatus y Fusarium culmorum seran inducidas por le
presencia de DEHF y DBF en el medio de cultivo, lo que incrementara el porcentaje

de biodegradacion y la eficiencia de remocion de dichos compuestos?

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la biodegradacién de DEHF y DBF por cepas de hongos filamentosos crecidos
en fermentacion liquida, asi como identificar los productos de la degradacion
empleando la técnica de GC-MS para proponer las rutas metabdlicas que participan

durante la degradacion.

5.2. Objetivos especificos

e Caracterizar el crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum crecidos en
fermentacion liquida conteniendo DEHF y DBF a concentraciones de 500 mg/I

/l'y 1000 mg/l.
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e Evaluar la biodegradacion de 500 y 1000 mg/l de DBF y DEHF empleando P.
ostreatus y F. culmorum, asi como la caracterizacion de los productos
generados que permita proponer una ruta metabdlica de biodegradacion.
Determinar la actividad especifica de las enzimas de lacasas y esterasas
producidas por P. ostreatus y F. culmorum crecidos en fermentacion liquida

conteniendo 500 y 1000 mg/l de DEHF y DBF, respectivamente.

6. METODOLOGIA

6.1. Organismos de estudio

Dos cepas de hongos fueron empleadas en este estudio, P. ostreatus y F. culmorum
de la coleccién de cultivos del Centro de Investigacion en Ciencias Biologicas (CICB)
de la Universidad Auténoma de Tlaxcala, México. Se utilizé P. ostreatus 50 de la
coleccién de cultivos del COLPOS campus Puebla y F. culmorum aislada de la etapa
de pulpeo de una industria recicladora de papel (Aguilar-Alvarado et al. 2015). Las
colonias de hongos se crecieron en agar de extracto de malta (Difco) a 20 °C y se

almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior.

6.2. Preparacion de inéculo y condiciones de cultivo

El in6culo se tomG de la periferia de estas colonias (3 fragmentos de 4 mm de
didmetro). Los cultivos se incubaron a 28 °C por 25 dias a 120 rpm en el caso de P.

ostreatus y para F. culmorum durante 12 dias.
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6.3. Preparacién de medios de cultivo

Se prepararon 5 medios de cultivo liquidos para ser inoculados por cada cepa de
hongos: 1) extracto de levadura glucosa (GYE), 2) GYE + 500 mg/l DEHF, 3) GYE +
1000 mg/l DEHF, 4) GYE + 500 mg/l de DBF y 4) GYE + 1000 mg/l de DBF. Cada
medio contenia (en g/l) 10 de glucosa, 5 de extracto de levadura, ,0.5 de MgS0O4,0.4
de KH2PO4, 0.25 de CuSOa4, 0.05 de FeSOa4, 0.05 de MnSO4y 0.001 de ZnSOa4. El pH
se ajusté a 6.5 usando 0.1 M de HCI o NaOH, respectivamente. Todos los medios
contenian 400 p de Tween 80 por litro. Se emplearon matraces de 125 ml conteniendo
50 ml de cada respectivo medio de cultivo y se esterilizaron a 120 °C por 15 min a 15
Ib de presion, se dejaron enfriar para su posterior inoculacion. En todos los casos, los

medios GYE fueron utilizados como testigo.

6.4. Produccién de biomasa, parametros cinéticos de crecimiento y perfiles de
pH

La biomasa (X) se obtuvo por filtracion de las muestras utilizando papel filtro Whatman
No. 1 (tamafio de poro de 20 a 25 micras). Para determinar los parametros de
crecimiento se considera la evolucion de la biomasa X=X (t) por la ecuacion logistica
(1) por la minimizacion del error cuadratico con la herramienta Solver de la hoja

electrénica de Excel (Microsoft) (Viniegra-Gonzélez et al. 2003).

1—-X

X max
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La solucién de la ecuacion logistica se indica a continuacion:

X = Xmax (1+C exp +)

Donde  es la velocidad especifica de crecimiento, Xmax s el valor de biomasa maxima

o de equilibrio.

Se estim6 el rendimiento de la biomasa por el sustrato (Yxs) como el coeficiente de la
regresion lineal de biomasa frente a la concentracion de sustrato en gramos de
biomasa/g de sustrato consumido (Cérdoba-Sosa et al. 2014a, 2014b). Se midio6 el pH
cada 12 h en el sobrenadante de los cultivos usando un potenciémetro digital (Hanna

Instruments, México).

6.5. Actividad enzimética

6.5.1. Obtencion del sobrenadante

Para la determinacion de la actividad enzimatica se utilizaron los sobrenadantes
obtenidos después de la filtracion del micelio. Se recolectaron 5 ml de cada réplica por
cada dia de fermentacion, estos se congelaron a -4 °C y se guardaron hasta su
posterior uso. El resto del sobrenadante se someti6 a un tratamiento de choque térmico
a 90 °C durante 2 min, con la finalidad de desnaturalizar todas las enzimas presentes

en el sobrenadante y asi evitar que continden con su accion catalitica.
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6.5.2. Actividad enzimética de lacasas

La actividad de lacasas se cuantifico utilizando como sustrato el 2,6-dimetoxifenol
(SIGMA) 2mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 6.0. La mezcla de reaccion (475 pl
de sustrato, 50 ul de ECE) se incubé a 39°C por 15 min. La reaccién se detuvo por la
adicion de 475ul de dimetil sulféxido (SIGMA). Se leyd la absorbancia a 468 nm. Una

unidad de actividad de lacasas es la cantidad de enzima que provoca incrementos de

1.0 unidad en la absorbencia por min de incubacién (Diaz et al. 2013)

6.5.3. Actividad enzimatica de esterasas

La actividad de esterasas se determind espectrofotométricamente, siguiendo la
hidrolisis de p-nitrofenilbutirato (PNPB) a 405 nm. La mezcla de reaccion contenia
0.070 ml de extracto enzimatico y 3.43 ml de la mezcla que a continuacién se detalla:
0.56 ml de PNPB disuelto en 50 mM de buffer de fosfatos a pH 7, 0.2 % de Tritdn X-
100 y 0.43 M de tetrahidrofurano. La curva de calibracion se realizd con p-nitrofenol.
Una unidad de actividad de esterasas se define como la cantidad de esterasas
requeridas para liberar un micromol de p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones de

ensayo (Macedo y Fontes 2005).
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6.5.4. Parametros cinéticos enzimaticos

El rendimiento de la enzima por unidad de biomasa producida (Ye/x) por cada cepa de
hongos se estimG como la relacion entre la actividad enzimatica maxima obtenida
durante el crecimiento exponencial (Emax) y la Xmax. La productividad enzimatica (P=
Emax/h) se evaluo utilizando el tiempo (h) en el momento que la actividad enziméatica
fue la maxima (Emax). La tasa especifica de formacion de la enzima se calculo a partir

de la ecuacion: gp= (M) (Yex) (Diaz et al. 2011; Cérdoba-Sosa et al. 2014a, 2014b).

6.6. Determinaciéon del consumo de glucosa

Se cuantificod la cantidad de azucares reductores por el método DNS (acido dinitro
salicilico),a 50 pl del sobrenadante y 950 ul de agua destilada se le agregé 2 ml del
reactivo DNS (hidréxido de sodio 1%, sulfito de sodio 0.05%, fenol 0.2% y DNS 1%).
La solucién de reaccién se sometid a ebullicién por 5 min, posteriormente de enfriarse
se ley6 a una absorbancia de 575 nm de longitud de onda (Miller 1959). Se prepar6

una curva de calibracion con glucosa.

