


USEVERSHIAD AUTITRONA O TLAX AN

Universidad Autonoma de Tlaxcala

Posgrado en Ciencias Biologicas

Analisis de la degradacion de bisfenol-a por un consorcio
fungico de Aspergillus crecido en fermentacion
sumergida.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

Marcia Torres Hernandez

Comité Tutoral

Dra. Miriam Ahuactzin Pérez
Dra. Dora Luz Corona Quintanilla
Dr. Julio César Morales Medina
Dra. Leticia Bucio Ortiz

Tlaxcala, Tlax. Octubre, 2021




HOJA DE FINANCIAMIENTO

El presente proyecto de tesis fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia a
través del apoyo recibido en la beca CONACYT (1007872) en la Maestria en Ciencias
Bioldgicas registrada en el Programa para el Fortalecimiento del  Posgrado Nacional, Padrén
Nacional de Posgrado; realizada en las inmediaciones del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta de la Universidad Auténoma de Tlaxcala, Unidad periférica del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autdnoma de México.



Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta (CTBC)
Doctorado en Ciencias Biologicas

}- g I Universidad Auténoma de Tlaxcala
Proceso: Posgrado CTBC

Cadigo 503-RGE-

Revision 03

Registro: Carta Autorizacion de Impresion de Tesis

COORDINACION MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS UNIVERSIDAD

AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del proyecto de tesis que Marcia Torres
Hernandez realiza para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias Biologicas, expresamos
que, habiendo revisado la version final del documento de tesis, damos la aprobacion para que
ésta sea impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevara es “Analisis
de la degradacion de bisfenol A por un consorcio fungico de Aspergillus crecido en

fermentacion sumergida”.

Sin otro particular, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENT E TLAXCALA, TLAX,
SEPTIEMEBRE 24 DE 2021

|
e

Ll
L

DR. JULIO CESAR MORALES MEDINA

77 g

DR. JORGE RODRIGUEZ ANTOLIN
RODRIGUEZ

e
e S A

M.EN C. GEORGINA PEREZ MONTIEL

)
/f AR M\uac}n N |

DRA. MIRIAM AHUACTZIN PEREZ

[ L AL

DRA. MARGARITA CERVANTES

Documento exclusivo para uso de la dependencia responsable o autoridad

Pégina: ldel




AGRADECIMIENTOS

Al posgrado en Ciencias Bioldgicas del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala por la oportunidad de realizar mi proyecto de tesis inscrita

en su programa de estudios.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por brindarme la beca de maestria durante los

dos afios de desarrollo de mi proyecto.

A los miembros de comité tutoral que en cada momento me brindaron la atencion y me
compartieron de los conocimientos necesarios para desarrollar y concluir de forma pertinente

mi proyecto de tesis.

Agradezco a mis codirectoras, a la doctora Miriam Ahuactzin Pérez y a la doctora Dora Luz

Corona Quintanilla por la oportunidad de desarrollar un proyecto de interés ambiental y social.

De la misma manera agradezco a mis tutores a la doctora Leticia Bucio Ortiz de la Universidad
Auténoma Metropolitana por brindarme los nuevos conocimientos que sentaron las bases para
futuros proyectos de tesis que me gustaria desarrollar y al doctor Julio Cesar Morales Medina
que ayudo de manera fundamental a que el proyecto tuviera el enfoque biotecnoldgico que

requeria.



AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

Agradezco en primer lugar a todo el Laboratorio de Biologia experimental de la licenciatura
en Biologia de la Universidad Auténoma de Tlaxcala por permitirme realizar todas mis
actividades experimentales en la instalacion y a todos los alumnos, colegas y docentes que me

brindaron su apoyo para poder concluir en tiempo y forma todo mi proyecto.

Agradezco a la doctora Miriam Ahuactzin Pérez por continuar siendo mi directora y amiga
durante todo este proyecto, por brindarme todo el apoyo académico y personal desde hace 6

afos. Agradezco la oportunidad de continuar siendo su alumna.

Agradezco al maestro en ciencias José Luis Torres Garcia por todo el apoyo brindado durante
las actividades experimentales de este proyecto, por brindarme conocimientos nuevos que

ayudaron de forma extraordinaria al desarrollo de todo mi proyecto.

Agradezco a mis comparieros de maestria y de laboratorio, a Ruben, Amirani, Alanzy, Julio y
Abraham que me apoyaron en actividades experimentales siempre, asi como en la formacion

para la presentacion de mi proyecto, agradezco también de forma infinita su amistad.

De la misma forma agradezco al resto del equipo del Laboratorio de Biologia Experimental
por toda la disponibilidad siempre.

Agradezco a mis amigos y amigas, Nancy, Josué, Briseyda y Michel que me acompafiaron
durante este proceso, de manera constante 0 no tan constante. Agradezco su amistad y su
presencia en mi vida, ustedes son parte fundamental de mi crecimiento escolar y social, espero

me acomparien en este y mil logros mas. Los quiero muchisimo.

Por ultimo y no menos importante agradezco a mi mejor amiga, Isabel que me ha acompafiado
en momentos tristes, dificiles y felices, agradezco infinitamente ti presencia en mi vida, eres
todo lo opuesto que necesito para complementarme al 100 por ciento. Agradezco que te hayas
quedado junto a mi brindandome tu compafiia en todo lo que implicé la maestria y los afios que
llevamos creciendo juntas, reimos y lloramos mucho, pero juntas y te agradezco mucho por eso.

Quédate siempre, eres mi persona. Te amo con la vida.



DEDICATORIA

A mis padres que son mi principal motor para culminar cada una de las metas en mi vida, les
dedico este logro con todo el amor del mundo, les agradezco infinitamente por todo lo que me
han brindado y por la familia perfecta que tengo y amo con el alma, seran siempre mi mayor
inspiracion.

A la mejor compariera de vida que pude tener, mi hermana Diana le dedico con todo mi amor
este logro porque ella me inspira a ser mejor cada dia. Eres por quién deseo superarme para que
te puedas sentir orgullosa, te adoro con la vida y te agradezco que seas el ser de luz que siempre

estad conmigo.

A mi hermano, Antonio por sentar las bases para que pueda con los obstaculos que la vida me

ponga enfrente. Te amo mucho.

A la persona constante en mi vida desde hace 10 afos, te dedico este logro por toda la
comprension, el amor y las experiencias que hemos pasado juntos. Agradezco tu presencia en
mi vida durante tanto tiempo y deseo sea mucho tiempo mas, acumulando logros y suefios

realizados. Te amo.

A ti, gracias por guiarme al camino del amor propio aun cuando yo no sabia que estaba lejos de
él. Te dedico este logro por todos los sentimientos que experimenté al conocerte, por todo lo
que esto influyd en mi crecimiento académico, personal y emocional. Te agradezco
infinitamente por haber cambiado mi vida y haberme ensefiado que lo méas importante es el amor
propio y la aceptacion; y que de terceras personas solo debemos aceptar todo lo bueno que

merecemos y no menos, en todos los aspectos. Gracias por coincidir conmigo en esta vida.



RESUMEN

El bisfenol A (BFA) es un compuesto organico con dos grupos funcionales de fenol, su
denominacion quimica es 4,4'-isopropilidendifenol, este compuesto es utilizado como material
de partida para la sintesis de polimeros de uso diario como policarbonatos, resinas epéxicas de
envases de alimentos, dispositivos médicos, selladores dentales, poliésteres etc.

El BFA, a pesar de tener una vida media de 2.5 a 10 dias, es considerado un compuesto
pseudo-persistente en el ambiente. Dada su capacidad de permanecer en el ambiente o ser
ubicuo, presenta una liberacion constante y migracion, lo que hace que sea considerado un
importante contaminante ambiental. De acuerdo a su proceso de produccion y a traves de la
lixiviacion de los productos finalizados, el BFA se libera al medio y, debido, a su amplio uso su
nivel de exposicion hacia los humanos se ve incrementado. Una estrategia para disminuir estos
efectos es mediante la aplicacion de técnicas de biorremediacion. La biorremediacion utiliza
organismos altamente adaptables y con la capacidad de crecer en un ambiente contaminado con
BFA, para después eliminarlo. Los organismos capaces de biorremediar son los hogos del
género Aspegillus y otros. Dos 0 mas especies de hongos pueden agruparse y generar de forma
sinérgica relaciones fungicas, denominadas consorcio fungico. Estas caracteristicas son de gran
importancia para los procesos de biorremediacion, debido a la resistencia ambiental y diversidad
metabdlica que producen los consorcios fungicos. Por ello, en esta investigacion se evaluaron
pardmetros de la formacion y crecimiento del consorcio fangico de Aspergillus con y sin BFA,
como medio éptimo para el crecimiento. Asimismo, se realizaron las pruebas de tolerancia de
BFA, la de antagonismo entre hongos, cinética de crecimiento en fermentacion sélida con cuatro
tratamientos diferentes (1. Medio de cultivo con el consorcio fungico. 2. Medio de cultivo con
BFA y el consorcio fangico. 3. Medio de cultivo con BFA. 4. Medio de cultivo) y se analizaron
las siguientes variables: tasa especifica de produccion de CO2 (um), produccion maxima de CO>
(Xméx), rendimiento de COz con respecto al sustrato (Y (X/S), pH, consumo de glucosa y
actividad maxima (Emax) de lacasas y manganeso peroxidasas (Mn-P). Los resultados mostraron
que para el crecimiento del consorcio fungico el medio de cultivo méas apto fue el segundo

(medio Toyamas). La prueba de tolerancia de BFA mostré que el valor méximo tolerable para
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el crecimiento del consorcio fue de arrojo que 200 ppm. Por su parte, con la prueba de
antagonismo se determind que A. niger 321, A. niger SCB, A. niger Mn-P y A. flavus NRRL3357
son los mejores hongos para integrar parte del consorcio fangico, debido a su capacidad de
interaccidn entre ellos. Por otro lado, la mayor tasa especifica de produccién de CO; se obtuvo
en el tratamiento 2 con un valor de 0.5969 h-1. La produccién méaxima de CO- se presento en el
tratamiento 1 con un valor de 79.359 g/L. El mayor rendimiento de CO2 con respecto al sustrato
también se presentd en el tratamiento 1 con un valor de 8.3520 gx/gs. EI pH que mostraron los
tratamientos que contenian el consorcio fangico (1 y 2) fueron de un pH inicial de 5 a un pH de
3, los 2 tratamientos restantes (3 y 4) fueron del pH inicial de 5 a un pH de 4.5. ElI mayor
consumo de azUcares es con el tratamiento 1, en el dia 8 con un valor de consumo de 6 U/L,
aproximadamente. Con respecto, a la biomasa final se obtuvieron valores mas reducidos en el
tratamiento 1 que iban de 2.301 a 2.863 g/L versus el tratamiento 2 que obtuvo valores de 2.33
a 4.117g/L. Por Gltimo, la Emaxde la enzima lacasa presente en el tratamiento 1 fue la més alta
con un valor de 168.11 U/L, asi como en la actividad mé&xima de Mn-P que también se presento
en este tratamiento con un valor de 141.81 U/L. De acuerdo a nuestros resultados se concluye
que los hongos del género Aspergillus son capaces de crecer de forma optima en el medio
Toyamas con una concentracion méaxima tolerable de 200mg/L de BFA, con base en la
comparacion de los tratamientos se sugiere que este género es capaz usar el BFA como fuente
secundaria de carbono debido al posible co-metabolismo de la glucosa con el BFA, se puede
sugerir una degradacion con la presencia y el comportamiento de las enzimas presentes en la

cinética de crecimiento.
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1. INTRODUCCION

1.1 BISFENOLES

En la industria existen compuestos utilizados como aditivos para la produccion de numerosos
productos de plasticos industriales, estos compuestos son los difenilmetanos, mejor conocidos
como bisfenoles (Caballero-Casero y Rubio 2017). Estos compuestos organicos estan formados
por dos anillos de benceno separados por un atomo de carbono central, generalmente con un
sustituyente 4-OH en ambos anillos del benceno (Hercog y cols. 2019). También, tienen la
capacidad de migrar mediante proceso de degradacion polimérica desde los productos que
forman parte del suelo, agua y humanos. Otra caracteristica de los bisfenoles, como sus
derivados, es que son androgénicos y estrogénicos, que, a través de su ingesta, estan expuestos
los humanos (Caballero-Casero y Rubio 2017).

Diversos estudios consideran a los bisfenoles disruptores endocrinos. Es decir,
compuestos quimicos heterogéneos que tienen como caracteristica de interferir y alterar la
funcién del sistema endocrino, por ejemplo, las hormonas sexuales, tiroideas, pancreaticas
(como la insulina), entre otras. Estos se pueden encontrar en paquetes de alimentos, latas,
residuos de insecticidas y mas (Dallio y cols. 2018). Muchos de estos bisfenoles son utilizados
para la elaboracion de plasticos, existen dos tipos, los termoestables que son polimeros que
solidifican de forma irreversible cuando se calienta, son usados para la resistencia y durabilidad,
asi como los termoplasticos son polimeros en los que las moléculas se mantienen unidas por
enlaces débiles, creando plasticos que se ablandan cuando se ven expuestos a temperaturas altas
y vuelven a su forma en temperatura ambiente (Halden 2010). Estos dos tipos, los termoestables
y los termoplasticos, segun sus caracteristicas, son utilizados en techos, fabricacion de vidrio,
luces de techo, sefiales de trafico, paneles protectores, en medicina y en proteccion de salud, en
cascos y gafas, esta es una razon para aumentar la produccion del mercado. Sin embargo, la alta
demanda de estos productos aumenta la contaminacion del ambiente y la exposicion en los
humanos. Se estima que 30 a 40% del plastico que se produce en el mundo es para envases que
cumplen diferentes propositos, uno en particular, elevar directamente un 12% anual la tasa de
basura pléastica (Clukey y cols. 2018).
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1.2 BISFENOL A

El compuesto organico 4,4'-isopropilidendifenol cominmente conocido como bisfenol A (BFA)
estd conformado por dos anillos de fenol conectados por un puente de metilo, con dos grupos
funcionales de metilo unidos al puente (Figura 1) (Murata 2017). Este compuesto tiene un peso
molecular de 228.29 g/cm3, es una sustancia blanca, cristalina y sélida, incoloro organico, con
un punto de fusion de 156 °C y un punto de ebullicion de 220 °C, siendo uno de los productos

quimicos con mayor volumen de disponibilidad actualmente (Tarantino y cols, 2013).

GH
HO C OH

I
CH,
Figura 1. Composicion quimica del BFA

El BFA es lipofilico y detectable en todo el mundo a niveles nanomolares en suero humano, que
que alteran el funcionamiento del sistema enddcrino de los mamiferos, entre ellos el humano
(Vandenberg y cols. 2007, Tarantino y cols. 2013). Es utilizado como material de partida para
la sintesis de polimeros que incluyen policarbonatos, resinas epoxicas de envases de alimentos,
dispositivos médicos, selladores dentales, poliésteres y como aditivo para la eliminacién del
exceso de &cido clorhidrico en la produccién de organosoles de PVC (Escalona y cols. 2014,
Aghajanpour-Mir y cols. 2016, Zhang y cols. 2011).

El BFA tiene una vida media de 2.5 a 10 dias en el ambiente; debido a ello se considera
un quimico pseudo-persistente en el ambiente y, dada, su ubicuidad de constante liberacion y
migracion es considerado un importante contaminante ambiental (US EPA, 2010). Las
principales fuentes ambientales donde se libera el BFA se clasifican como fuentes de
preconsumo y postconsumo (Corrales y cols. 2015). El BFA puede liberarse al ambiente durante
su proceso de produccion y mediante la lixiviacion de productos finalizados, debido al amplio
uso de este, el potencial con el que se expone a los humanos es alto (Ahmadkhaniha y cols.
2014).

11



ElI BFA es un compuesto que bajo ciertas condiciones puede fotodegradarse; sin embargo,
su hidrolisis en el ambiente es minima, ya que no contiene grupos funcionales que sean
susceptibles a este proceso. Por la falta de estos grupos funcionales cualquier residuo de BFA
sin reaccionar al encontrarse presente en los productos de plasticos de policarbonato o resinas
epoxi puede filtrarse en los alimentos o ambiente. De acuerdo a los datos en el Inventario de
Liberacién de Toxicos de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos, para el 2007
la liberacion total de BFA fue de 2,496,197 kg, de los cuales, 271,138 kg se liberaron al aire y
33,013 kg in situ en suelo (US EPA 2010). México se ubica como el segundo pais con mayor
concentracion de BFA en sus aguas residuales y sus concentraciones oscilan entre 148 a 9340
ng/L (Lesser y cols. 2018). La presencia ambiental del BFA desencadena una exposicion a una
gran variedad de organismos, entre los que se encuentran los humanos, ademas de que por ser
considerado un compuesto de baja 0 moderada hidrofobicidad puede llegar a bioacumularse en
ecosistemas perturbados y tiene efectos importantes, a través de diferentes vias de los diversos
organismos que forman las redes tréficas (US EPA 2010; Flint y cols. 2012). El proceso de
incremento del BFA en las redes tréficas comienza con la bioconcentracion, que se define como
la capacidad del BFA para concentrarse (aumentar progresivamente su concentracion) en células
o tejidos (Mackay y cols. 2018)

En el caso de los seres humanos, la exposicién al BFA es por via olfativa, absorcion
epidérmica e ingesta de alimentos industrializados, con empaques expuestos al BFA (Knez y
cols. 2014). Debido, a que el proceso de polimerizacién de BFA deja monémeros sin unir, las
moléculas pueden liberarse de los envases y una fraccion considerable de masa entra en contacto
con los alimentos y bebidas. Mientras, el proceso de lixiviacion se acelera por el lavado de
continuo de recipientes o el almacenamiento de elementos acidos o basicos en ellos que pueden
descomponer el polimero, esto puede referirse a botellas de agua reutilizables, biberones y
revestimientos en latas de alimentos (Halden y cols. 2010). Después de la ingesta, el BFA se
metaboliza a través de la glucuronidacion en la pared intestinal y el higado; su eliminacion es
por el filtrado glomerular, lo que hace que el compuesto tenga una vida media en el cuerpo de
aproximadamente 4-6 horas (Nicolucci y cols. 2017). EI mecanismo de accién del BFA varia,

segun la dosis, el tejido y la etapa de exposicién (Garcia y cols. 2015).
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En los adultos la ingesta promedio de BFA al dia es de 0.4 a 1.4ug BFA/kg de peso
corporal (Vandenberg y cols. 2010) y los niveles de BFA no conjugado en sangre y tejidos
humanos se encuentran en el rango de 0.1 a 10 pg/L (Halden y cols. 2010). Cuando el BFA
ingresa al organismo por via oral; éste se metaboliza en el higado y con mayor velocidad se
convierte en un metabolito muy soluble, denominado BPA-glucuronido (BPA-GLU). Una
cantidad mas pequefia de BFA, reacciona con sulfato dando lugar a BFA-Sulfato (Geens y cols.
2012). La conjugacion del BFA se considera un proceso de desintoxicacion, ya que este, se
elimina de manera eficiente por la orina. Tras la exposicion oral, el BFA libre es muy poco
biodisponible, lo que demuestra la eficacia del primer paso hepético del metabolismo del BFA
(EFSA, 2008). El BFA conjugado no presenta actividad estrogénica, por lo que cuando el BFA
es metabolizado, sélo una pequefia cantidad de BFA libre puede unirse a los receptores
estrogenicos produciendo las disrupciones hormonales y, por consiguiente, efectos adversos
(Garcia y cols. 2015)

Este compuesto quimico industrial se sintetizo por primera vez en 1891 por el quimico
ruso Aleksandr Pavlov Dianin como un estrogeno sintético y describid que tenia la eficacia de
la estrona, al estimular el aparato reproductor femenino en ratas en la década de 1930. En la
década de 1950 se conocio su uso en la fabricacion de resinas epoxi y plasticos de policarbonato.
Se ha demostrado también que el BFA es teratogénico y estrogenico (Di Donato y cols. 2017;
Salame-Méndez y cols. 2010). A dosis muy bajas de BFA en los humanos puede inducir
proliferacion de células de cancerigenas de préstata, enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2
y anomalias de enzimas hepaticas. Estas alteraciones fisioldgicas fueron encontradas en una
muestra representativa de la poblacion adulta de EE. UU (Mohapatra y cols. 2010). Estudios
actuales demuestran que el BFA tiene un nivel de actividad estrogénica, incluso a dosis bajas
de 0.23 pg/mL en cultivo, lo que estaria relacionado con el aumento en la proliferacion de células

cancerosas Y toxicidad (Escalona y cols. 2014).

1.2.1 DISRUPCION ENDOCRINA DE BFA

Existen hormonas como los estrégenos, androgenos, glucocorticoides, insulina, tiroideas, ente

otras, que controlan o influyen en el funcionamiento de tejidos y érganos involucrados en el
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metabolismo y el peso corporal (Nahar y cols 2012). Una cantidad considerable de
contaminantes ambientales 1lamados “quimicos disruptores endocrinos” tienen la capacidad de
interferir o imitar las funciones de las hormonas enddgenas (Lama y cols. 2019). Existen
distintos componentes fendlicos que son compuestos de alteracion endocrina (Yamamoto y cols.
2001). Este tipo de disruptores producen un efecto de manera diversa, debido a que su estructura
quimica, es similar a la de una hormona enddgena, mimetiza su funcién y se une al receptor en
las células blanco. Al unirse a €l puede llevar a cabo su funcién bioldgica, como cambiar o
bloquear las funciones hormonales, causando efectos adversos en el desarrollo, reproduccion,
neurologia, dafio cardiovascular, metabdlico e inmune en los humanos (Lama y cols. 2019). Por
lo tanto, la hormona no realiza un efecto benéfico ya que su receptor esta ocupado por el
“xenobiodtico intruso”. Estos disruptores, también, pueden inhibir la accion enzimética
involucrada en el proceso de inactivar a las hormonas e impedir su eliminacion por el sistema
excretor (Salame-Méndez y cols. 2010). También, interfieren con la inactivacion y eliminacion
de la hormona enddgena al unirse débilmente a varios receptores de esteroides incluyendo los
estrogénicos alfa y beta (ER a y B) y los de la hormona tiroidea (Nahar y cols 2012).

El BFA es considerado como un producto quimico con potencial estrogénico y efectos
significativos a dosis bajas en animales experimentales, incluidos los efectos adversos en los
niveles sanguineos dentro y por debajo de los niveles promedio en sangre humana (Mohapatra
y cols. 2010). Esto es, posiblemente, porque su estructura quimica es muy similar a la de los
estrdgenos sintéticos, dietilestilbestrol y hexestrol; asi como al componente bisfendlico del
tamoxifeno (Hanioka y cols. 1998). Investigaciones se han dirigido a identificar las actividades
disruptivas del BFA, se han enfocado en 6rganos reproductores sensibles al estrogeno, ya que
el BFA puede perturbar una diversidad de vias bioldgicas como la diferenciacion, la
proliferacion y el desarrollo de tejidos (Kim y cols. 2019).

El potencial como xenobiotico que tiene el BFA sobre diversas hormonas es alto, como
en la hormona tiroidea, que recientemente se informd que es capaz de unirse al receptor de esta
hormona y actuar como un receptor in vitro, la insuficiencia transitoria de esta hormona puede
afectar el resultado cognitivo en humanos (Zoeller y cols. 2005). Lo que estos hallazgos sugieren
es que el BFA actla como antagonista en la hormona tiroidea en el receptor tiroideo, lo que

media el efecto de retroalimentacion negativa de la hormona tiroidea en la glandula pituitaria
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(Zoeller y cols. 2005). Por otro lado, la exposicion oral prolongada al BFA en ratones en
crecimiento indujo a la intolerancia a la glucosa y resistenia a la insulina y se sugiere que la
resistencia a la insulina esquelética inducida por el BPA podria estar relacionada con los
cambios en las adipocitocinas séricas (Moon y cols. 2015).

El BFA también puede filtrarse al suelo y, a través, de escurrimiento se acarrea a los
mantos freaticos y contaminarlos. Entonces, los humanos al ingerir agua contaminada con BFA
tienen mayor acumulacién del compuesto y la accidén estrogénica puede causar efectos
perjudiciales en el sistema endocrino de los organismos (Vom-Saal y Welshons, 2006). Debido
a que producen alteraciones endocrinas, su potencial oxidativo y mutagénico, a través de
procesos de hipometilacion, son capaces de provocar efectos toxicos multidireccionales en
animales y posiblemente en humanos. En diversos estudios se ha demostrado que el BFA
interrumpe la funcion de varias hormonas, como la hormona sexual, la leptina, la insulina y la
tiroxina. Ademas, de los efectos hepatotdxicos, inmunotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos,
asi como los riesgos potenciales de BFA incluian efectos de reproduccion y desarrollo, efectos
neuroquimicos y de comportamiento (Meeker y cols. 2010, Doherty y cols. 2010, Clayton y
cols. 2011, Zeinab y cols. 2012, Vom y cols. 2005).

Diversos estudios indican que el BFA puede provocar efectos adversos para la salud, como
cancer de prostata, enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, desequilibrio
hormonal y alteraciones de las enzimas hepaticas, ademas de efectos en la reproduccién y el
desarrollo, efectos neuroquimicos y conductuales (Wetherill y cols. 2002, Vom Saal y Hughes,
2005, Signorile y cols. 2010, Dallio y cols. 2018) Existen dos estudios epidemiologicos que
potencialmente relacionaron los niveles sanguineos de BFA con enfermedades ovéricas y
abortos espontaneos (Takeuchi y cols. 2004, Sugiura Ogasawara y cols. 2005). También existe
evidencia epidemioldgica de que el aumento de BFA en el aparato urinario esta asociado tanto
con la obesidad, asi como con la resistencia a la insulina. Incluso, el BFA se puede proponer
como un nuevo bioexdgeno ambiental (Wang y cols. 2012b, Li y cols. 2013).