6.7. Andlisis de cromatografia de gases acoplada a la espectrofotometria de
masas

Se colocé 1 ml de los sobrenadantes correspondientes a cada dia de fermentacion, de
cada cepa de hongo de cada medio de cultivo adicionado con uno de los dos ftalatos

a 95 °C durante 2 min en un agua bafio (para desnaturalizar las proteinas). Los
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productos intermedios de la biodegradacion del DEHF y DBF se analizaron por
GC/MS, utilizando un GC/MSD cromatografo de gases Agilent 8902 acoplado a un
espectrometro de masas (MSD 5975C VL, EE.UU.) Equipado con un detector de triple
eje y una columna capilar Agilent (HP-5MS, EE.UU.) con 5% de fenilo siloxano de
metilo (325 °C, 30 m, 320 um, 0.25 um). Se inyectd una alicuota de 2 ul de la ST a
partir de cultivos con una fuente de inyeccion (GC ALS) a una temperatura puerto de
300 °C con la valvula de purga en (modo dividido), utilizando una relacién de division
de 20:1 y flujo dividido de 21.14 ml/min. Las siguientes condiciones cromatograficas
se utilizaron: temperatura del horno inicial de 90 °C, se mantuvo durante 5 min, rampa
hasta 20 °C/min a 290 °C vy, la siguiente, se mantuvo durante 15 min usando una
jeringa de 10 ul de volumen division de 20:1 a 300 °C en el inyector. El helio fue
utilizado como gas portador a 1.057 m/min. Los espectros de masas se obtuvieron en
modo de exploracion dentro de un rango de m/z 25-550 usando un umbral de 150 y el
factor de ganancia de 1. La ionizacion se realiz6 por impacto electrénico a 1870.588
eV con una calibracion mediante la sintonizacion automatica y Espectrometria de
masas con el patrén internoFC-43. La temperatura de la fuente de iones y la
temperatura del cuadruplo fueron de 230 °C y 150 °C, respectivamente. Los datos
fueron analizados con el software MSD ChemsStation (Agilent Technologies), los
compuestos se identificaron utilizando la biblioteca Nist MS 2.0. partiendo del

compuesto mayor de 90%.
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6.8. Biodegradacion y la eficiencia de remocion de los ésteres de ftalato
La biodegradacion de DEHF o DBF se determiné midiendo la desaparicion de estos
compuestos en los cultivos. Se ha reportado que el porcentaje de biodegradacion (%

BD) en el intervalo de tiempo t (h) puede calcularse empleando la siguiente formula:

Ct
%BDt = 5 X 100

donde CO = concentracion inicial del DEHF o DBF en la solucion de ensayo (mg/l). Ct

= concentracion de DEHF o DBF en la solucién de ensayo en el tiempo t.

Se aplicé una regresion lineal utilizando el tiempo de fermentacion en comparacion
con el logaritmo natural (In) de la concentracion de DEHF o DBF. La pendiente de tales
regresiones se consideran la constante de biodegradacién de primer orden de (k)

expresada en ht (Kim et al. 2007).

La eficiencia de eliminacion del DEHF o DBF se calculd de la siguiente manera:
% eficiencia de remocion =1 — Ct /Co x 100

6.9. Modelo de quimica cuantica

Las rutas de biodegradacion de DEHF y DBF propuestas se propusieron con base en
los compuestos identificados por GC/MS como intermediarios de ambos compuestos
y utilizando parametros de quimica cuantica. Estos parametros fueron Exowmo (electron
Volts; eV), ELumo (eV), 8+ (carga del electron/angstrom; ec/A), 8- (ec/A) Egg (eV), E®
(ec/A) y el ETC (eVA/ec) de cada compuesto y se calcularon usando el modelo de SE-

PM3 (Odunola y Semire 2007; Gonzalez-Pérez et al. 2014). Todos los calculos se
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llevaron a cabo usando parametros especificos de simulacion previamente reportados

(Gonzélez-Pérez et al. 2014).

6.10. Anélisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se evaluaron los datos
mediante un ANOVA de una viay posterior a la prueba de Tukey utilizando el programa
The Graph Pad Prism® program (San Diego, CA, USA) (Cérdoba-Sosa et al. 2014a,;

2014b).

7. RESULTADOS

7.1. Crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum en fermentaciéon liquida y

consumo de la glucosa en los sobrenadantes

7.1.1. Crecimiento de P. ostreatus y consumo de glucosa en los medios

adicionados con DEHF

La produccion de Biomasa (X) en los tres diferentes medios de cultivo conteniendo
DEHF se muestra en la Figura 6. Esta cepa presento tres fases de crecimiento en los
tres medios de cultivo probados en el tiempo establecido de incubacién (fase de

adaptacion, exponencial y estacionaria).
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En la Figura 6 se muestra la produccion de biomasa y el consumo de glucosa por P.
ostreatus. La mayor produccion de biomasa fue observada en el medio conteniendo
1000 mg/l de DEHF, sin embargo, el aumento en la produccion de Xmax fue
directamente proporcional al aumento de la concentracion de DEHF (Tabla 1). Con
respecto al consumo de glucosa, en el medio GYE el consumo total se mostré a las
240 h de la fermentacion, mientras que en los medios 500 y 1000 mg/I de DEHF en el
mismo tiempo sélo se consumidé un 85y 75 %, respectivamente. En todos los medios
el consumo total de glucosa corresponde al inicio de la fase exponencial de cada

fermentacion.
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Fig. 6. Crecimiento de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de

DEHF en fermentacion liquida y consumo de glucosa en el medio de GYE (o), 500 (D)

y 1000 (e) mg/l de DEHF.
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7.1.2. Crecimiento de P. ostreatus y consumo de glucosa en los medios que

contienen DBF

En la Figura 7 se muestra la produccion de biomasa y el consumo de glucosa por P.
ostreatus en los medios con glucosa y los medios con adicion de DBF. La mayor Xmax
fue observada en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF, seguido por el medio de
500 mg/l de DBF y teniendo la menor Xmax en el medio GYE (Tabla 2). El consumo de
glucosa en todos los tratamientos se dio en un 100 %, sin embargo, en diferentes
tiempos del crecimiento de P. ostreatus. En el medio GYE el 100 % del consumo se
presento a las 360 h, sin embargo, en el medio de 500 y 1000 mg/I de DBF el consumo
al mismo tiempo fue del 90 y 78 %, respectivamente. P. ostreatus mostro el inicio de
la fase estacionaria a las 360, 384 y 456 h en los medios GYE, 500 y 1000 mg/l de

DBF, respectivamente (Fig. 7).
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Fig. 7. Crecimiento de P. ostreatus en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de DBF en

fermentacion liquida y consumo de glucosa en el medio GYE (0), 500 (D) y 1000 (e)

mg/l de DBF-.

7.1.3. Crecimiento de F. culmorum y consumo de glucosa en los medios que

contienen DEHF

La produccion de Biomasa y el consumo de glucosa en el medio GYE y en los medios
gue contienen DEHF se muestran en la Figura 8. F. culmorum presenté tres fases de
crecimiento de un microorganismo para los tres medios de cultivo probados en el

tiempo establecido de incubacién (fase de adaptacién, exponencial y estacionaria).
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La mayor Xmax fue observada en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, seguido
por el medio de 500 mg/l de DEHF, obteniendo la menor Xmax en el medio GYE (Tabla
3). F. culmorum consumio en todos los medios de cultivo el 100 % de la glucosa a las
144 h de crecimiento, sin embargo, se observa que las 108 h de crecimiento, tiempo
en el que el hongo entro a la fase estacionaria en los tres medios de cultivo, el consumo
de glucosa varia teniendo que en el medio de 1000 mg/l de DEHF, el consumo es del

25 %, en el medio de 500 mg/l de DEHF es de 15 % y para el medio GYE del 11 %

(Fig. 8).
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Fig. 8. Crecimiento de F. culmorum en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de DEHF en

fermentacion liquida y consumo de glucosa en los medios GYE (0), 500 (D) y 1000 (e)

mg/l de DEHF.
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7.1.4. Crecimiento de F. culmorum y consumo de glucosa en los medios

adicionados con DBF

La produccion de Biomasa (X) en los tres diferentes medios de cultivo conteniendo
DBF se muestra en la Figura 9. La cepa de F. culmorum inicio la fase estacionaria en
el medio GYE a las 108 h de incubacion. Esta fase antes mencionada se observa a las
84 h tanto para el medio de cultivo de 500 y 1000 mg/I de DBF respectivamente. El
consumo del 100 % de la glucosa se muestra a diferentes tiempos de fermentacion
para los medios GYE, 500 y 1000 mg/lI de DBF se mostr6 a las 132 h, 144 hy 120 h
de crecimiento, respectivamente. Con base en la produccién de biomasa, la mayor
Xmax Se presentd en el medio que contiene 1000 mg/l de DBF, seguido del medio de

500 mg/l de DBF y GYE (Tabla 4).
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Fig. 9. Crecimiento de F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de

DBF en fermentacion liquida y consumo de glucosa en los medios GYE (0), 500 (El) y

1000 (e) mg/l de DBF.