EL BFA presente en orina sugiere que el metabolismo de los esfingolipidos, la
esteroidogénesis y el metabolismo de aminoacidos esta alterado; ademas de influir en procesos
metabdlicos y de sefializacion en el metabolismo hepético, patologias relacionadas con

carcinogenicidad por la exposicion a dosis bajas de BFA (Kim y cols. 2019).
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1.2.2 TOXICIDAD DEL BFA

El BFA esta presente en el ambiente, la via de contaminacion mas comun es por la exposicion
de los alimentos con el compuesto. Otra via importante es la exposicion al BFA mediante la
transferencia dérmica (Bjornsdotter y cols. 2017, Eckardt y Simat 2017). Muchos estudios
indican que el BFA esta involucrado en aberraciones cromosomicas, ya que se han reportado
incidencias como la aneuploidia a través de la interrupcion del proceso meidtico y también
aberraciones como la rotura de ADN vy el deterioro de la doble cadena (Aghajanpour y cols.
2016). Aunque la dosis letal se ha extrapolado a partir de estudios en ratones a humanos y estas
dosis son muy altas (6000 mg/kg/pc), se han descrito casos en los que el BFA aumenta la
expresion del gen HOXC6 a concentraciones muy bajas (0.1-1000 nM) en distintas lineas
celulares: MCF7 (adenocarcinoma mamario sensible a RE) y T47D (carcinoma ductal mamario
sensible a RE). La sobreexpresion del gen HOXC6 se utiliza como indicador de distintos tipos
de cancer de mama, ya que se ha visto que el aumento de los niveles de expresion, inducen el
crecimiento de factores tumorales y facilita la formacion de colonias, indicando un riesgo
potencial en el crecimiento de un tumor en las glandulas mamarias (Fodelianakis y cols. 2015).
El BFA se ha involucrado en trastornos reproductivos masculinos (cancer de testiculos,
criptorquidia, hipospadias, y bajos conteos de esperma) lo que podria originarse por una mayor
exposicion fetal del vardn en desarrollo a los estr6genos ambientales (Korkmaz y cols. 2010)
Para gque el BFA pueda ser considerado un genotdxico se requieren exclusiones de efectos
genotoxicos secundarios que pueden ocurrir después de sus efectos citotoxicos, como la
apoptosis y la necrosis (Aghajanpour y cols. 2016). En una investigacion con dosis de 125mg/Kg
de BFA en ratas se reportd la disminucion de ratas prefiadas, reduccion de ratas con funcion
espermatica y la reduccidn significativa de fetos vivos, ya que se observé una toxicidad material
(histocitosis, macrofagos pigmentados intraalveolares y peritonitis) (Morrissey y cols. 1987).
Datos in vivo han mostrado la capacidad del BFA a bioacumularse especialmente en el tejido
adiposo y en el higado, a través del aumento del estrés oxidativo, induciendo inflamacién en las
células del higado, lo que resulta en el desarrollo y en la progresion de enfermedades hepaticas
como el higado graso no alcohodlico (Lama y cols. 2019). Los estudios in vitro, por su lado,

demostraron un aumento a la resistencia de insulina y la inflamacion en células, confirmando
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un efecto directo en la homeostasis hepatica y del tejido adiposo, estos estudios in vitro se
realizaron la linea celular HepG2 (Lama y cols. 2019).

El BFA, también, tiene puede absorberse por la piel y causa dafio hepatico, renal y
afectaciones en otros 6rganos humanos, ademas, de la disminucion de la actividad de las
isoformas especificas del citocromo P450, testosterona y 6-b-hidroxilasa, participando también
en la formacion de aductos de ADN junto con peroxidasas y peroxido de hidrogeno, también
sea detectado la formacion de células gigantes multinucleadas en hepatocitos de rata in vitro
(Bindhumol y cols. 2003).

1.2.3 BFAEN EL AMBIENTE

En el ambiente existe una diversidad de componentes organicos como el BFA que se origina
por la condensacion del fenol y la acetona en condiciones de pH bajo y alta temperatura
(Golshan y cols. 2019). Cuando un ecosistema se ve afectado por todo tipo de estrés ambiental,
el método del cociente de riesgo puede utilizarse para evaluar el impacto en el ecosistema, el
riesgo ecologico causado por los bisfenoles se calculé mediante el cociente de riesgo propuesto
por la Union Europea para clasificar el nivel de riesgo basado en multiples datos de toxicidad,
el riesgo ecoldgico en el ambiente del BFA esta por encima de otros bisfenoles con un valor de
70%. Este producto quimico es resistente a algunos procesos de biodegradacion y permanece en
el ambiente durante periodos especificos de tiempo, causando perjuicios cronicos y agudos que
amenazan y cambian los componentes bioticos de los ecosistemas (Liu y cols. 2021; Elekwuachi
y cols. 2014). A pesar de los continuos debates medioambientales sobre los peligros de los
materiales plasticos, su produccién aumenta en todo el mundo a un ritmo del 5% anual. Aunado
a esto, el desarrollo de técnicas de reciclaje de materiales poliméricos durante los ultimos afios
ha contribuido a este incremento (Graziani y cols. 2019)

Durante la produccion, el uso, el envejecimiento y la eliminacién de contaminantes en los
Gltimos 10 afios, mas de un millon de libras de BFA fueron liberadas al ambiente para entrar a
las diferentes matrices ambientales (Trivedi y Chhaya 2021). Este contaminante esta presente
por medio de plantas de tratamiento de aguas residuales industriales con concentraciones que
oscilan entre 0.23 y 149 pg/L3, los residuos plasticos en los lixiviados de los vertederos
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peligrosos que oscilan entre 1.3-17.200 ng/mL, las unidades de procesamiento de lodos
activados, los sedimentos de los rios o el agua del mar, el BFA se encuentra en la litosfera, la
biosfera, la hidrosfera y la atmdsfera todo esto hace que sea omnipresente en el ambiente
(Golshan y cols. 2019). Se sabe que este xenobidtico en los residuos plasticos del agua es
moderadamente soluble con datos de 120-300 mg/L a un pH de 7, su vida media en aguas medias
y aguas receptoras es de 2.5-4 dias, el comportamiento del compuesto en el agua natural muestra
una fuerte especificidad. Algunos estudios han cuantificado sus concentraciones y describen que
van de 5 a 284 ng/g* de BFA en fragmentos de plastico en todo el mar. Debido a su presencia
en la hidrosfera, también, los animales acuaticos se ven afectados por este contaminante, como
es el caso de la rana de manchas negras que presenta una inhibicion del crecimiento del embrién
con una dosis de exposicion de 4.5-4.8 mg/L, después de la exposicion las deformidades se
manifiestan en la curvatura de la cola y la espalda, la cabeza, la cara y el edema abdominal
(Husain y Qayyum. 2013; Santana y cols. 2019; Liu y cols. 2021).

Investigaciones describen que el BFA puede ser adsorbido también al sedimento, que tiene
baja volatilidad. Se sabe que aproximadamente la mitad de la cantidad liberadas al ambiente se
asocian con el suelo o con sedimentos por la baja solubilidad del compuesto, la materia organica
disuelta en estas matrices puede afectar de forma significativa el comportamiento quimico
ambiental del contaminante a través de la union covalente, redox, etc (Husain y Qayyum. 2013;
Yu y cols. 2019; Deng y cols. 2021).

El suelo es otra matriz ambiental en donde encontramos concentraciones de BFA, este es
un ecosistema dinamico y complejo, reconocido como uno de los mejores receptores de este
tipo de contaminantes organicos (Park y cols. 2018). En particular, los suelos pueden estar
contaminados con plastificantes por las precipitaciones, el riego con agua, las aplicaciones de
fertilizantes y los biosolidos (Turco y cols. 2020). Las interacciones de los bisfenoles con los
componentes del entorno edafologico son muy complejas, los cambios que estos producen en la
actividad bioldgica son debidos a los metabolitos fendlicos secundarios que logran modificar la
estabilidad quimica de las células (Zaborowska y cols. 2018).

Algunos estudios muestran que los posibles mecanismos de la via de degradacion del BFA
son la hidroxilacién, la escision del anillo, la oxidacion y las reacciones de apertura del anillo

(Abdul y cols. 2021). La implementacion de microorganismos en conjunto que provengan del
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ambiente para biorremediacion, muestra que se puede lograr la degradacion completa del BFA.
La amplia gama de vias catabolicas de un consorcio puede obtener una degradacion eficiente
del BFA y sus intermedios de biodegradacién en metabolitos con una actividad estrogénica
mucho menor (Eio y cols. 2019). Sin embargo, el BFA es recalcitrante y poco biodegradable,
por lo que es muy interesante encontrar un método eficaz para eliminarlo del agua y de las
distintas matrices ambientas en donde se encuentra en altas y bajas concentraciones. La
biodegradacion es una estrategia para la descomposicion de contaminantes de forma natural por
la acciéon d agentes bioldgicos. Para biodegradar el BFA se han utilizado diferentes cepas
microbianas y el BFA co-metabolizado favoreceria su biodegradacion.

1.3 BIORREMEDIACION CON HONGOS

La contaminacion por plasticos es un problema mundial tanto social, como ambiental que con
el paso de los afios aumenta de forma exponencial, una de las soluciones es la biorremediacion,
los microorganismos juegan un papel importante en el destino de los contaminantes en el
ambiente, como la bioadsorcion y la biodegradacion, en donde los microorganismos son
considerados como biosorbentes (Chen y cols. 2010). La degradacién de contaminantes
mediante varias vias de actividades metabolicas de diversidad de microorganismos es la técnica
Ilamada biorremediacion (Aydin y cols. 2016). La capacidad metabolica de poblaciones
microbianas frente a los contaminantes presentes en un suelo es el fundamento sobre el que se
sustenta esta tecnologia (Alexander 1999).

Los microorganismos se utilizan para catalizar la oxidacion-reduccion y romper los
enlaces quimicos en los polimeros plasticos, el deterioro biolégico de los contaminantes
depende de factores como area superficial, grupos funcionales, peso molecular, hidrofilico e
hidrofobicidad, temperatura de fusion, estructura quimica, cristalinidad, superfcie, etcétera
(Okada 2002). Los poliésteres tienen menos tendencia a degradarse porque estan menos
asimilados que los que no tienen cadenas laterales. El peso molecular del polimero también
afecta al proceso de degradabilidad, a mayor peso molecular de los polimeros plasticos se reduce
el potencial de degradacion, al disminuir su solubilidad y la tasa de degradacion. Ademas, la

reduccion de la solubilidad hace que los polimeros plasticos sean menos vulnerables al ataque
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microbiano porque son asimilados por los microorganismos a través de la membrana celular
(Siracusa y cols. 2008). La cristalinidad es otro factor crucial que afecta a la biodegradabilidad:;
los polimeros que contienen dominios amorfos son mas vulnerables al ataque enzimatico
microbiano. La naturaleza cristalina de los polimeros plasticos los hace menos accesibles para
la accion enzimética microbiana. Por lo tanto, la tasa de degradacion de los plasticos disminuye
con el aumento de la cristalinidad del polimero. Por otro lado, la naturaleza hidrofébica de los
polimeros plasticos restringe la accién microbiana al inhibir la absorcion de agua que puede ser
superada por la formacion de biopeliculas (Jaiswal y cols. 2019). Si la actividad metabdlica de
los microorganismos frente a los contaminantes es efectiva no se produce contaminacion
secundaria; lo que hace a la biorremediacion una estrategia rentable para disminuir la
contaminacion del ambiente (Aydin y cols. 2016). Para que esta solucion pueda ser aprovechada
tiene que existir una modificacién del polimero transformandose en compuestos mas oxidados
de bajo peso molecular para facilitar la biorremediacion y asi los microrganismos puedan
asimilar el carbono contenido en los polimeros (Manzur y cols. 2004). Los microorganismos
son perfectamente adecuados para la reduccion de contaminantes plasticos porque tienen
enzimas que les permiten utilizar el plastico como sustrato ya que pueden catalizar la reduccion
de la oxidacion para poder romper enlaces quimicos en los polimeros (Tokiwa y cols. 2009). La
biodegradacion del polimero plastico por las enzimas microbianas es una tarea tipicamente
dificil debido a la falta de grupo funcional hidrolizable en su columna C-C. Por lo tanto,
inicialmente, el proceso de descomposicion de los plasticos implica una accién sinérgica de los
factores bioticos y abioticos que han sido responsables de la reduccion del peso molecular. La
exposicion a la radiacion UV hace que el grupo carbonilo de los polimeros plasticos sea mas
vulnerable al ataque enziméatico microbiano (Jaiswal y cols. 2019).

Se ha descrito que los hongos filamentosos tienen la capacidad metabdlica de degradar
hidrocarburos, los micelios fungicos mejoran el area de superficie donde se lleva a acabo de
biodegradacion (Aydin y cols. 2016). Debido a la diversidad metabolica de cada especie fungica,
se generan diferentes matrices de metabolitos durante el proceso de degradacion, los principales
son azUcares y dioxido de carbono, también existen metabolitos secundarios que pueden afectar
el crecimiento y velocidad del microorganismo durante la degradacién (Karpe y cols. 2015). La

diversidad de microrganismos que se aisla actualmente en todo el mundo ha aumentado, asi
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como la gama de sustratos y productos que se pueden producir han aumentado de forma
constante, por lo tanto, el gran potencial de los microorganismos es dificil que se alcance en un

futuro préximo (Ferreira y cols. 2016).