7.2. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum

7.2.1. Pardmetros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en los medios

gue contienen DEHF.
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El mayor valor de 1 se mostré en los medios de 500 mg/l de DEHF y GYE, seguido por
el medio de 1000 mg/l de DBF (Tabla 3). El mayor valor de Xmaxy del Yxis se mostrd
en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF y disminuyen ambos parametros

conforme disminuye la concentracion del DEHF (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en fermentacion

liquida conteniendo DEHF-.

Parametro Medio de cultivo
DEHF (mg/l)

GYE 500 1000

Xmax (g/l) 5.19¢ 6.53P 7.692
(0.03) (0.01) (0.02)
i (h1) 0.0212 0.0222 0.018P

(0.0003) (0.002) (0.0007)

Yxis (9X/gS) 0.519¢ 0.653P 0.7692
(0.02) (0.001) (0.01)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.

7.2.2. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en los medios

gue contienen DBF

La mayor p se mostré en los medios GYE y 500 mg/l de DBF, seguido en el medio
1000 mg/l de DEHF (Tabla 2). La mayor Xmax fue observada en el medio conteniendo

1000 mg/l de DBF, seguido por el medio de 500 mg/l de DBF y mostrando la menor
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Xmax en el medio GYE (Tabla 2). EI mayor valor del Yxs se mostré en el medio
conteniendo 1000 mg/l de DBF, este parametro al igual que la Xmax conforme

disminuye la concentracion de DBF (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en fermentacion

liquida conteniendo DBF.

Parametro Medio de cultivo
DBF (mg/l)
GYE 500 1000

Xmax (g/l) 5.19¢ 6.36° 7.322
(0.03) (0.061) (0.073)

i (h1) 0.0212 0.0222 0.015P
(0.0003) (0.0002) (0.0008)

Yxis (9X/gS) 0.519¢ 0.636° 0.7692
(0.001) (0.012) (0.022)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.

7.2.1. Pardmetros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en los medios

gue contienen DEHF

En la siguiente tabla se muestra los parametros cinéticos de crecimiento de F.
culmorum en los medios GYE y con adicion de DEHF. El mayor valor para la p se
mostro en el medio que contiene 500 mg/l de DEHF, los valores menores se mostraron
en los medios de 1000 mg/l de DEHF y GYE (Tabla 3). La mayor Xmax fue observada

en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, seguido por el medio de 500 mg/l de
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DEHF y mostrando la menor Xmax en el medio GYE (Tabla 3). El mayor valor del Yxis
se mostro en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, este parametro al igual que la

Xmax €s menor conforme disminuye la concentracion de DEHF (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en fermentacion

liquida conteniendo DEHF.

Parametro Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)

500 1000

Xmax (g/1) 3.4¢ 4.92 5.12
(0.10) (0.10) (0.06)

i (h1) 0.05° 0.082 0.05P
(0.001) (0.026) (0.006)

Yxis (9X/gS) 0.34d 0.512 0.49°
(0.01) (0.01) (0.01)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.

7.2.2. Pardmetros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en los medios

gue contienen DBF
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En la siguiente tabla se muestra los parametros cinéticos de crecimiento de F.
culmorum en los medios GYE y con adicién de DBF. El mayor valor para la 4 se mostro
en el medio que contiene 500 mg/l de DBF, los valores menores se mostraron en los
medios de 1000 mg/l de DBF y GYE (Tabla 4). La mayor Xmax fue observada en el
medio conteniendo 1000 mg/l de DBF, seguido por el medio de 500 mg/l de DBF y
mostrando la menor Xmax en el medio GYE (Tabla 4). El mayor valor del Yx/s se mostro
en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF, este parametro al igual que la Xmax €s

menor conforme disminuye la concentracion de DBF (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en fermentacion

liquida conteniendo DBF.

Parametro Medio de cultivo
GYE DBF (mg/l)

500 1000

Xmax (g/l) 3.4¢ 4.3P 5.02
(0.10) (0.06) (0.21)

i (h1) 0.05¢ 0.08° 0.102
(0.001) (0.006) (0.006)

Yxis (9X/gS) 0.34¢ 0.43P 0.492
(0.01) (0.01) (0.02)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.

7.3. pH de P. ostreatus y F. culmorum

7.3.1. pH de los sobrenadantes de los cultivos de P. ostreatus crecido en DEHF
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Con respecto al pH, para esta cepa en el medio de 1000 mg/l de DEHF, el pH inicial
fue de 6.5 y el pH final fue de 5.6 (600 h de fermentacion). Para el medio de 500 mg/I
de DEHF, el pH inicial fue de 6.5y el pH final fue de 5.8 a las 552 h de la fermentacion.
Asimismo, para el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 6.5 y el pH final fue

de 6.7 (Fig. 10).
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Fig. 10. pH de la cepa P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de

DEHF en fermentacion liquida.

7.3.2. pH de los sobrenadantes de los cultivos de P. ostreatus crecido en DBF
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Con respecto al pH, para esta cepa en el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue
de 6.5y el pH final fue de 6.7. Para el medio conteniendo 1000 mg/l DBF, el pH inicial
fue de 6.5y el pH a las 360 h de crecimiento fue de 4.3. Para el medio de 500 mg/l de

DEHF, el pH inicial fue de 6.5 y el a las 360 h de crecimiento fue de 4.1 (Fig. 11).

4 .
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Fig. 11. pH de la cepa P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de

DBF en fermentacion liquida.

7.3.3. pH de los sobrenadantes de los cultivos de F. culmorum conteniendo

DEHF
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Con respecto al pH, para esta cepa en el medio de 1000 mg/l de DEHF, el pH inicial
fue de 6.5 y el pH final fue de 8.5 a las 168 h de fermentacion. Para el medio de 500
mg/l de DEHF, el pH inicial fue de 6.5 y el pH final fue de 7.8 a las 168 h de
fermentaciéon. Asimismo, para el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 6.5y

el pH final fue de 7.8 a las 158 h de la fermentacion (Fig. 12).
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Fig. 12. pH de la cepa F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (0O0) y 1000 (e) mg/l de

DEHF en fermentacion liquida.

7.3.4. pH de los sobrenadantes de los cultivos de F. culmorum conteniendo DBF
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Con respecto al pH, para esta cepa en el medio de 1000 mg/lI de DBF, el pH inicial fue
de 6.5y el pH final fue de 8.4 a las 168 h de fermentacion. Para el medio de 500 mg/l
de DBF, el pH inicial fue de 6.5 y el pH final fue de 8.4 a las 168 h de fermentacion.
Asimismo, para el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 6.5 y el pH final fue

de 8.4 a las 158 h de la fermentacion (Fig. 13).
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Fig. 13. pH de la cepa F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (OO) y 1000 (e) mg/l de

DBF en fermentacion liquida.
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7.4. Actividad enziméatica de lacasas

7.4.1. Actividad enzimatica especifica de lacasas de P. ostreatus crecido en los

medios que contienen DEHF

En la Figura 14 se muestra la actividad enzimética de lacasas producida por P.
ostreatus crecido en medio GYE y con la adicién de DEHF. La mayor produccién de
enzimas se observa durante las primeras 160 h de incubacion, y se mantiene sin
disminuir como en las primeras horas. La mayor actividad de lacasas se presentd en
el medio que contenia 1000 mg/l de DEHF, seguido por el medio de 500 mg/l de DEHF,
estos valores correspondieron a 11,508.7 U/l a las 336 h de crecimiento y 9,696.6 U/l
a las 432 h de incubacion, respectivamente. La menor actividad especifica se presento

en el medio GYE obteniendo un valor de 7,325 U/l a las 24 h de crecimiento.
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Fig. 14. Actividad enzimatica de lacasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (0O)

y 1000 (o) mg/l de DEHF en fermentacion liquida.

7.4.2. Actividad enzimatica especifica de lacasas de P. ostreatus crecido en los

medios que contienen DBF

La actividad enzimatica de lacasas producida por P. ostreatus crecido en medio GYE
y con la adicion de DBF se muestra en la Figura 15. La mayor produccion de enzimas
se observa durante las primeras 120 h de incubacion en los medios con adicion de
ftalato, mostrando que se mantiene sin disminuir conforme transcurre la fermentacion.

La mayor actividad de lacasas se presentd en el medio que contiene 1000 mg/l de
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DBF, seguido por el medio de 500 mg/l de DBF, estos valores correspondieron a
10,094,6 U/l a las 384 h de crecimiento y 8,522.6 U/l a las 288 h de incubacion,
respectivamente. La mayor actividad de lacasas producida en el medio GYE fue de

7,325 U/l a las 312 h de crecimiento.
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Fig. 15. Actividad enzimatica de lacasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O y

1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida.

7.4.3. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en los medios que
contienen DEHF
En la Figura 16 se presenta la actividad enzimatica de lacasas producida por F.

culmorum crecido en medio GYE y medios adicionados con DEHF. F. culmorum
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mostro la mayor actividad especifica de lacasas en el medio conteniendo 1000 mg/I de
DEHF durante las primeras 96 h de crecimiento, seguido del medio que contenia 500
mg/l de DEHF a las 228 h de fermentacion obteniendo valores de 2,345.4 U/l y 1,705.1
U/l, respectivamente. En el medio GYE que mostro la mayor actividad de lacasas a las

204 h de fermentacién obteniendo un valor de 1,272.9 UII.
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Fig. 16. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (O)

y 1000 (e) mg/l de DEHF en fermentacion liquida.
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7.4.4. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en los medios que
contienen DBF

En la Figura 17 se presenta la actividad enzimatica de lacasas producida por F.
culmorum crecido en medio GYE y medios adicionados con DBF. F. culmorum mostré
la mayor actividad de lacasas en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF durante las
204 h de fermentacion obteniendo un valor de 2,588.6 U/I. En el medio de 500 mg/l de
DBF la mayor produccion de esta enzima se mostro durante las 120 h de incubacion,
obteniendo un valor de 1,702.2 U/l. En el medio GYE la mayor produccion de lacasas

fue durante las uUltimas horas de la fermentacion, mostrando un valor de 1,234.9 U/I.

w

o

o

o
]

Actividad de lacasas (U/l)
= =
o (@]
o (@]
o o

0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Fig. 17. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (O)

y 1000 (e) mg/l de DBF en fermentacion liquida.
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7.5. Parametros cinéticos de produccion de lacasas

7.5.1. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de P. ostreatus crecido en

los medios que contienen DEHF

P. ostreatus presento la mayor Emax Yy el mayor Yex en el medio conteniendo 1000

mg/l de DEHF y conforme disminuye la concentracion disminuyen ambos parametros

de esta enzima. Con respecto a la P, la mayor productividad se presentd en el medio

GYE seguido de los medios con adicion del DEHF. La mayor g, se presentd en el

medio 500 mg/l de DEHF seguido por el medio GYE (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros cinéticos de produccion de enzimas lacasas por P. ostreatus

crecido en fermentacién liquida conteniendo DEHF

Parametros Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)
500 1000
Emax (U/1) 7325¢ 9696.6° 11508.72
(58.7) (181.1) (113.9)
Yex (U/gX) 1411.3° 1484.92 1496.52
(39.6.2) (52.6) (52.9)
P (U/gX/h) 34.32 22.4° 23.5P
(0.76) (1.4) (1.2)
gp (U/gX/h) 29.63° 32.662 26.93¢
(2.3) (3.12) (2.04)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en

el experimento.
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7.5.2. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de P. ostreatus crecido en
los medios que contienen DBF

En la Tabla 6 se presentan los parametros cinéticos de produccion de lacasas por P.
ostreatus crecido en medios adicionados con DBF y en el medio GYE. P. ostreatus
presento la mayor Emax y en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF, se puede
observar que conforme disminuye la concentracidon, disminuyen este parametro. El
valor mas alto para el Yexx se obtuvo en el medio GYE, seguido por el medio de 500
mg/l de DBF y 1000 mg/l de DBF. Con respecto a la P, la mayor productividad se
presentd en el medio 500 mg/l de DBF seguido de los medios 1000 mg/l de DBF y el
medio GYE, con adicién del DEHF. La mayor qp se present6 en el medio 500 mg/l de

DBF seguido por el medio 1000 mg/DBF.

Tabla 6. Parametros cinéticos de produccion de enzimas lacasas por P. ostreatus

crecido en fermentacion liquida conteniendo DBF

Parametros Medios de cultivo
GYE DBF (mg/l)
500 1000
Emax (U/1) 1832¢ 8522.6° 10094.62
(58.7) (125.7) (98.9)
Yex (U/gX) 1411.362 1340.03b 1379.04¢
(42.51) (79.71) (79.69)
P (U/gX/h) 5.87¢ 29.592 26.28P
(0.9) (0.63) (2.1)
gp (U/gX/h) 7.41¢ 29.592 14°
(0.05) (0.87) (0.3)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.5.3. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en
los medios que contienen DEHF

En la siguiente Tabla 7 se presentan los parametros cinéticos de produccion de
lacasas por el hongo F. culmorum crecido en medios GYE y 500 y 1000 mg/l de
DHEF/I. La mayor Emax Se presentd en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF,
seguido por el medio 500 mg/l de DEHF y obteniendo el valor mas bajo en el medio
GYE. El valor més alto para el Ye/ix se obtuvo en el medio 1000 mg/l de DEHF, seguido
por el medio GYE y el medio de 500 mg/l de DEHF. Con respecto ala Py ala qp el
valor mas alto se mostré en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, sin embargo
para la P el valor menor se mostré en el medio de GYE y la menor gp se present6 en

el medio 500 mg/l de DEHF.

Tabla 7. ParAmetros cinéticos de produccién de lacasas de F. culmorum crecido en los

medios que contienen DEHF

Parametros Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)
500 1000
Emax (U/l) 1272.9¢ 1739.1b 2345.42
(0.8) (172.9) (28.7)
Yex (U/gX) 374.4P 355.4¢ 456.92
(11.1) (41.4) (9.3)
P (U/gX/h) 6.2¢ 7.7° 24 .42
(0.0) (0.5) (0.3)
ap (U/gX/h) 19.8P 16.5¢ 36.42
(0.5) (2.3) (11.7)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.5.4. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en
los medios que contienen DBF

En la siguiente Tabla 8 se presentan los parametros cinéticos de produccion de
lacasas por el hongo F. culmorum crecido en medios GYE y 500 y 1000 mg/I de DBF.
Con respecto a la Emax, YEix Y la qp, l0os valores mas altos de estos parametros se
mostraron en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF, seguido por el medio 500 mg/I
de DBF y obteniendo los valores mas bajos en el medio GYE. La P mas alta se mostro

en el medio conteniendo 500 mg/l de DBF, seguido por el medio 1000 mg/l de DBF y

GYE.

Tabla 8. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en los

medios que contienen DBF

Parametros Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)
500 1000
Emax (U/l) 1234.9°¢ 1702.2° 2588.62
(0.8) (93.5) (58.5)
Yex (U/gX) 374.4¢ 399.1b 5322
(11.2) (25) (16.4)
P (U/gX/h) 6.2°¢ 14.22 12.8°
(0.0) (0.8) (0.3)
gp (U/gX/h) 19.8¢ 33.3P 51.52
(0.5) (3.5) (4.4)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).

NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.6. Actividad enzimatica especifica de esterasas

7.6.1. Actividad enzimatica especifica de esterasas de P. ostreatus crecido en los
medios que contienen DEHF

En la Figura 18 se presenta la actividad enzimética de esterasas producida por P.
ostreatus crecido en medio GYE y medios adicionados con DEHF. P. ostreatus mostré
la mayor actividad de lacasas en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, seguido
por el medio de 500 mg/l de DEHF a las 72 h y 168 h de fermentacion,
respectivamente, obteniendo valores de 3,748.3 U/l y 3,147 U/l, respectivamente. En
el medio GYE se mostré la mayor actividad de esterasas a las 312 h de fermentacion

obteniendo un valor de 1,832 UI/I.
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Fig. 18. Actividad enzimatica de esterasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (0O)

y 1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida.
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7.6.2. Actividad enzimética de esterasas de P. ostreatus crecido en los medios
gue contienen DBF