1.3.1 ENZIMAS EN LA BIORREMEDIACION

El mecanismo que permite que los hongos aborden el problema de la degradacion esta
relacionado con las enzimas que producen, por ejemplo, la oxigenasa, esta disminuye el oxigeno
elemental para activar los hongos y que crezcan sobre el sustrato contaminado (Aydin y cols.
20016). Otras enzimas microbianas también participan en la degradacién de polimeros plasticos
como la oxidorreductasa, lacasa, manganeso peroxidasa (Mn-P), estas los descomponen en una
cadena pequefia de monomeros, y oligdmeros que atraviesan de forma rapida la membrana
celular y se pueden utilizar como fuente de carbono y energia (Raziyafathimay cols. 2016). Se
considera que las peroxidasas y lacasas fungicas extracelulares tienen un mayor potencial que
las enzimas vegetales para aplicaciones medioambientales viables, debido a la relativa facilidad
de separacion y purificacion de las enzimas (lkehata y cols. 2004). La biorremediacion de los
contaminantes organicos persistentes mediante el uso de enzimas se considera respetuosa,
rentable, innovadora y prometedora con el ambiente (Tahiri y cols. 2013).

El problema al que se enfrenta la biorremediacion del BFA es su naturaleza hidrofobica
que lo hace insoluble en agua, pero es soluble en disolvente organico, teniendo en cuenta la
mayor solubilidad del BFA en el disolvente organico para la catalisis no acuosa, se pueden
emplear enzimas como la lacasa y la Mn-P (Trivedi y Chhaya 2021). Investigaciones
demuestran la capacidad de estas enzimas para degradar y polimerizar el BFA tanto in vivo
como in vitro (Limura y cols. 2007).

Las enzimas denominadas “lacasas” son biocatalizadores eficientes ya que, no necesitan
la adicion de H,0; y otros cofactores como alcohol veratilico o Mn+2. Estas utilizan el oxigeno
molecular como aceptor final de electrones (Arca-Ramos y cols. 2015), son enzimas
extracelulares que contienen multiples tipos de cobre y que consisten en glicoproteinas
monomeéricas, diméricas y tetraméricas caracterizadas por plantas, bacterias y hongos (Shraddha

y cols. 2011). Las lacasas fungicas son capaces de utilizar una amplia gama de sustratos
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incluyendo fenoles, polifenoles y fenoles sustituidos, aminas arométicas y bencetioles (Trivedi
y Chhaya 2021). Por lo tanto, las lacasas tienen un enorme potencial para el biotratamiento de
las aguas residuales a nivel bioldgico y presupuesto econdémico.

Las lacasas contienen compuestos fendlicos y no fendlicos, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, tintes sintéticos y varios contaminantes emergentes (Bhandari y cols. 2021). Esta
enzima tiene la capacidad catalitica de afectar a la oxidacién de compuestos fendlicos, aminas
aromaticas y sus compuestos sustituidos que tienen varios grupos funcionales mediante la
formacién de dos moléculas de agua con la pérdida asociada de electrones de una sola molécula
de oxigeno, asi como de compuestos no fendlicos que son menos solubles y mas estables, lo que
ayuda a controlar la contaminacion de las aguas subterraneas y submarinas (Chandra y
Chowdhary. 2015).

1.3.2 LACASAS

Las lacasas fungicas suelen presentarse como isoenzimas que se oligomerizan para formar
complejos multiméricos. La masa molecular del monémero oscila entre 50 y 100 kDa. Una
caracteristica importante es una fraccion de carbohidrato unida covalentemente (10-45%), que
puede contribuir a la gran estabilidad de las enzimas (Claus, 2004).

El sitio activo de la lacasa (Figura 2) contiene cuatro &tomos de cobre que son un cobre
de tipo 1 (T1) y un grupo trinuclear (T2/T3) que consiste en un tipo 2 (T2) y dos de tipo 3 (T3).
El cobre T1 tiene una coordinacion trigonal con dos histidinas y una cisteina, y el ligando axial
de T1 es metionina en las bacterias (CotA) y leucina o fenilalanina en las lacasas fungicas. El
cobre T1 confiere el tipico color azul a las proteinas multicopistas debido a la fuerte absorcion
alrededor de 600 nm. Su intensa absorcion estd causada por el enlace covalente cobre-cisteina.
Ademas, el cobre de tipo 1 es el lugar donde se produce la oxidacion del sustrato debido a su
alto potencial redox de +790 mV. El alto potencial redox es un factor que contribuye, pero de
igual importancia es la accesibilidad del sitio a la superficie, asi como el acceso limitado del

sustrato al “cluster” trinuclear (Palmer y cols. 2001).
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Figura 2. Sitio activo propuesto de lacasa CotA de Bacillus subtilis(Witayakran y Ragauskas,
2009).

El tipo 2 est& coordinado por dos histidinas y el cobre de tipo 3 estan coordinados por seis
histidinas (cada cobre T3 se coordina con tres ligandos de histidina). El cobre de tipo 2 muestra
solo una débil absorcidn en la region visible y revela propiedades paramagnéticas en los estudios
de resonancia paramagnética de electrones. Mientras que el cobre de tipo 3 es un sitio de cobre
binuclear con cobre emparejado antiferromagnéticamente a través de un puente hidroxi y no
presenta una sefial de resonancia paramagnética de electrones. El sitio T3 puede caracterizarse
por una absorcion de electrones a 330 nm, el cluster trinuclear (sitio T2/T3) es donde tiene lugar

la reduccion del oxigeno molecular y la liberacidn de agua (Witayakran y Ragauskas, 2009).
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1.3.3 MANGANESO PEROXIDASAS

Las peroxidasas pueden ser una opcién alternativa para la despolimerizacion de una serie de
productos quimicos téxicos, eliminando sus persistentes condiciones de reaccion (Husain y
Qayyum, 2003). Son considerados como un grupo de oxidorreductasas que contienen un grupo
hemo y que catalizan la reduccion de peroxidos como el perdxido de hidrégeno (H20,) vy la
oxidacion de una variedad de sustratos organicos e inorganicos (lkehata y cols. 2004).

La Mn-P es una enzima flngica bien conocida por la degradacién y oxidacion catalitica
de varios compuestos fenolicos en un amplio rango de pH (Sidwaba y cols. 2019). La Mn-P
tiene un peso molecular aproximadamente de 47 kDa, un pH de actividad que oscila entre 4.2 -
4.9 (Galvez 2014), es una hemo-peroxidasa que puede oxidar compuestos fendlicos en presencia
de Mn(ll) y peroxido de hidroégeno. EI Mn(ll) es oxidado a Mn(l1l) por la MnP; el Mn(lIl)
resultante forma un compuesto quelante con un acido organico y luego los compuestos
organicos como el BFA son oxidados por el compuesto quelante (Limura 2007). Las
macromoléculas de esta enzima contienen 10 espirales grandes y una espiral pequefia, el ciclo
catalitico exhibe tres formas, incluyendo MnP, MnP-1 y MnP-Il (Shi y cols. 2021). Estas
enzimas catalizan la oxidacion de varios fenoles y aminas aromaéticas como el 2,6-
dimetoxifenol, el guayacol, el 2,2'- azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), asi
como sustratos no fendlicos como el alcohol veratrilico y el 1,4 dimetoxibenceno en ausencia
de iones de manganeso (lkehata y cols. 2004). La accién de la Mn-P depende de la accion
combinada de varios compuestos, denominados sustratos cofactores y mediadores, que inician,
participan y permiten completar el ciclo catalitico (Mielgo y cols. 2003).

El ciclo catalitico de las Mn-P (Figura 3) se inicia por la uniéon de HO2 o un peroxido
orgénico a la enzima férrica nativa y la formacion de un complejo hierro-perdxido. La posterior
ruptura del enlace oxigeno-perdxido requiere una transferencia de 2 electrones del hemo que da
lugar a la formacion del compuesto | de la Mn-P, que es un complejo Fe4-oxo-porfirina-radical.
Posteriormente, el enlace dioxigeno se escinde heteroliticamente y se expulsa una molécula de

agua.
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Figura 3. Ciclo catalitico de Mn-P (Hofrichter 2002).

La reduccién posterior procede a través del compuesto Il de Mn-P (complejo Fe4-oxo-
porfirina). Un ion Mn*2 monocelado actiia como donante de un electron para este intermedio de
porfirina y se oxida a Mn3 (Hofrichter 2002). La reduccién del Compuesto Il procede de forma
similar y se forma otro Mn3 a partir de Mn2, lo que lleva a la generacion de la enzima nativa y
a la liberacion de la segunda molécula de agua. Mientras que el compuesto | de la Mn-P se
asemeja a la de Li-P y puede, ademéas de Mn2 ser reducido por otros donantes de electrones
como el ferrocianuro y los fenolicos, el compuesto MN-P |1 sélo se reduce muy lentamente por
otros sustratos y requiere Mn2 para completar el ciclo catalitico. EI Mn3 formado es estabilizado
por acidos organicos como como el oxalato y actla a su vez como un mediador redox difusible
de baja masa molecular que ataca a las moléculas orgéanicas de forma inespecifica mediante la

abstraccion de hidrogeno y de un electrén. La Mn-P es sensible a altas concentraciones de H20-
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que causan la inactivacion reversible de la enzima mediante la formacion de compuesto 111, un

estado de oxidacion cataliticamente inactivo (Wariishi y cols. 1988).

1.4 HONGOS ASCOMICETOS

Los hongos son una de las formas de vida mas ubicua en el ambiente, estos desempefiar papeles
fundamentales en la degradacion de compuestos bioldgicos y toxicos (Martins y cols. 2014).
Los hongos filamentosos como los que son parte del grupo de los ascomicetes han sido
reconocidos por su contribucion amplia en el sector industrial (Ferreira y cols. 2015). Son un
grupo amplio de microorganismos que ha contribuido a la biotecnologia, como Aspergillus spp.

El Aspergillus spp., es uno de los hongos mas estudiados a escala industrial involucrado
en productos de valor agregado que incluyen enzimas como la amilasa, proteasa, lipasa, fitasa,
lactasa y catalasa (Ferreira y cols. 2016). Este grupo de hongos tienen ventajas sobre bacterias
y levaduras por su sistema enzimatico extracelular que puede producir cuando estan
adecuadamente inducido, junto con la importante penetracion de sus hifas (Sharma y Arora
2013, Ferreiray cols. 2016). Su uso como herramienta de biorremediacion es una estrategia para
degradar algunos compuestos xenobioticos, como el BFA. Estudios recientes sugieren que estos
organismos han sido estudiados por su potencial produccién de enzimas involucradas en la
biorremediacion. Los hongos denominados filamentosos son organismos altamente adaptables
y capaces de crecer en condiciones ambientales extremas, la versatilidad de crecimiento con la
gue estos hongos cuentan esta relacionada con las enzimas que producen (Ferreira 2016), incluso
tienen la capacidad de crecer sobre areas contaminadas como desechos de papel de oficina
(Ikeda y cols. 2016), sobre granos de la industria cervecera (Xiros y Christakopoulos, 2009) y
también sobre compuestos y elementos quimicos potencialmente toxicos, como el BFA u otros
compuestos analogos a este (Buckova y cols. 2007, Ahuactzin-Pérez y cols. 2018). El
crecimiento de estos hongos puede ser en filamentos uniformes largos y distribuidos
uniformemente a través del medio o estos filamentos pueden formar grupos o pellets, el medio
es el que influencia la forma de crecimiento (Gibbs y cols. 2000). Cuando los hongos dan lugar

a suspensiones densas de micelio, el medio tiende a ser viscoso, lo que implica que el oxigeno
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y otras resistencias involucradas en la trasferencia de masa se conviertan en factores limitantes.
En comparacion con los pellets que son la forma mas adecuada para fermentaciones de alto
rendimiento, estos se consideran la morfologia mas ventajosa del crecimiento fungico, por

ejemplo, para la produccion de enzimas y acidos por A. niger (Ferreira y cols. 2013).

1.5 GENERO ASPERGILLUS

El género Aspergillus abarca mas de 340 especies oficialmente aceptadas estos hongos
filamentosos son los mas comunes y son ampliamente distribuidos en la tierra (Bennett, 2010).
Incluso, pueden ser aislados a partir de una extensa gama de sustratos. Este género ha sido
estudiado por sus propiedades industriales, de deterioro y aplicaciones biotecnologicas
(Alvarenga y cols. 2012).

Los hongos del género Aspergillus se reproducen principalmente mediante la formacion
de esporas asexuales (conidios) producidas en estructuras multicelulares llamadas conidioforos.
Basado en la morfologia similar de estos conidiéforos con un aspergillum (rociador de agua
bendita), el género Aspergillus fue nombrado por el sacerdote-bidlogo italiano Pier Antonio
Micheli (Bennett, 2010).

El ciclo de vida de este género comienza con las células de los hongos que son conocidas
como células pie, y cada una produce como consecuencia una rama erguida. Esta es el
conidioforo joven. El &pice del conidioforo se hincha en una cabeza multinucleada eliptica o
globular llamada vesicula. Forma muchos arreglos tubulares dispuestos radialmente Ilamados
esterigmas o fialides; en algunas especies, los esterigmas primarios (uniseriados) tienen
esterigmas secundarios (biseriados) (Pontén y cols. 2002). Los conidios surgen exdégenamente
de los esterigmas o fialides (por lo que también se les llama fialosporas o fialoconidios) por
abstraccion y estan dispuestos en sucesion basipeta (es decir, el conidio mas joven se encuentra
en la base y el més antiguo en el apice). Los esterigmas se alargan en el &pice para formar un
tubo. Los conidios se forman dentro de estas estructuras. Los esterigmas son uninucleados y en
el momento de la formacion de los conidios, cada nucleo se divide mitéticamente en dos nucleos
hijos. Uno de estos nucleos hijos pasa al tubo y se forma el primer conidio. A medida que este

se forma, la pared superior rota del fialide y se forma una capucha alrededor. El segundo conidio
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estd formado por esterigmas que se encuentran justo debajo del primero (Figura 4). El
citoplasma de ambos conidios confluye a través de una estrecha unién llamada istmo. La
continuidad del citoplasma se detiene por la formacion de la pared conidial interna, el istmo se
vacia y ahora se llamara conectivo (Ancasi y cols. 2006). Al germinar un conidosporo de
Aspergillus en un medio favorable produce un micelio vegetativo del cual nacen los
conidioforos que terminan en una vesicula aspegilar; de ella se originan una o varias filas de
esterigmas y a partir de estos se forman los conidiosporos y al caer de nuevo al medio el ciclo
asexuado (Raisman y Gonzalez, 2008).

Este género incluye especies importantes como A. niger, A. oryzae, A. awamori, A. sojae,
A. terreus, debido a su versatilidad metabdlica estos hongos se destacan de otras poblaciones
microbianas de origen bacteriano o levaduras por su capacidad de tolerar condiciones de cultivo
extremas como temperaturas que van desde los 10 a los 50°C, un rango de pH de 2 a 11, en un
porcentaje de salinidad de 0 a 34%, en una actividad de agua de 0.6 a 1 y ambientes oligotroficos
o ricos nutrientes (Meyer y cols. 2010). El libro “El género Aspergillus” es basico para la
identificacién de estos hongos, los criterios morfolégicos han sido utilizados para la
clasificacion de las especies de este genero y sus teleomorfos, esto se basa en utilizar medios de
cultivo diferenciales y temperaturas de incubacion que permitan el desarrollo 6ptimo de
caracteristicas que puedan ser utilizadas en la identificacion, las caracteristicas micro y
macroscopicas que principalmente son utilizadas en la clasificacion a nivel de especie incluyen
el diametro de las colonias, la coloracion de anverso y reverso de las colonias, la presencia de
esclerocios, las gotas de exudado y pigmento difusible, la textura de las colonias, la disposicion
de métulas o fialides sobre la vesicula, las medidas de los estipes, vesiculas, métulas y fialides,
la ornamentacion y color de las conidias, de las células de Hulle y de las ascosporas (Alvarenga
y cols. 2012).
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Figura 4. Ciclo de vida de Aspergillus sp. (Akar y cols. 2007).

Los hongos Aspergillus tienen la capacidad de producir varios metabolitos secundarios.
Aungue los metabolitos secundarios no estan directamente implicados en el crecimiento y

desarrollo normal de un organismo, algunos juegan papeles importantes en la virulencia, la

defensa del huésped y la supervivencia del medio ambiente (Park y cols. 2017). Las especies de
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Aspergillus producen metabolitos secundarios que pueden ser beneficiosos o perjudiciales para
el ser humano. Algunos ejemplos como las estatinas y los antibidticos son productos
beneficiosos. Las estatinas son un grupo de compuestos reductores del colesterol que actian
inhibiendo la HMGCOoA reductasa, reduciendo asi el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Zhou y Liao, 2009). La lovastatina, la primera estatina aprobada por la USFDA en 1987, es
producida por A. terreus y fue comercializada por Merck. A. fumigatus puede producir
piripipropeno, que es otro agente reductor del colesterol que inhibe el acil CoA: colesterol
aciltransferasa (Park y cols. 2017). El conocido antibidtico, penicilina, es producido por varias
especies de Aspergillus incluyendo a A. nidulans.

Muchas especies de Aspergillus, también, son utilizadas para la produccion de enzimas,
fermentaciones de alimentos, biotecnologia y produccién de productos farmacéuticos (Park y
cols 2017). Este género también es responsable de una fraccion importante en la produccion de
acido gluconico, acido itacénico y también son fuentes potenciales de acido malico y oxalico
(Pandey y cols. 2015). Los procesos de fermentacion se optimizaron mediante el empleo de
cepas de Aspergillus especialmente seleccionadas para producir enzimas purificadas y bien
caracterizadas en gran escala. La mayoria de las enzimas industriales que se utilizan actualmente
son hidroliticas en accion, es decir, se utilizan para la degradacion de diversas sustancias (Park
y cols. 2017). Las caracteristicas anteriores nos sugieren que Aspergillus son los principales
agentes de descomposicion de diversas sustancias organicas por lo que pueden usarse en
fermentaciones en estado s6lido o sumergido ya que se ha reportado el uso de estos en protocolos
de fermentacion de procesos industriales para la produccién a gran escala de enzimas (Meyer
2010).

1.5.2 CONSORCIOS

Las diversas interacciones interespecificas que hay entre especies dan forma a la estructura y a
las funciones de la comunidad (Klitgord y cols. 2011). Las principales interacciones entre
hongos son el coantagonismo que se refiere a cualquier interaccion que muestre un resultado
negativo para ambos miembros, el antagonismo que es referido a un hongo que inhibe el

crecimiento del otro, mientras continda creciendo sin inhibirse, el agonismo que es definido
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como una interaccion en la que un organismo es dafiado y el otro se beneficia. Por otro lado,
también existe la cohabitacion que es una interaccion mas 0 menos neutra en la que ninguno de
los organismos implicados se ve afectado de manera significativa, ni positiva ni negativamente,
el comensalismo que es una interaccion en la que un organismo no se ve afectado y el otro se
beneficia. Por ultimo, el mutualismo que es una interaccién en la ecologia fungica
interespecifica en la que ambos organismos se benefician, haciendo que los micelios de dos
especies diferentes de hongos se entremezclen sin inhibirse (Figura 5) (Tuininga 2005).

La variedad de funciones y la division del trabajo permite a las comunidades microbianas
reusar los nutrientes y realizar funciones complicadas de manera més eficiente que poblaciones
individuales (Che y Men. 2019). Se le llama consorcios a los grupos de dos 0 mas especies que
pueden coexistir (VerBerkmoes y cols. 2009), las interacciones que involucran
microorganismos determinan la estabilidad y las funciones de los consorcios microbianos, asi
como la resistencia ambiental y su gran diversidad metabdlica es importante para mantener
funciones deseadas en los procesos de biorremediacion y bioproduccién (Che y Men. 2019).
Las asociaciones de dos o mas especies de microorganismos, son combinaciones conocidas
como consorcios microbianos, estos consorcios pueden formarse a partir de especies
bacterianas, fangicas o una combinacion de ambas, llamados consorcios mixtos, estas
asociaciones pueden llevar a cabo procesos de degradacion con mayor eficiencia (Saratale y
cols. 2009, Malaviya y Rathore, 2007), la diversidad de vias metabdlicas que caracteriza a cada
miembro del consorcio facilita la supervivencia y adaptabilidad de éste en entornos subdptimos,
es decir, la carencia de sustratos facilmente disponible o bien en presencia de compuestos
toxicos (Lapara y cols. 2002).

Cuando los microorganismos se encuentran expuestos a limitaciones nutricionales u otros
factores de estrés, estimulan interacciones benéficas de subsistencia, resultado de su asociacion
con otros organismos (Bottomley, 2004). El establecimiento de consorcios microbianos esta
determinado tanto por las condiciones nutricionales, generalmente limitadas, como por la
compatibilidad sinérgica, la cual influye en la proporcién de especies que participan en él para

obtener una asociacion exitosa (Molla y cols. 2001).
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Tipo de
interaccion

Coantagonismo

Antagonismo

Agonismo

Co-habitacion

Comensalismo

Mutualismo

Descripcion

Cualquier interaccién que se obtenga entre la cepa desafiante

y la desafiada de un resultado negativo para ambas colonias

(--)

La cepa desafiada crece radialmente inhibiendo el
crecimiento lateral de la cepa desafiante. En el caso de que
ambas sean desafiantes la colonia lateral derecha o izquierda
manifiesta disminucién general del tamafio de la colonia,
independientemente de la direccion, con respecto a la colonia
central (- / 0).

La colonia desafiante incrementa su crecimiento vegetativo
sin permitir el crecimiento de la colonia desafiada. Esto igual

ocurre al ser centro vs lateral derecho o izquierda ( +/ -).

Ambas colonias crecen sin entrecruzar sus hifas (0/0)

La colonia desafiada crece sin afectar el crecimiento de la
colonia desafiante. Cuando se encuentra como desafiante
central, ambos laterales crecen en direccién de la colonia

central sin verse afectado su crecimiento (0 / +).

Tanto la colonia desafiada como la desafiante crecen sin
afectar sus crecimientos, existe entrecruzamiento de hifas.
Esto ocurre de igual forma en los sentidos laterales al ser

desafiante central (+/ +).
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Figura 5. Interacciones interespecificas de hongos y definiciones.
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Los consorcios microbianos pueden tener mayor resistencia a fluctuaciones del ambiente,
por ejemplo, pH, temperatura, nutrientes y la presencia de compuestos toxicos (Burmolle y cols.
2016). Este concepto de consorcio se ha vuelto prometedor para la resiliencia, asi como para las
biotecnologias rentables ya que existen especies claves, como las del genero Aspergillus que
llevan a cabo las funciones deseadas de forma cooperativa en funcion de los principios de

interaccion microbiana en la naturaleza. (Che y Men. 2019)

1.5.2 CONSORCIOS FUNGICOS

La organizacion del consorcio se basa en la comunicacion celular a través de sefiales
moleculares por metabolitos que conducen a la divisién del trabajo para producir una
funcionalidad particular. La utilizacion de multiples sustratos de manera paralela en el tiempo
por el consorcio cumple el principio de maxima potencia. Asimismo, la maxima potencia
reivindica la superioridad del consorcio sobre las especies individuales para disefiar
interacciones microbianas para la biorremediacion en lo que respecta a la gestion del medio
ambiente. Mientras, la biodegradacion de los plésticos necesita una mineralizacion completa
que se ejecuta mediante las diversas enzimas y sus vias sintéticas que normalmente no existen
en una sola cepa y que es facilmente realizada por un consorcio fungico (Jaiswal y cols. 2019).

Un consorcio fangico (CF) es una asociacion natural de dos 0 mas poblaciones de hongos,
de diferentes especies, que actlan conjuntamente como una comunidad en un sistema complejo,
donde todos se benefician de las actividades de los demas. Este puede desempefiar funciones
complicadas que poblaciones individuales no podrian; ademas, la vida en asociacion puede
generar mayor resistencia a las fluctuaciones del ambiente y promover la estabilidad de los
miembros, en el tiempo, asi como un mayor rango de genes y capacidades metabdlicas en
comparacion con los monocultivos (Ochoa y Montoya. 2010).

El establecimiento de CF esta determinado tanto por las condiciones nutricionales,
generalmente limitadas, como por la compatibilidad, la cual influye en la proporcion de las
especies que participan en el consorcio. Dado que un consorcio fingico desempefia funciones
muy importantes para la biodegradacion de compuestos recalcitrantes, al potenciar la actividad

enzimatica por efecto sinérgico entre las especies participantes, la evaluacién preliminar de su
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compatibilidad constituye un requisito previo para una posible asociacion exitosa entre las
especies (Rojas y Homarza, 2014).

Se ha mostrado que el uso de consorcios aplicados en procesos de biorremediacion
formados a partir de especies fungicas que tienen interacciones interespecificas que explican su
comportamiento en un mismo medio, en particular, las pertenecientes a los géneros, Aspergillus,
Penicillium, Mucor y Fusarium, encontrando que su asociacion es mas eficiente para emplearlos
en procesos de degradacion y eliminacion de xenobioticos que si se utilizaran de manera

individual (Rajendran y cols. 2012).

1.6 FERMENTACION SUMERGIDA

El cultivo de hongos en diversas corrientes de desechos a escala industrial se ha llevado a cabo
principalmente en modo de fermentacion sumergida, ya que es un proceso rapido y
relativamente facil a grandes escalas (Gmoser y cols. 2019). La fermentacion sumergida es un
proceso en el que el crecimiento de microorganismos se lleva a cabo en un medio de cultivo
liquido el cual esta optimizado con los nutrientes necesarios para tener un cultivo efectivo de
microorganismos, esto depende de diversos factores como la temperatura, el pH, la composicién
de los nutrientes adicionados, la concentracion de inoculacién, la concentracion de oxigeno
disuelto y el tiempo que dure la fermentacion (Doriya y cols. 2016). Las ventajas de la
fermentacion sumergida sobre la fermentacién sélida es la rapida produccion de metabolitos
secundarios, la tasa alta de reproduccion de los microorganismos, la produccién minima de
residuos, la mejor difusién de los microorganismos, mejor transferencia de calor, masa y
oxigeno (Gupta y cols. 2018, Kosseva 2013), la fermentacion sumergida potencializa la
capacidad del hongo de hidrolizar macromoléculas complejas, degradar compuestos
antinutricionales y aumentar el contenido biodisponible de zinc, hierro, calcio y fosforo
inorganico (Gupta y cols. 2018). Debido a la diversidad de ventajas que presenta la fermentacion
sumergida sobre la fermentacion solida respalda el uso de este tipo de fermentacion para el

cultivo de consorcios microbianos empleados en la degradacion de BFA.
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2. ANTECEDENTES

En el 2005, Takita cols. utilizaron 16 cepas fangicas evaluadas por su capacidad de degradar
inhibidores enddcrinos como el BFA y la benzofenona. Méas del 79% del BFA se degradd por
el cultivo de Aspergillus oryzae, Cheatomium globosum, Penicillium janthillum LM12 y
Rhizopus oryzae, todos ellos hongos no ligninoliticos. La degradacion de la benzofenona se
mantuvo por debajo del limite de deteccién por los cultivos de Cladosporium sp. DD618,
Geotricum candidum y Rhizopus oryzae.