En la siguiente Figura 19 se muestra la actividad de esterasas producida por P.
ostreatus crecido en el medio GYE y los medio adicionados con DBF. P. ostreatus
mostro la mayor produccion de enzimas esterasas en el medio 1000 mg/l de DBF,
obteniendo una actividad mayor de 3,704.6 U/l a las 96 h de fermentacion, seguido de
la produccién en el medio de 500 mg/l de DEHF con un valor de 3,147 U/l a las 168 h
de crecimiento. En el medio GYE se mostro la mayor actividad de esterasas a las 312

h de fermentacién obteniendo un valor de 1,832 UI/I.
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Fig. 19. Actividad enzimatica de esterasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (0O)

y 1000 (e) mg/l de DBF en fermentacion liquida.
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7.6.3. Actividad enzimatica de esterasas de F. culmorum crecido en los medios

gue contienen DEHF

En la Figura 20 se presenta la actividad enzimatica de esterasas producida por F.
culmorum crecido en medio GYE, 500 mg/l de DEHF y 1000 mg/l de DEHF. F.
culmorum mostré la mayor actividad de esterasas en el medio conteniendo 1000 mg/I
de DEHF entre las 84 y 120 h de crecimiento obteniendo un valor de 12,645 U/I.
Respecto al medio de 500 mg/l de DEHF la produccién de esta enzima fue mayor a
las 72 h de fermentacién obteniendo un valor de 6,772.6 U/l. En el medio GYE se

presento la menor actividad especifica de esterasas producida por este hongo.
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Fig. 20. Actividad enzimatica de esterasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (e) mg/l de DEHF en fermentacion liquida.
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7.6.4. Actividad enzimatica de esterasa de F. culmorum crecido en los medios

gue contienen DBF

En la Figura 21 se presenta la actividad enzimatica de esterasas producida por F.
culmorum crecido en medio GYE y en los medios adicionados con DBF. F. culmorum
mostro la mayor actividad de esterasas en el medio conteniendo 500 mg/l de DBF
durante las 168 h de fermentacion obteniendo un valor de 8,473.6 U/I. En el medio de
1000 mg/l de DBF la produccion de esta enzima se produjo a las 204 h de incubacion,
mostrando una produccion de 7950 U/l. En el medio GYE se presentd la menor

actividad especifica de esterasas producida por este microorganismo.
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Fig. 21. Actividad enzimatica de esterasas de F. culmorum crecido GYE (0), 500 (O) y

1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida.
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7.7. Parametros cinéticos de produccion de esterasas

7.7.1. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido

en los medios que contienen DEHF

En la Tabla 9 se muestran los pardmetros cinéticos de produccion de esterasas
producidas por F. culmorum en los medios GYE y 500 y 1000 mg/l de DEHF. La mayor
produccion de Emax, Yeix, gp Y P se presentaron en el medio conteniendo 1000 mg/l de
DEHF, seguidos en el caso de la Emaxy la P en el medio de 500 mg/l de DEHF, y para
el Yexx y la gpen el medio GYE. En todos los parametros cinéticos el valor menor de

producido en el medio GYE.

Tabla 9. Pardmetros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido en

los medios que contienen DEHF

Parametros Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)
500 1000
Emax (U/) 1832¢ 3472.4b 4765.62
(104.4) (98.9) (102.1)
Yex (U/gX) 352.98P 531.76¢ 619.712
(54.2) (31.9) (12.8)
P (U/gX/h) 5.87¢ 12.05 24.822
(0.4) (3.3) (2.0)
ap (U/gX/h) 7.41b 11.692 11.152
(0.05) (0.067) (0.08)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.7.2. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido

en los medios que contienen DBF

F. culmorum mostro a mayor Emax, Yeixy P en el medio conteniendo 1000 mg/l de
DBF seguido del medio de 500 mg/l de DBF y el valor mas pequefio para estos
parametros se presento en el medio GYE (Tabla 10). En el caso de la gp el valor
mayor se presentd en el medio de 500 mg/l de DBF, seguido del medio de 1000 mg/I

de DBF y del medio GYE, siendo el medio donde se mostro el valor de gy, menor.

Tabla 10. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido en

los medios que contienen DBF

Parametros Medio de cultivo
GYE DBF (mg/l)
500 1000
Emax (U/l) 1832¢ 3147.09° 3704.662
(104.4) (102.5) (86.4)
Yex (UlgX) 352.98¢ 494.8P 514.52
(54.2) (31.9) (10.5)
P (U/gX/h) 5.87¢ 18.73° 38.592
(0.4) (0.51) (0.9)
ap (U/gX/h) 7.54¢ 29.482 7.71b
(0.05) (1.01) (0.09)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.7.3. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contienen DEHF

En la Tabla 11 se muestran los parametros cinéticos de produccion de enzimas
esterasas producidas por F. culmorum crecido en los medios GYE, 500 mg/l de DEHF
y 1000 mg/l de DEHF. F. culmorum mostré la mayor la mayor produccion de Emax, Yesx,
ge Y P en el medio conteniendo 1000 mg/I de DEHF, seguidos en el medio de 500 mg/I

de DEHF. La menor produccion de Emax, Yex, Qp Y P se observo en el medio GYE.

Tabla 11. Pardmetros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contienen DEHF

Parametros Medio de cultivo
GYE DEHF (mg/l)
500 1000
Emax (U/) 3754.3¢ 6772.7° 12645.02
(205.4) (238.9) (216.8)
Yex (U/gX) 1106.0¢ 1319.2P 2582.02
(92.5) (35.1) (96.0)
P (U/gX/h) 21.8¢ 94.1b 117.12
(0.4) (3.3) (2.0)
ap (U/gX/h) 58.6¢ 61.5° 207.72
(4.2) (7.4) (72.1)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.7.4. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contienen DBF

En la Tabla 12 se muestran los parametros cinéticos de produccion de enzimas
esterasas producidas por F. culmorum crecido en los medios GYE, 500 mg/l de DEHF
y 1000 mg/l de DEHF (Tabla 12). F. culmorum mostré la mayor la mayor produccion
de Emax, Yeix, gp Y P en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF, seguidos en el
medio de 500 mg/l de DEHF. La menor produccion de Emax, Yex, gp Y P se observo

en el medio GYE (Tabla 12).

Tabla 12. Pardmetros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido en

los medios que contienen DBF

Parametros Medio de cultivo
GYE DBF (mg/l)
500 1000
Emax (U/1) 3754.3¢ 7950.6° 8498.02
(205.4) (40.3) (258.7)
Yex (U/gX) 1106.0° 1581.6° 1977.12
(92.5) (74.6) (106.8)
P (U/gX/h) 21.8¢ 390 50.62
(0.1) (0.03) (0.002)
gp (U/gX/h) 58.6¢ 153.0° 164.82
(4.2) (13.4) (14.9)

Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa (p<0.05).
NUmeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas en
el experimento.
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7.8. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF

7.8.1. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF por P. ostreatus

La Figura 22 muestra el porcentaje de biodegradacion de DEHF durante el cultivo y la
concentracion de DEHF (transformacion log) graficada contra el tiempo. Esta grafica
fue usada para determinar la constante de biodegradacion de primer orden de DEHF.
P. ostreatus fue capaz de degradar un 93.83% de la concentracion inicial (1000 mg/l)
después de las 336 h de incubacion. En el caso del medio de cultivo conteniendo 500
mg/l de DEHF, se degrado el 94.65% después de las 336 h de incubacion (Fig. 22a).
La constante de biodegradacion (k) fue de 0.0081 h-t y 0.0083 h-! para 1000 y 500 mg/I
de DEHF, respectivamente (Fig. 22b). La k fue similar en ambas concentraciones de
DEHF, y no se observo inhibicion del crecimiento fungico en ninguna de las dos

concentraciones.
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Fig. 22. Porcentaje de biodegradacion de DEHF por F. culmorum (a) y concentracion

de DEHF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k

(b). Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de DEHF.
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7.8.2. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF por F. culmorum

La Figura 23 muestra el porcentaje de biodegradacion de DEHF durante el cultivo y la
concentracion de DEHF (transformacion log) graficada contra el tiempo. Esta grafica
fue usada para determinar la constante de biodegradacién de primer orden de DEHF.
F. culmorum fue capaz de degradar un 99% de la concentracion inicial (1000 mg/l)
después de 144 h de incubacion. En el caso del medio de cultivo conteniendo 500 mg/l
de DEHF, se degraddé el 93% y cerca del 98% del DEHF dentro de las 84 y 144 h de
incubacion, respectivamente (Fig. 23a). La constante de biodegradacion (k) fue de
0.0242 h''y 0.0241 h! para 1000 y 500 mg/l de DEHF, respectivamente (Fig. 23b). La
k fue similar en ambas concentraciones de DEHF, y no se observo inhibicién del

crecimiento fangico en ninguna de las dos concentraciones.
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Fig. 23. Porcentaje de biodegradacion de DEHF por F. culmorum (a) y concentracion
de DEHF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k

(b). Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de DEHF-.