Estudios de Wen cols. (2005) evaluaron la degradacién de BFA utilizando 26 cepas de
hongos no ligninoliticos a una concentracion inicial de crecimiento de 40 ppm y en condiciones
de oscuridad, durante 14 dias de incubacion. Las cepas Fusarium sporotrichioides NFRI-1012,
Fusarium moniliforme, Aspergillus terreus MT-13, y Aspergillus nidulans MT-98 resultaron
eficientes en la degradacion de este compuesto, reduciendo mas del 50 % de la concentracion
inicial.

Cordoba y cols.,, (2009) evaluaron Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y
Phanerochaete chrysosporium para seleccionar un consorcio y las condiciones de operacion
apropiadas para evaluar la tratabilidad de un agua residual de origen textil como alternativa no
convencional de tratamiento. Se realizaron pruebas de decoloracion in vitro con un colorante
representativo de un grupo quimico Los factores que favorecieron la decoloracion del consorcio
formulado a base de P. ostreatus y P. chrysosporium fueron, emplear el agua residual al100%
sin suplemento de C/N, a pH 8.0, 120 rpm, 30 °C por 4 dias. Bajo estas condiciones la
decoloracion fue del 99% con remociones de 75% para demanda quimica de oxigeno y actividad
enzimatica de 21 U/L (lacasa), 0.1 U/L (MnP) y 191 U/L (Lignin peroxidas).

En Djelal y cols. (2013), analizaron un consorcio fungico que incluia Aspergillus niger,
Mucor hiemalis y Galactomyces geotrichum para el tratamiento de aguas residuales lacteas El
método de bio-aumento se probo a escala de laboratorio (4 L), a escala piloto (110 L) y a escala
industrial en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) la reduccion significativa del
aumento de la relacién de la demanda quimica de oxigeno en DBO5 entre la entrada y la salida
del tanque bioldgico de la PTAR. Estaba en el rango de 451% —-1111% antes de agregar el
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consorcio fangico, y en el rango de 257% -153% después del bio-aumento con hongos. Se
desarroll6 un biorreactor inoculado con consorcio de hongos a escala de laboratorio y se
demostro con éxito a escala piloto en la PTAR.

Un afio més tarde, Gasser y colaboradores (2014) estudiaron la capacidad de las enzimas
Mn-P, lignina peroxidasa y lacasa, en estado libre y encapsulado (para degradar BFA). Se
obtuvo una mayor degradacion de BFA (90%) mediante enzimas ligninoliticas encapsuladas en
hidrogel de poliacrilamida y pectina después de 8 horas de su exposicién. La degradacion del
BFA durante el uso de la enzima libre fue del 26%, considerada menor con respecto a las
enzimas encapsuladas. La presencia de pectina en la formulacion mejoré significativamente la
actividad de las enzimas. La cinética de degradacién de BFA mostré un aumento en la Vm
(velocidad maxima), mientras que la Km (constante de velocidad de Michaelis) permanecio
constante cuando las enzimas se encapsularon. Por lo tanto, la encapsulacion protegid las
enzimas de la inhibicién no competitiva

Fouda y cols. (2015) aislaron hongos de suelos contaminados del Cairo Egipto,
propagando los que fueran capaces de crecer y degradar concentraciones de BFA y cuantificaron
su toxicidad a través de la linea celular en mamiferos obteniendo también por medio de
cromatografia de gases acoplada a la espectrofotometria de masas (GC-MS), los productos que
se identificaron son los siguientes: thiopropionamide, Methanone, (3-amino-2- benzofuryle) (4-
chlorophenyle), 1Hpyrazol, 4,5-dihydro-5,5-dimrthyle-4-isoprpylidene, Phenol, 2,4-
isopropylidenedi, Phenol, 2,6bis (1,1-dimetiletil) -4- (1-metil-1-feniletil), bis (2-etilhexilo)
ftalato. La toxicidad del BFA se redujo luego de ser metabolizada por los hongos seleccionados.

Un afio después, Volke-Sepulveda y cols., (2016) evaluaron el comportamiento
metabdlico de Aspergillus brasiliensis ATCC9642 en fermentacion solida a alta
concentraciones de glucosa mediante un enfoque proteémico. El analisis respirométrico en linea
proporciond muestras reproducibles para los estudios secretomicos cuando se produjo la tasa
méaxima de produccién de CO2, asegurando estados fisiologicos consistentes. El extracto
extracelular de los cultivos de la fermentacion liquida fueron tratados por SDS-PAGE, digeridos
con tripsina y analizados por LC-MS/MS. De las 531 secuencias identificadas, se analizaron
207 proteinas. Veinticinco fueron identificadas como proteinas no reguladas mas abundantes;

87 fueron reguladas al alza y 95 a la baja con el aumento de la concentracion de glucosa. De las
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proteinas reguladas, 120 eran enzimas, la mayoria implicadas en el metabolismo de
carbohidratos (51), aminoacidos (23) y nucledtidos (9). Este estudio mostré la elevada actividad
secretora de proteinas de A brasiliensis en condiciones de fermentacion solida. La alta
concentracion de glucosa favorece las actividades catabdlicas, mientras que algunas proteinas
relacionadas con el estrés y las implicadas en la proteo6lisis estan reguladas a la baja.

Praveen y cols. (2016), desarrollaron un consorcio de hongos efectivo para la
biorremediacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) y petroleo crudo. De las 45
cepas aisladas de suelo contaminado con petréleo crudo, cuatro hongos mostraron la maxima
degradacién, identificados como Aspergillus terreus, Aspergillus aculeatus, Scedosporium
boydii y Aspergillus sp. El proceso de degradacion para este consorcio fue mas optimizado
utilizando el método de superficie de respuesta (RSM).

Wen y cols. (2016), aislaron una nueva Mn-P producida por Echinodontium taxodii 2538 en
medio de lignocelulosa natural de aserrin de bambu. Los parametros cinéticos revelaron que la
Mn-P tuvo la mayor afinidad hacia MnSO4 como sustrato. Se analizd la degradacion de
diferentes tipos de compuestos modelo de lignina por Mn-P y revel6 que la enzima podia oxidar

unidades de lignina tanto fendlicas como no fenodlicas.

Trivedi y Chhayara (2021), estudiaron la biotransformacién del BFA utilizdndola enzima lacasa
de Trametes versicolor. Se llevo a cabo el cribado de varios parametros que pueden afectar al
sistema micelar utilizando el disefio experimental de Plackett-Burman y el disefio compuesto
central (Design Expert). Segun Design Expert la concentracion real de las diferentes variables
fue de 0.55 150 (Wo 30), 0,0035 mM y 175 pg/ml para los iones Mg+2, la relacion de
hidratacion (Wo), 2,6-dimetoxifenol (2,6 DMP, sustrato) y lacasa, respectivamente, a 40 °C y
pH 4,5. En estas condiciones la actividad de la lacasa en las micelas inversas se multiplico por
dos en comparacion con el sistema micelar no optimizado. El diametro de las micelas inversas
era linealmente proporcional a la cantidad de enzima lacasa incorporada. La biorremediacion
del BFA mediada por la lacasa en medio no acuoso resultd ser del 84% en 8 h de tratamiento.
La biotransformacion del BFA se monitorizd mediante GC-MS. Los productos degradados del
BFA, como el BFA-O-cateol y el 4,4 (etano 2-oxi 2-ol) difenol fueron identificaron indicando

la transformacion por oxidacion.
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3. JUSTIFICACION

El bisfenol A es un contaminante que esta presente en muchas matrices ambientales debido a la
alta demanda y a su escaza regulacion México. Es un compuesto organico contaminante y los
mamiferos, entre ellos los humanos, tienen distintas vias de contacto (oral, dérmica y olfativa),
su larga periodo de exposicion desencadena alteraciones fisioldgicas y nocivas para los
organismos. Debido a la poca o nula aplicacion de estrategias biorremediales, el BFA se
acumula en el ambiente y organismos expuestos. Sin embargo, investigaciones sobre el uso de
hongos ascomicetos y la utilizacion de las enzimas extracelulares para biorremediar el ambiente,
se conoce que este grupo de organismos disminuye de forma significativa la toxicidad de
xenobioticos. Su complejo enzimatico extracelular tiene la capacidad de reducir y romper
enlaces de los polimeros del plastico, como el BFA, particularmente los hongos del genero
Aspergillus se caracterizan por su alta adaptabilidad y capacidad de crecimiento en sustratos
contaminados y a condiciones extremas en el medio, asi como la capacidad de crecer, no solo
de forma individual, sino de formar consorcios fangicos y poder utilizarse en procesos
biotecnoldgicos o de biorremediacion. Esto resulta una nueva estrategia o alternativa agradable
para el ambiente y economia sobre la degradacion de contaminantes, como el BFA. Ademas, de
que las estrategias de biorremediacion son potencializadas al utilizar distintos sistemas
metabdlicos incluidos en un consorcio fungico, al tener distintas especies y ser capaz de crecer
de forma conjunta y formar asociaciones simbidticas; mimetizando lo que sucede de forma
natural en un ambiente. Por tal motivo, el objetivo de esta investigacion es determinar el mejor
consorcio fungico del genero Aspergillus para crecer en un cultivo con BFA; con base a su
méaxima tolerancia a BFA, crecimiento en un sistema de cultivo liquido en presencia de bisfenol-

Ay posteriormente su capacidad de degradacion.

4. HIPOTESIS

El consorcio fangico de Aspergillus es capaz de crecer y degradar eficientemente el BFA en

condiciones de fermentacion sumergida.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la degradacion de BFA empleando un consorcio fangico de Aspergillus en

fermentacion sumergida.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Formar el consorcio fungico de Aspergillus con base en su maxima tolerancia a BFA en
fermentacion sumergida.

e Estandarizar las condiciones Optimas para el crecimiento del consorcio flngico de
Aspergillus y degradacion en fermentacion sumergida.

e Medir la actividad de las enzimas lacasas y manganeso peroxidasas producidas por el

consorcio fangico de Aspergillus con y sin la adicién de BFA.

6. METODOLOGIA

6.1 Etapa 1: Formacion del consorcio fungico y caracterizacion de las condiciones de
crecimiento.

Los organismos de estudio fueron Aspergillus niger SCB, A. niger 321, A. niger Mn-P7, A.
flavus sp, A. flavus NRRL3357, A. terreus sp, A. terreus ATCC10029, A. nidulans, los cuales se
encuentran en el laboratorio de Biologia experimental de la Facultad de Agrobiologia de la

Universidad Auténoma de Tlaxcala.

6.1.2 Prueba de medios

Los hongos antes mencionados se crecieron sobre agar Czapek (NaNO3 2g, K;HPO4 19, MgSOa4
0.5g, KCI 0.5g, FeS0O4 0.01g, Glucosa 10g y Agar 15g), Toyamas ((NH4)2SO4 1g, MgS0O4 0.5¢,
KH2PO4 3g, CaCl, 0.5g, NaCl 0.1g, FeSO4 0.001g, Glucosa 10g y Agar 15g) y agar GYE
(KH2P0O40.9g, KoHPO40.6g9, CuSO4 0.3g, FeSO4 0.05g, MnSO4 0.05g, ZnSOs4 0.01g, Extracto
de levadura 5g, Glucosa 10g y Agar 15g) contaminados con 200 ppm de BFA y sin BFA. Se
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midio el crecimiento radial cada 24h y se analizaron los resultados para conocer el mejor medio
de cultivo que promovia el crecimiento de la mayoria de los hongos y el rango de las

concentraciones a evaluar en la prueba de tolerancia.

6.1.3 Prueba de tolerancia

Las cepas se crecieron en cajas de Petri con el medio seleccionado de la prueba anterior, el
medio Toyamas, adicionando las concentraciones dentro del rango seleccionado con base en el
experimento anterior, 0, 50, 100, 200, 300, 400 y 500ppm. La determinacion de esta variable se
analizo siguiendo la metodologia modificada de Reyes-César y cols. (2014) y Zafra y cols.
(2014).

6.1.4 Prueba de antagonismo

Para la formacion del CF se le asigné un nimero a cada hongo para controlar su posicion como

desafiado o desafiante (Tabla 1).

Tabla 1. Control de numeracion de hongos

No. Hongos

niger 321

niger SCB

niger Mn-P
nidulans

flavus NRRL3357
flavus 1V

oOUThA WN R
P>

Se realiz6 una evaluacion antagonista in vitro de hongo a hongo (Figura 6) que actuaron como
desafiados y desafiantes, usando placas de medio minimo en ausencia y presencia de 200ppm

de BFA, concentracion que se selecciond de la prueba de tolerancia.
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Hongo desafiado

Hongos
desafiantes

Figura 6. Prueba de antagonismo hongo desafiado vs hongos desafiantes.