7.9. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DBF

7.9.1. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DBF por P. ostreatus

La Figura 24 muestra el porcentaje de biodegradacion de DBF durante el cultivo y la
concentracion de DEHF (transformacioén log) graficada contra el tiempo. Esta grafica

fue usada para determinar la constante de biodegradacion de primer orden de DBF. P.
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ostreatus fue capaz de degradar un 85.2% de la concentracién inicial (1000 mg/l)
después de las 336 h de incubacion. En el caso del medio de cultivo conteniendo 500
mg/l de DBF, se degrado el 99.73% después de las 336 h de incubacion (Fig. 24a). La
constante de biodegradacion (k) fue de 0.0059 h''y 0.0171 h! para 1000 y 500 mg/I
de DBF, respectivamente (Fig. 24b). La k fue similar en ambas concentraciones de
DEHF, y no se observo inhibicion del crecimiento fungico en ninguna de las dos

concentraciones.
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Fig. 24. Porcentaje de biodegradacién de DBF por P.ostreatus (a) y concentracion de
DBF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k (b).

Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de DBF.

75



7.9.2. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DBF por F. culmorum

La Figura 25 muestra el porcentaje de biodegradacion de DBF durante el cultivo y la
concentracion de DBF (transformacion log) graficada contra el tiempo. Esta gréfica fue
usada para determinar la constante de biodegradacion de primer orden de DBF. F.
culmorum fue capaz de degradar un 99% de la concentracién inicial (1000 mg/l)
después de 180 h de incubacion. En el caso del medio de cultivo conteniendo 500 mg/l
de DBF, se degradd cerca del 98% del DBF dentro de las 216 h de incubacion,
respectivamente (Fig. 25a). La constante de biodegradacion (k) fue de 0.0231 hty
0.0164 h! para 1000 y 500 mg/l de DBF, respectivamente (Fig. 25b). No se observé

inhibicion del crecimiento fungico en ninguna de las dos concentraciones.
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Fig. 25. Porcentaje de biodegradacién de DBF por F. culmorum (a) y concentracion de

DBF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k (b).

Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de DBF.

7.10. Ruta de degradacion del DEHF

7.10.1. Ruta de degradacion de DEHF por P. ostreatus

Se propone que la ruta de biodegradacion de DEHF procede de la hidrdlisis de DEHF

con la formacion de MEHF, etanol y hexanal. EIl MEHF es metabolizado probablemente

a acido ftalico por accion de la enzima esterasa en una reaccion de desesterificacion.

Por otro lado, el etanol por una reaccion de oxidacion es metabolizado a acetaldehido.
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Finalmente, el acetaldehido es metabolizado por una reaccion de oxidacion a acido

acético (Fig. 26).
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Fig. 26. Ruta de biodegradacién propuesta de DEHF por P. ostreatus. Las lineas

punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS.

7.10.2. Ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum

Los compuestos identificados por GC/MS se muestran en recuadros con lineas
punteadas, el resto de los compuestos fueron propuestos para elaborar la ruta de

biodegradacion (Fig. 27). Se propone gue la ruta de biodegradacion de DEHF procede
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de la hidrolisis de DEHF con la formacion de MEHF. El MEHF es metabolizado
probablemente a acido 6-etil-4-oxodec-2-enoico (EOEA) a través del rearreglo de
McLafferty en el cual se libera ciclobutadieno después de la escision del anillo
aromatico. EOEA es hidrogenado con la formacién de acido 2,3-dihidroxibutanedioico
(DHBA). Se sugiere para este paso la accion combinada de una esterasa y una
hidroxilasa. Después, el DHBA se metaboliza a 2,3-dihidroxibutanedial (DHB) por la
accion de una aldosa reductasa. Posteriormente, el DHB se reduce a 1,2,3,4-
butanetetrol (BTT) por la accion de una reductasa. Finalmente, el BTT es metabolizado

a 2,3-butanediol (BD) por una reaccion de hidrogenacién/reduccion (Fig. 27).
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Fig. 27. Ruta de biodegradacion propuesta de DEHF por F. culmorum. Las lineas

punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS.

80



7.11. Ruta de degradacion del DBF

7.11.1 Ruta de degradacién de DBF por P. ostreatus

La biodegradacién de DBF se puede dar por una reaccion de desesterificacion por
accion de la enzima esterasa para formar MBF y butanol. Por un lado, el MBF se
metaboliza a acido ftalico (AF) a través de una hidrdlisis del éster del MBF. Por otro
lado, el butanol por una reaccion de oxidacion se convierte a butiraldehido. El
butiraldehido se convierte a acido butirico por una reaccién de oxidacion. El acido
butirico se metaboliza a 4cido acético por una reaccion de hidrolisis. Posteriormente,

el 4cido acético se metaboliza completamente en CO2 y Hz (Fig. 28).
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7.11.2. Ruta de degradacion de DBF por F. culmorum

El DBF por un impedimento estérico de los a4tomos de oxigeno de los carbonos
carbonilos en una reaccion de demetilacion por accion de la isomerasa se puede
convertir a 2-metylbutylpropyl ftalato (MBFF). Después, el MBFF es metabolizado por
una hidrdlisis enzimatica del éster de MBFF para formar a acido ftalico (AF) por accion

de una esterasa ocurriendo una desesterificacion (Fig. 29).

Por otro lado, la biodegradacion de DBF se puede dar también por una hidrélisis
enzimatica del éster del DBF con la formacion de MBF. El MBF se metaboliza a AF a
través de una hidrdlisis del éster del MBF. El &cido ftalico se convierte en dos
compuestos diferentes por una reaccion de Anti Diels-Alder y por un efecto de
resonancia de los electrones. Por una parte, a) el AF se convierte a (1Z, 32)-1,4-
dihidroxibuta-1,3-diene-1,4-diolato (DHDD) por un efecto de resonancia de los
electrones. El DHDD por un efecto de resonancia de los electrones de la molécula y
un efecto de resonancia se convierte a acido fumarico. Posteriormente, el acido
fumarico podria entrar al ciclo del acido citrico para ser metabolizado completamente

a COzy agua (Fig. 29).

Por otra parte, b) el AF por una reaccion de Anti Diels-Alder se convierte a But-1-en-
yne (BEYNE). EI BEYNE se convierte a (2Z)-2-butene-1,4-diol (ZBD) por una
oxidacion. ElI ZBD se convierte en (2Z)-but-2-enedial (ZBDIAL) por una reaccion de

oxidacion. El ZBDIAL se convierte a acido malico (MA) por una reaccion de oxidacion.
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Posteriormente, el acido malico podria entrar al ciclo del acido citrico para ser

mineralizado completamente a CO2 y agua (Fig. 29).
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Fig. 29. Ruta de biodegradacion propuesta de DBF por F. culmorum. Las lineas

punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS.
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8. DISCUSION

Cordoba-Sosa et al. (2014a) evaluaron el crecimiento de P. ostreatus en un medio que
contenia glucosa, extracto de levadura y sales minerales mas la adicién de 750, 1200
y 1500 mg/l de DEHF. Encontraron que conforme incrementaba la concentracion del
DEHF aumentaba la produccién de la biomasa, teniendo que la mayor Xmax obtenida
por P. ostreatus fue de 8.41 g/l y una p de 0.053 h't. En la presente investigacion se
utilizé el mismo medio de cultivo que Cérdoba-Sosa et al. (2014a), al mismo pH inicial
de crecimiento como testigo positivo para el crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum.
Sin embargo, se obtuvo una Xmax en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF menor
ala reportada por Cordoba-Sosa et al. (2014a). Tlecuitl-Beristain et al. (2008) utilizaron
una cepa diferente de P. ostreatus, y lo crecieron en un medio de cultivo suplementado
con sulfato de amonio a un pH inicial de crecimiento de 6.0. Obtuvieron valores de [
de 0.02 h'l y una Xmax de 7.8 g/l. Téllez-Téllez et al. (2008) crecieron P. ostreatus en
fermentacion liquida y sélida utilizando un medio de cultivo suplementado con extracto
de levadura a pH inicial de crecimiento de 6.5. Observaron valores de p de 0.022 y
0.033 h, respectivamente. La Xmax fue de 5.5 y 4.5 g/l para la fermentacion liquida y
sélida, respectivamente. En la presente investigacion se utilizo el mismo medio de
cultivo y pH inicial de crecimiento empleado por Téllez-Téllez et al. (2008) y se
encontro, al igual que lo reportado por Tlecuitl-Beristain et al. (2008), valores similares
de py Xmaxen P. ostreatus crecidos en los medios conteniendo 500 mg/l de DEHF y

1000 mg/l de DEHF, respectivamente. Para P. ostreatus, la biomasa aumentaba
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conforme aumentaba la concentracion de ftalato. Sin embargo, los valores obtenidos
en estos medios de cultivo para este hongo fueron mayores a los reportados por Téllez-
Téllez et al. (2008). Aguilar-Alvarado et al. (2015) estudiaron el crecimiento de varios
hongos filamentosos sobre agar adicionado con diferentes concentraciones de DEHF,
estos autores reportaron que conforme aumentd la concentracion del compuesto
incremento la produccion de la biomasa, siendo el hongo F. culmorum el que produjo

la mayor biomasa en el medio de 1500 mg/l de DEHF.

Téllez-Téllez et al. (2012) evaluaron el consumo de glucosa por P. ostreatus crecido
en medio liquido, utilizando el medio GYE que se utilizé en la presente investigacion,
encontrando que la cepa de P. ostreatus consume en su totalidad la glucosa a las 300
h de fermentacién. En la presente investigacion, el consumo de glucosa (medio GYE)
ocurre a las 300 h de fermentacién, al igual que lo reportado por Téllez-Téllez et al.
(2012), sin embargo, en los medios que contenian DEHF y DBF, el consumo de la
glucosa se observé de manera mas lenta conforme aumentaba la concentracion de

ftalato.

Ahuactzin-Pérez et al. (2014) reportaron que el pH de los medios de cultivo
conteniendo sales minerales mas la adicibn de ftalatos disminuyeron conforme
trascurre la fermentacion liquida, debido a la formacién de acidos hexadecanoicos y
octadecanoicos. Diaz et al. (2013) reportaron que el pH de los cultivos de P. ostreatus
conteniendo glucosa, extracto de levadura y sales minerales, se mantuvieron al mismo
pH con respecto al pH inicial de crecimiento o se aumentardn mientras trascurrieron

los dias de fermentacion debido a la formacién de compuestos aminados con carga
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negativa permitiendo la formacion de grupos OH en los medios. Con respecto al pH,
en la presente investigacion, se observd que en los cultivos de P. ostreatus
conteniendo ftalatos, el pH disminuyé conforme transcurrieron los dias de
fermentacion. El pH de F. culmorum incrementaron en los medios con adicion de los
ftalatos. P. ostreatus es un hongo lignoceluldsico, excelente productor de enzimas
lacasas, por lo que necesita disminuir su pH para que estas enzimas puedan realizar
sus acciones cataliticas, debido a que muestran mayor actividad enzimatica a pH

acidos (Diaz et al. 2011b; Diaz et al. 2013).

Existen enzimas implicadas en la degradacion de ftalatos, estas enzimas acttan en
diferentes niveles de la degradacion. Hwang et al. (2012) reportaron la presencia de
esterasas y lacasas como principales enzimas involucradas en la degradacion de BBF
por P. ostreatus, mostrando valores de actividad de esterasas superiores a los de
lacasas. Mientras que Tanaka et al. (2000) reportaron que la presencia de lacasas en
la degradacion de ésteres de ftalato es indispensable para la ruptura del anillo
aromatico, posterior a la ruptura del enlace éster por accion de las esterasas. Diaz et
al. (2011) evaluaron diferentes parametros cinéticos de produccion (Emax, Yeix, P y la
gp) en diversas cepas del género Pleurotus crecido en dos diferentes medios de cultivo;
uno con la adiccion de Cu y otro sin la adicion de Cu. Observaron que en el medio de
cultivo conteniendo Cu, la cepa de P. ostreatus 83 mostr6 valores mayores en los
parametros cinéticos de produccion de la enzima lacasa. En la presente investigacion,
comparada con el estudio previamente mencionado, se observd que la cepa de P.

ostreatus usada en este estudio, en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF obtuvo
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el doble de la produccion de lacasas y de los parametros cinéticos de produccion de
la enzima. Cdérdoba-Sosa et al. (2014b) estudiaron el crecimiento y produccion
enzimatica de lacasas y esterasas de P. ostreatus crecido sobre diferentes
concentraciones de DEHF. Reportaron que los parametros cinéticos de crecimiento y
de produccién son mayores en el medio que contiene la mayor concentracion de
DEHF, al igual que lo reportado en esta investigacion. Yeo et al. (2008) evaluaron el
incremento de la produccion de la enzima lacasa de P. tremellosa (hongo
basidiomiceto) crecido sobre diferentes disruptores endécrinos: DEF, BBF y BFA. En
este estudio observaron mayor actividad de lacasas en el medio que contenia BFA.
Asimismo, en el presente trabajo, se encontré mayor actividad de lacasas en el medio

conteniendo 1000 mg/l de DEHF para el hongo P. ostreatus.

Cérdoba-Sosa et al. (2014a) evaluaron la actividad de enzimas esterasas del hongo
P. ostreatus en diferentes concentraciones de DEHF, observaron que en el medio que
contenia 1500 mg/l de DEHF presenté la mayor actividad de enzimas esterasas y esta
produccioén fue durante la fase estacionaria de crecimiento. Gonzélez- Marquez et al.
(2015) evaluaron la actividad enzimatica de esterasas del hongo L. edodes
desarrollado en diferentes medios de cultivo con diferentes concentraciones de DEHF
(750, 1200 y 1500 mg/l), L. edodes presenté mayor actividad de esterasas en el medio
con 1500 mg/l de DEHF. En la presente investigacion, se observd que F. culmorum
presento la mayor actividad de esterasas en los medios de 1000 mg/l de DEHF y 1000
mg/l de DBF y conforme aumentaba la concentracion de los compuestos aumentaba

la produccién de la enzima. Lo que nos permitid6 sugerir que ninguno de estos
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compuestos inhibié la produccion de esterasas. DEHF y DBF participan como
inductores de estas enzimas, debido a que las células de estos hongos reconocen

estos compuestos activando la expresion de algunas isoformas de esterasas.

Hwang et al. (2008, 2012) evaluaron la biodegradacion de 100 mg/l de DMF, DEF y
BBF/I, respectivamente, utilizando diferentes cepas de hongos, incluyendo P.
ostreatus. Observaron que, a los 6 dias de crecimiento, el hongo P. ostreatus fue capaz
de degradar el 100% de los tres ftalatos utilizados. Zhu-Hua et al. (2011) estudiaron la
biodegradacion de 100 mg/l de DMF, Dimetil isoftalato (DMI) y Dimetil tereftalato (DMT)
utilizando el hongo Trichosporon sp. DMI-5-1. Observaron que este hongo fue capaz
de degradar 75.52 % de los tres ftalatos a las 576 h de incubacion. Lee et al. (2007)
reportaron que el hongo de pudricién blanca Polyporus brumalis, es capaz de degradar
cerca de 350 mg/l de DBF dentro de las 288 h de crecimiento. Begum et al. (2003)
evaluaron la biodegradacion de 0.5 mg/l de DEF, DBF y BBF, respectivamente, en
medio liquido utilizando Saccharomyces cerevisiae. Observaron que, a las 72 h de
crecimiento, el hongo fue capaz de degradar el 96% de DBF, 90% de BBF y 62% de
DEF. Estos autores no reportaron compuestos como productos de degradacion de
estos ftalatos. Ji-Young et al. (2006) estudiaron la biodegradacion de Dipentil ftalato
(DPF) en medio liquido a una concentracion de 5000 mg/l de DPF. Reportaron que, a
las 10 h de crecimiento, el hongo F. oxysporum fue capaz de degradar el 80% de ftalato
utilizado. Wen et al. (2014) reportaron que la cepa de Arthrobacter sp. fue capaz de
degradar 20 mg/l de DEHF y la tasa de degradacion alcanzo aproximadamente 52%

después de las 72 h de incubacion. El porcentaje de biotransformacion de DEHF por
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Sphigomonas sp. y Corynebacterium sp. fue de 11.5 y 11.2 %, respectivamente (con

una concentracion inicial de 5 mg/l) a las 168 horas (Chang et al. 2004).