Se realizaron observaciones microscopicas para determinar si hay algun efecto antagénico entre

los microorganismos (Zafra y cols. 2017).

La obtencion de resultados cualitativos se realizo con base en las interacciones que cada

hongo tenia, a cada interaccion se le otorgé un numero (Tabla 2) para poder determinar el

porcentaje de antagonismo entre ellos.

Tabla 2. “Score” de interacciones entre hongo-hongo para prueba cualitativa

INTERACCION

SCORE

Coantagonismo
Antagonismo
Agonismo
Co-habitacion
Comensalismo

Mutualismo

10

o N b~ OO ©
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6.2 Etapa 2: Crecimiento del CF en fermentacién liquida, analisis de intermediarios de
degradacion del BFA

6.2.1 Fermentacion liquida/sumergida

Se emplearon 4 tratamientos como disefio experimental para las fermentaciones liquidas: 1)
Medio Toyamas con CF, 2) Medio Toyamas con BFA y con CF, 3) Medio Toyamas con BFA
y 4) Medio Toyamas. Para cada tratamiento se emplearon matraces de 125 mL conteniendo 50
mL del medio de cultivo seleccionado al inicio del experimento. Todos los tratamientos fueron
inoculados con 1X10* esporas/mL de cada hongo que formé parte del CF. Las condiciones de
cultivo fueron a 120 rpm, a 30 °C durante 12 dias. Se tomaron 3 matraces cada 48 hrs de cada

tratamiento para evaluar las variables de respuesta.

Las variables de respuesta fueron:
1) Biomasa del consorcio empleando la técnica de peso seco.
2) Produccién de COq,
3) pH.
4) Consumo de azUcares.

5) Actividad enzimética de lacasas y manganeso peroxidasas.

6.2.2 Produccion de dioxido de carbono

La emision de COz se estimo durante 12 dias de la fermentacion cada 24h con el método de
incubacion en medio cerrado con 5 mL de NaOH 1N descrito por Anderson (1982), y el
desprendimiento de CO> se estim6 mediante titulacion con HCI 0.1N, en presencia de tres gotas
de fenoftaleina al 1% y luego de la precipitacién de los carbonatos con 3mL de BaCl; al 2%. El
CO: liberado durante la respiracion aerdbica puede ser adsorbido en solucion alcalina y medida
como un indice de la tasa de respiracion. La reaccion en la cual el CO2 es adsorbido es:
CO2+ 2NaOH = 2NaCOs3 + H20.

La cantidad de CO> adsorbido es equivalente a la cantidad de NaOH consumido. Para
determinar esto, se precipit6 el carbonato (CO3 %) con BaCl, y se titul6 el remanente NaOH con
HCI. De la diferencia entre la cantidad de NaOH presente inicialmente y la remanente después

de la exposicion al CO se obtiene la cantidad de gas producido por respiracion. La acumulacion
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de CO; se determind unicamente sumando los mg de CO2 que se producian cada dia, con los mg

de CO- de dias anteriores (Guerrero-Ortiz y cols. 2012).

6.2.3 Perfiles de pH

El perfil del pH durante el crecimiento del consorcio fungico se midio en los sobrenadantes

empleando un potenciémetro Hanna instruments HI 9811-5, a cada una de las muestras.

6.2.4 Determinacién del consumo de glucosa

Se cuantificé la cantidad de azUcares reductores por el método DNS (acido dinitro salicilico). A
50 uL del ECE y 950 pL de agua destilada se le agregd 2 mL del reactivo DNS (hidroxido de
sodio 1%, sulfito de sodio 0.05%, fenol 0.2% y DNS 1%). La solucion de reaccién se sometio
a ebullicion por 5 min, se dejo6 enfriar, posteriormente, se leyd a una absorbancia de 575 nm de
longitud de onda en un espectrofotometro “Spectronic 21D Milton Roy” (Miller 1959). Se

realizd una curva de calibracion con glucosa.

6.2.5 Actividad y parametros cinéticos de produccion de lacasas

La actividad de lacasas se cuantifico utilizando como sustrato el 2,6-dimetoxifenol (DMP)
(SIGMA) a una concentracion de 2mM en buffer de acetatos 0.1 M y pH de 4.5. La mezcla de
reaccién (900 pL de sustrato y 100 pL de ECE) se incubd a 39°C por 1 min. La reaccién se
detuvo por la adicion de 475 pL de dimetil sulfoxido (SIGMA). Se leyé la absorbancia a 468
nm en un espectrofotdometro “Spectronic 21D Milton Roy”. Una unidad de actividad de lacasas
es la cantidad de enzima que provoca incrementos de 1.0 unidad en la absorbancia por minuto

de incubacion (Diaz y cols. 2013).

6.2.6 Actividad y parametros cinéticos de produccion de Mn-P

La actividad de Mn-P se determind a partir de la adaptacion de la metodologia de Kuwahara y
cols. (1984), la mezcla de reaccién se formuld con: 100 pL de rojo fenol al 0.1 %, 100 pL de
lactato de sodio 250 Mm, 200 pL de albumina de huevo al 0.5 %, 50 pL sulfato de manganeso
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(MnSO4) 2Mm, 50 pL de perdxido de hidrogeno (H202) Mm, 450 pL de buffer de succinato de
sodio 20 Mm a un pH de 4, y 50 uL de ECE. Se emple6 un blanco con todos los reactivos de
reaccion sustituyendo los 50 pL del MnSO4 por 50uL de H20. Se mantuvo en incubacion una

ahora a 40°C, para leerse a una longitud de onda de 610nm. (Torres-Hernandez y cols. 2019).

6.2.7 Determinacion de biomasa final

Para obtener la biomasa final del consorcio fangico del sobrenadante se empled papel Whatman
No. 4 sobre una bomba de vacio para filtrar el sobrenadante y obtener la biomasa. A
continuacion, esta se sometid a un tratamiento de deshidratacion en un horno a 50 °C durante
24 h hasta peso constante para su cuantificacion por diferencia de peso seco (Ahuactzin-Pérez y
cols. 2014).

7. RESULTADOS

7.1 Prueba de medios

La prueba de los medios GYE, Toyamas y Czapek sin y con la presencia de BFA en los hongos
A. niger 321 A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V, A. flavus 2C, A. flavus NRRL3357,
A. terreus, A. terreus ATCC10029 y A. nidulans, se muestran en la Tabla 3 y la Tabla 4
respectivamente. Los hongos muestran crecimientos con diferencias significativas en los
distintos medios. En la Figura 7 se muestran los porcentajes de inhibicion de cada uno de los

hongos en los tres medios diferentes en presencia de bisfenol-A.

7.1.1 Velocidades de crecimiento sin BFA

En la Tabla 3 se muestra la comparacion de las velocidades de crecimiento de A. niger 321 A.
niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V, A. flavus 2C, A. flavus NRRL3357, A. terreus, A.
terreus ATCC10029 y A. nidulans en tres medios diferentes. En el medio Toyamas se
obtuvieron los valores mas altos de 0.46, 0.49 y 0.40 en los hongos A. niger 321 A. niger SCB
y A. flavus 1V, respetivamente. Se obtuvieron los valores més altos para A. niger Mn-P7 y A.

flavus 2C en el medio Czapek de 0.50 y 0.45 respectivamente. Por ultimo, en el medio GYE se
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obtuvieron los valores mas altos para A. flavus NRRL3357, A. terreus, A. terreus ATCC10029
y A. nidulan, 0.29, 0.44, 0.46 y 0.45 respectivamente.

Tabla 3. Velocidad de crecimiento A. niger 321 A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V, A.
flavus 2C, A. flavus NRRL3357, A. terreus, A. terreus ATCC10029 y A. nidulans. En medio
GYE, Czapek y Toyamas.

Hongos Medios de cultivo sin BFA

GYE- SB Czapek- SB Toyamas- SB
A. niger 321 0.45% + 0.01 0.35° + 0.003 0.46% + 0.003
A. niger SCB 0.42% +0.04 0.39% + 0.04 0.49% + 0.09
A. niger Mn-P7 0.39° + 0.04 0.50% + 0.08 0.47% +0.01
A. flavus 1V 0.35%+0 0.16° + 0.07 0.40% + 0.09
A. favus 2C 0.38*° + 0.04 0.45% + 0.08 0.33° + 0.04
A. flavus NRRL3357 0292+ 0 0.18°+0.01 0.21°¢ +0.03
A. terreus 0.44% + 0.02 0.43%+0.03 0.19° +0.03
A. terreus ATCC10029 0.46% + 0.07 0.22°+0.01 0.25° +0.05
A. nidulans 0.45% + 0.04 0.36° + 0.04 0.23°+0.007

Se reporta el promedio + la DS. de las medias. Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia
significativa (p<0.05)

1.2 Velocidades de crecimiento con BFA

En la Tabla 4 se muestra la comparacion de las velocidades de crecimiento de A. niger 321 A.
niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V, A. flavus 2C, A. flavus NRRL3357, A. terreus, A.
terreus ATCC10029 y A. nidulans en tres medios diferentes mas 200mg/L de BFA. Las
velocidades mas altas se muestran en el medio Toyamas de 0.26, 0.26, 0.27, 0.20 y 0.19 para
los hongos A. niger 321 A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V, A. flavus 2C
respectivamente, teniendo diferencias significativas con los otros medios. Se obtuvieron los

valores de 0.27 y 0.23 en el medio Czapek para los hongos A. terreus, A. terreus ATCC10029
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respectivamente. Por Gltimo, se obtuvieron los valores més altos en el medio GYE de 0.14 y
0.20 para los hongos A. flavus NRRL3357 y A. nidulans respectivamente.

Tabla 4. Velocidad de crecimiento de A. niger 321 A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 1V,
A. flavus 2C, A. terreus, A. terreus ATCC10029 y medio GYE, Czapek y Toyamas mas
200mg/L de bisfenol-A.

Hongos Medios de cultivo con BFA
GYE Czapek Toyamas

A. niger 321 0.17° + 0.03 0.19° + 0.007 0.262+0.03
A. niger SCB 0.14° + 0.03 0.13° +0.03 0.26% + 0.003
A. niger Mn-P7 0.15° +0.04 0.17° +0.003 0.27%+0.06
A. flavus 1V 0.232+0.03 0.16° + 0.07 0.20% + 0.06
A. flavus 2C 0.122 + 0.03 0.09° + 0.01 0.192+0.01
A. flavus NRRL3357 0.142 + 0.01 0.132 + 0.02 0.07° +0.02
A. terreus 0.13°+0.01 0.272 + 0.05 0.12°+0.02
A. terreus 0.16° + 0.01 0.232+0.08 0.05°+0.03
ATCC10029

A. nidulans 0.202+0 0.16%° + 0.01 0.13°+0.01

Se reporta el promedio + la DS. de las medias. Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia
significativa (p<0.05)

7.1.3 Porcentajes de inhibicion

Con respecto a los porcentajes de inhibicion de los hongos en medio GYE, Czapek y Toyamas a
una concentracion de 200 mg/L de BFA se muestra que el medio GYE tiene un porcentaje de
inhibicion mayor al 50% en 7 hongos (A. niger 321, A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 2C,
A. terreus, A. terreus ATCC10029 y A. nidulans), el medio Czapek muestra, de igual manera, un
porcentaje de inhibicién mayor al 50% en 4 hongos (A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus 2C
y A. nidulans) a diferencia del medio Toyamas que muestra solo 2 con porcentaje de inhibicién
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mayor al 50% (A. flavus NRRL3357 y A. terreus ATCC10029) y los 7 hongos restantes muestran
porcentajes de inhibicion por debajo del 50% (Figura 7).

® GYE mCzapek = Toyama's
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Figura 7. Porcentajes de inhibicidn de A. niger 321 A. niger SCB, A. niger Mn-P7, A. flavus
1V, A. flavus 2C, A. flavus NRRL3357, A. terreus, A. terreus ATCC10029 y A. nidulans en
medio GYE (m), Czapek (m) y Toyamas ().