Kim et al. (2007) reportaron que la enzima purificada cutinasa de F. oxysporum
descompone cerca del 70 % de dihexil ftalato (DHF) (con una concentracion inicial de
10 mg/l) dentro de la 4.5 h, mientras que la enzima comercial de esterasa (de Candida
cylindracea) degrada aproximadamente el 10% de la concentracion inicial de DEHF
después de 3 dias de tratamiento. Kim et al. (2003) también estudio la degradacion de
DEHF (500 mg/l) usando una enzima cutinasa purificada (de F. oxysporum) y la enzima
comercial esterasa (de C. cylindracea) encontrando que el 70% inicial de DEHF fue
descompuesto por la enzima cutinasas dentro de la 2.5 h, pero solo el 15%
aproximadamente de DEHF fue degradado por la enzima esterasa dentro de los 3 dias.
En la presente investigacion, se reporté que P. ostreatus fue capaz de degradar el
93.83 % y 94.65 % de la concentracion inicial de 1000 y 500 mg/l de DEHF,
respectivamente, después de las 336 h de fermentacién. De igual manera, P. ostreatus
degrado el 85.2 % y 99.73 % de 1000 y 500 mg/l de DBF, respectivamente. F.
culmorum degrado el 99 % y 98 % de 1000 y 500 mg/l de DEHF, respectivamente, a

las 144 h de fermentacion.

En el caso de DBF, el hongo fue capaz de degradar 99 % y 98 % de la concentracion
inicial de 1000 y 500 mg/lI de DBF, respectivamente. Hu et al. (2015) reportaron una k
de 0.026 hten 100 mg/l de DBF empleando un biorreactor de bioestimulaciéon en el
cual crecieron Micrococcus sp. Gao y Chi (2015) estudiaron la biodegradacion de 2000

mg/l de DBF empleando las microalgas Cylindrotheca closterium, Dunaliella salina y
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Chaetoceros muelleri, obteniendo una k de 0.0169 h', 0.0035 h! 0.0034 ht,
respectivamente. Gavala et al. (2003) reportaron la k, de una concentracién mayor da
150 mg/l de DEHF presente en lodos activados, empleando un digestor anaerdbico
mesofilo, obteniendo una k de 0.0035 d* y 0.0359 d. Estos autores reportaron que
ftalatos de alto peso molecular, como DEHF, no son biodegradados bajo condiciones
metanogénicas. Xu et al. (2005) reportaron una k de 0.028 y 0.048 hten 2.5y 10 mg/l
de DBF utilizando la bacteria Pseudomonas fluorescens B-1. En el presente estudio,
se reporté una k de 0.024 h-ty 0.24 h-1 en 1000 y 500 mg/l de DEHF, respectivamente;
y 0.023 h'1y 0.016 h** en 1000 y 500 mg/I de DBF respectivamente, utilizando el hongo
F. culmorum. P. ostreatus mostré una k en 1000 y 500 mg/l de DEHF fue de 0.0081 h-
1y 0.0083 h't, respectivamente. P. ostreatus mostr6é una k de 0.0059 h-*y 0.017 h-t en

los medios conteniendo 1000 y 500 mg/l de DBF, respectivamente.

Zhu-Hua et al. (2011) estudiaron la biodegradacién de 100 mg/l de DMF, Dimetil
isoftalato (DMI) y Dimetil tereftalato (DMT) utilizando el hongo Trichosporon sp. DMI-
5-1. Encontraron como productos de degradacion, monometil isoftalato (MMI),
monometil ftalato (MMF), monometil tereftalato (MMT) y AF. Lee et al. (2007)
reportaron DBF por una reaccion de transesterificacion puede convertirse a DEF y
posteriormente a AF anhidro. Asimismo, el DBF, por una reaccion de desesterificacion
se puede convertir a MBF y posteriormente a AF anhidro. Estos productos de
degradacion se identificaron utilizando la técnica de GC-MS. En el presente estudio,
utilizando la técnica de GC-MS y el modelo de quimica cuantica, se encontraron los

intermediaros empleados para proponer la ruta de degradacion de DEHF y DBF. Se
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reportaron los productos de la degradacion empleados para proponer la ruta de
degradacion de ambos ftalatos por P. ostreatus, teniendo que el DEHF se convirtio en
MEHF, AF, etanol y hexanal. EI DBF se transformo6 en MBF, butanol y AF. P. ostreatus
fue capaz de mineralizar el DBF a CO2 y Hz. Para F. culmorum, se sugirié que el DEHF
se transforma a MEHF y posteriormente a un intermediario de la fermentacion
butanedidlica. Por su parte, el DBF fue biodegradado en MBF y posteriormente, en

intermediarios del ciclo de Krebs.

9. RESUMEN DE RESULTADOS

o P. ostreatus utilizé concentraciones de DEHF como fuente de carbono y
energia.

o P. ostreatus degraddé el 85.2 % de la cantidad inicial de DBF (1000 mg/l)
después de las 336 h de crecimiento y el 99.73 % de 500 mg/l de DBF a las 336 h de
incubacion.

o F. culmorum fue capaz de degradar el 95 % de la cantidad utilizada de DEHF
(1000 mg/l) dentro de las 60 h de su crecimiento.

o F. culmorum utilizé altas concentraciones de DBF como fuente de carbono y
energia (degradd cerca del 100% a las 180 h de crecimiento).

o P. ostreatus y F. culmorum mostraron alta actividad de lacasas y esterasas en
los medios de cultivo probados.

o P. ostreatus mostré mayor produccion y actividad de lacasas en el medio

conteniendo 1000 mg/l de DEHF.
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F. culmorum mostré mayor produccion y actividad de esterasas en el medio
conteniendo 1000 mg/l de DEHF.

P. ostreatus metaboliz6 rapidamente DEHF a acido ftalico, acido acético y
hexanal. Y el DBF fue metabolizado a &acido ftalico y &cido acético. Este,
posteriormente, lo mineralizd6 completamente a CO2 y Ha.

El hongo F. culmorum fue capaz de metabolizar rapidamente DEHF obteniendo
como producto final butanediol y el DBF fue metabolizado a &cido fumarico y

acido malico.

P. ostreatus y F. culmorum ofrecen un gran potencial en la biorremediacién de
lugares contaminado con DEHF y DBF.

Este trabajo es el primer estudio en el que se propone una ruta de degradacion,
empleando quimica cuéantica, de DEHF y DBF por hongos filamentosos

utilizando elevadas concentraciones de estos plastificantes.

10. CONCLUSION

P. ostreatus mostré la mayor Xmax €n el medio de cultivo con mayor cantidad de grupos
carbono, la produccién de biomasa para ambas cepas es directamente proporcional al
incremento de la concentracion de ftalato. La mayor actividad especifica de lacasas la
mostro P. ostreatus debido a que es un hongo naturalmente lignolitico, sin embargo,
F. culmorum fue el hongo que produjo mayor actividad de enzimas esterasas. La

mayor produccion de ambas enzimas se presentd en los medio con mayor
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concentracion de los compuestos y disminuyé conforme disminuye la concentracion
del respectivo compuesto. Estos resultados nos permiten sugerir que tanto las enzimas
lacasas como las esterasas podrian ser inducidas con la presencia de este tipo de

compuestos.

Los metabolitos formados durante la degradacion corresponden a los perfiles del pH
que muestra el hongo durante su crecimiento ya que los monoésteres de estos son de
caracteristicas acidas. F. culmorum mostro la mejor tasa de degradacion de DEHF y
DBF gracias al sistema esterolitico que presenta, sin embargo, P. ostreatus mineralizé
por completo ambos compuestos. Las enzimas esterasas estan directamente
involucradas en la degradacion de éste tipo de compuestos por lo que se sugiere que
pueden ser empleadas en procesos de biorremediacién de sitios contaminados por

esteres del acido ftalico.
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en medio liquido

Cabe mencionar dque la aprobacidén tiene un valor de 45 créditos y el programa
consta de 435 créditos.

El jurado del examen ha tenido a bien otorgarle la calificacion de:

Bgroear

JURADO

Presidente Secretario

DR. OCTAV.

Vocal

AN
{/

DR. LUIS ENRIQUE GOMEZ QUIROZ

.
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