7.2 Prueba de tolerancia

7.2.1 Velocidad de crecimiento

Las concentraciones utilizadas para realizar la prueba de tolerancia fueron 0, 50, 100, 200, 300,
400 y 500ppm de BFA en medio Toyamas. Se obtuvo que la mayor velocidad de crecimiento
fue en la concentracion de Oppm de BFA para la mayoria de los hongos, exceptuando A. flavus

NRRL3357 y A. terreus que mostraron su mayor crecimiento en la concentracion de 100ppm
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200ppm respectivamente, se observa un patron en la mayoria de los hongos, conforme aumenta

la concentracién de BFA disminuye el crecimiento de los hongos (Figura 8).
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Figura 8. Velocidades de crecimiento de A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V, A. flavus 2C, A.
terreus, A. niger 321, A. niger SCB, A. niger MnP, A. nidulans en medio Toyamas adicionado
con 0¥ ), 50( 1),100( M), 200(m ), 300(gg), 400(m) y 500(' ) ppm de BFA, respectivamente

7.2.2 Porcentaje de inhibicion

Con los valores obtenidos en la velocidad de crecimiento se calcul6 el porcentaje de inhibicion,
convirtiendo las velocidades de crecimiento radial de cada hongo de las diferentes
concentraciones en porcentaje (%), se consideré como 100% la velocidad en el medio sin la
adicion de BFA (Oppm). A continuacidn, al 100% se le rest6 el porcentaje correspondiente a
cada velocidad de crecimiento, obteniendo de esta manera el porcentaje inhibitorio que cierta
concentracion de BFA causaba a los hongos. En la Figura 9 se muestran los porcentajes de

inhibicion de cada hongo en los 7 medios de BFA. Se puede observar que el Gnico hongo que
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muestra un porcentaje de inhibicion de 0% en el medio adicionado con 50ppm de BFA es A.
flavus NRRL3357 lo que nos lleva a sugerir que es uno de los hongos mas adaptable al
xenobiotico, a diferencia de A. terreus y A. flavus 2C que en esta misma concentracion muestran
un porcentaje de inhibicion de 55% y 36% respectivamente, porcentajes altos para una
concentracion baja. La concentracion de 100ppm de BFA nos muestra porcentajes de inhibicién
por debajo del 50% en la mayoria de los hongos, A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V, A. niger
321, A. niger SCB, A. niger MnP y A. nidulans con valores de 23%, 41%, 21%, 29%, 34% y
19% respectivamente, por lo que esta concentracion esta en los parametros para el crecimiento
ideal de los hongos ya mencionados. Conforme se aument0 la concentracion de BFA se
incremento el porcentaje de inhibicidn, en la concentracion de 200ppm de BFA se muestran
porcentajes de 62% en A. flavus 2C y 67% en A. terreus a diferencia del resto de los hongos que

se mantienen en el rango de 40-50% de inhibicion en esta concentracion.

= O0ppm = 50ppm = 100ppm = 200ppm = 300ppm = 400ppm = 500ppm

o) o®
A0 qos 4\‘ & ) %e( e &o O
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Figura 9. Porcentajes de inhibicion de A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V, A. flavus 2C, A.
terreus, A. niger 321, A. niger SCB, A. niger MnP, A. nidulans en medio Toyamas adicionado
con 0¥ ), 50 ), 200¢ ), 2008 ), 3008 ), 400® ) y 500, ) ppm de BFA, respectivamente.

49



En la concentracion de 300ppm de BFA quienes muestran los porcentajes méas bajos son
A. flavus NRRL3357 con 59% y A. nidulans con 62% de inhibicion en contraste con A. niger
Mn-P y A. flavus 1V que muestran los valores méas altos con 73% y 74% respectivamente.
Posteriormente observamos que A. flavus NRRL3357 y A. nidulans se mantienen con los
mismos porcentajes de inhibicién en la concentracién de 300 y 400ppm en comparacion del
resto, especialmente con A. flavus 2C donde su porcentaje de inhibicion es el mayor con el 80%.
Por altimo, en la concentracion de 500ppm de BFA tenemos porcentajes de 95%, 91% y 90%
de los hongos A. flavus 1V, A. flavus 2C y A. niger MnP respectivamente y un porcentaje bajo
de 70% de A. flavus NRRL3357. El aumento de los porcentajes de inhibicion es proporcional al
aumento de BFA en los hongos, para la formacion del consorcio se requieren hongos que
crezcan a la misma, o similar, velocidad radial para poder tener una relacion de sinergia 6ptima
por lo que se excluyen los hongos A. terreus y A. flavus 2C, debido a que su crecimiento es
significativamente mas lento que el del resto de los hongos.

Sabemos por el anélisis comparativo sobre los promedios de los porcentajes de inhibicidn
de cada uno de los hongos en las diferentes concentraciones, que todos los medios sin adicién
de BFA nos muestra porcentajes con el 0% de inhibicion ya que fueron tomados como el 100%
de porcentaje de crecimiento. En la Tabla 5 podemos observar que A. flavus NRRL3357 tiene
un porcentaje de inhibicion de 0% con diferencia significativa en el medio con la adicion de
50ppm de BFA, por otro lado, en la concentracion de 100ppm de BFA el porcentaje de
inhibicion mas bajo fue de 19.96% por A. nidulans. Posteriormente la concentracidn de 200ppm
de BFA mostro su porcentaje de inhibicién mas bajo por A. niger SCB con un porcentaje de
33.75% y por altimo en las concentraciones de 300, 400 y 500ppm de BFA A. flavus NRRL3357
mostro los porcentajes méas bajos con 59.83%, 59.38% y 70.32% respectivamente. Se muestra
también que la mayoria de los hongos (A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V, A. niger 321, A. niger
SCB, A. niger MnP y A. nidulans) son capaces de crecer de manera 6ptima en una concentracion
de 200ppm de BFA ya que muestran un rango de 33% a 54% de inhibicion en esta concentracion
y los porcentajes de inhibicién de los 2 hongos restantes (A. terreus y A. flavus 2C) en esta
concentracion tienen diferencias significativas por lo que se establece la concentracion de
200ppm para los experimentos posteriores debido a la velocidad de crecimiento ideal que tienen

los hongos en este medio y la eliminacion de 2 hongos por la lenta velocidad de crecimiento.
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Tabla 5. Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion de A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V,
A.flavus 2C, A. terreus, A. niger 321, A. niger SCB, A. niger MnP, A. nidulans en medio
Toyamas adicionado con 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500ppm de BFA .

Hongos Concentraciones de BFA
0 50 100 200 300 400 500
A. flavus 01+0 0%+0 23112 5022%+ 5983+ 5938+ 70.32°+
NRRL3357 +5.1 3.39 4.6 2.10 2.13
A. flavus 01+0 27.05%+ 415%+ 5424%+ 74249+ 86677+ 0518%+
1V 7.47 6.1 9.33 9.33 2.21 6.50
A. flavus 0%+0 3693+ 524%+ 6297 67119+ 80.22%*+ 91.3004
2C 5.09 0.6 +4.20 0.63 5.03 +6.56
A terreus | 02 +0 55.39°7+ 60.346+ 67.612 70.73%2+ £9.26%2 73,019 +
1.20 5.41 +7.23 2.81 3+281 6.02
A. niger 0% +0 11.25"+ 2125+ 3375%+ 71.25%+ 758+0 7259 +0
321 2.30 6.18 8.83 1.76
A. niger 01+0 195"+ 29923+ 4159+ 68.28%2+ 775034 83757+
SCB 2.77 6.36 9.19 8.13 +3.53 8.83
A. niger 0%1+0 1257+ 3466+ 40.07%+ 73.71%+ 82.14%4 90.60%4 +
Mn-P7 1.14 4.95 9.52 4.07 5+539 10.28
A nidulans | 0% +0 6.62°2+ 19.96" + 39.92%2+ 62.25%12+ 62.15%!  86. 603
2.93 1.25 5.03 1.95 +4.33 +0.41

Se reporta el promedio £ DS. de las medias. Medias con diferente letra (a, b, c, d, e, f, g) muestran una
diferencia significativa (p<0.05) entre las diferentes concentraciones en el mismo hongo. Medias con
numero diferente (1, 2, 3, 4, 5, 6) muestran una diferencia significativa entre especies de hongos con la
misma concentracion.

7.3 Prueba de antagonismo

Los hongos que se utilizaron en la prueba de antagonismo fueron A. flavus NRRL3357, A. flavus
1V, A. niger 321, A. niger SCB, A. niger MnP, A. nidulans. El medio utilizado fue el medio

Toyamas en ausencia y presencia de 200ppm de BFA.
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7.3.1 Prueba de antagonismo sin BFA

En la Figura 10 podemos observar las imagenes de la evaluacion antagonica en ausencia de
BFA, asi como cada una de las interacciones que mostraron todos los hongos al actuar como
desafiados y desafiante, asi como el orden de sembrado que tuvo cada uno de ellos. EI hongo 1
(A. niger 321) como desafiante mostro tres interacciones mutualistas, una antagonista y una de
comensalismo con los hogos 2, 3, 5, 4 y 6 respectivamente. En el hongo 2 (A. niger SCB) se
observaron dos interacciones mutualistas, dos de comensalismo y una de agonismo con los
hongos 1, 3, 5, 6 y 4 respectivamente. En el hongo 3 (A. niger Mn-P) observamos tres
interacciones mutualistas con los hongos 1, 2 y 5, y es el primero en mostrar dos interacciones
de co-habitacion en los hongos 4 y 6. Por otro lado el hongo 4 (A. nidulans) nos mostro tres
interacciones de co-habitacion con los hongos 1, 3 y 5. EIl hongo 5 (A. flavus NRRL3357)
mostrd una interaccion de co-habitacidn con el hongo 4, una interaccion agonista con el hongo
6, una interaccién comensalista con el hongo 2 y ds interacciones mutualistas con los hongos 1
y 3. Por ultimo, el hongo 6 (A. flavus 1V) mostré 3 interacciones de co-habitacion con los hongos
2, 4y 5,y 2 mutualistas iguales al hongo 5. Se evallo cada interaccion para poder obtener el
porcentaje de antagonismo.

A continuacion, se muestran (Tabla 6) los porcentajes de antagonismo de los 6 hongos en
ausencia de BFA. El porcentaje antagonico mas alto lo obtuvo el hongo 6 (A. flavus 1V) con un
valor de 93.3%, seguido del hongo 4 (A. nidulans) con un valor total de 88.8%. El hongo 5
present6 un valor de 50%, seguido del hongo 3 con un %38.8 y por ultimo los hongos 1y 2 con
un 26.6% de antagonismo. Estos dos hongos rebasaron el 50% de antagonismo en la prueba lo
que sugiere la eliminacion de ellos del consorcio fungico, los hongos restantes (A. niger 321, A.
niger SCB, A. niger Mn-P, A. flavus NRRL3357) estuvieron en el rango y debajo de este valor

lo que indica su baja incidencia en el antagonismo de los otros hongos.
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Prueba antagoénica sin BFA
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Figura 10. Evaluacién antagénica en ausencia de BFA de los hongos A. niger 321, A. niger SCB,
A. niger MnP A, A. nidulans, A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V
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Tabla 6. Porcentaje de antagonismo en ausencia de BFA de los hongos A. niger 321, A. niger
SCB, A. niger MnP A, A. nidulans, A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V

Porcentajes de antagonismo sin BFA

Desafiada | Desafiantes SDEP LD LI X2 X1 %A
1 2 3 4 5 6

1 - 0 0 8 0 2 1.6 0O 0 16 6 26.6
2 0O - 0 6 2 2 1.6 0 0 16 6 26.6
3 0 0 - 4 0 4 1.33 0 2 233 6 38.8
4 4 0 4 4 2 2.33 4 2 533 6 88.8
5 02 0 6 - 4 2 2 0 3 6 50
6 2 4 2 4 4 - 2.6 2 4 56 6 93.3

7.3.3 Prueba de antagonismo con BFA

Esta prueba antagonica con la adicion de 200ppm de BFA mostr6 un patron similar a la prueba
en ausencia de BFA. El hongo 1 mostré dos interacciones mutualistas con los hongos 2 y 3, una
interaccion comensalista, una de co-habitacién y una agonista con los hongos 5, 4 y 6
respectivamente. El hongo 2 mostro tres interacciones mutualistas con los hongos 1, 2 y 5, asi
como una interaccion antagonista con el hongo 4 y una interaccidn agonista con el hongo 6.
Observamos tres interacciones mutualistas en el hongo 3 con los hongos 1, 2 y 5, asi como una
de cohabitacién y una agonista con los hongos 4 y 6 respectivamente. En el hongo 4 obtuvimos
tres interacciones comensalistas con los hongos 1, 2 y 5, también una de co-habitacion y una
agonista con los hongos 3 y 6. En el hongo 5 observamos tres interacciones mutualistas con los
primeros hongos, una co-habitacion y agonista con los hongos 4 y 6. Por ultimo, el hongo 6
mostro una interaccién mutualista con el hongo 3, dos interacciones de co-habitacién con los
hongos 1y 5, y una interaccion antagénica con el hongo 4 (Figura 11).

A continuacion, se muestran (Tabla 7) los porcentajes de antagonismo de los 6 hongos en
presencia de 200ppm BFA con base en las interacciones mostradas en la figura 9.
El porcentaje antagonico mas alto lo obtuvieron los hongos 4 y 6 (A. nidulans y A. flavus 1V)
con un 94.4% de antagonismo con respecto a los hongos restantes. Abajo del 50% de
antagonismo se encuentran los hongos 3 y 5 (A. niger Mn-P y A. flavus NRRL3357) con el
44.4% y los hongos 1y 2 (A. niger 321y A. niger SCB) con el 33.3% y 38.8% respectivamente.
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Figura 11. Evaluacion antagénica en presencia de 200ppm de BFA de los hongos A. niger 321,

A. niger SCB, A. niger MnP A, A. nidulans, A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V.
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Tabla 7. Porcentaje de antagonismo en presencia de 200ppm de BFA de los hongos A. niger
321, A. niger SCB, A. niger MnP A, A. nidulans, A. flavus NRRL3357, A. flavus 1V.

Porcentajes de antagonismo con BFA

Desafiada Desafiantes SDEP LD LI X2 X1 %A
1 2 3 4 5 6
1 - 0 4 2 6 2 o 0 2 6 33.3
2 0O - 0 8 06 2.3 0O 0 23 6 38.8
3 00 - 4 06 1.6 0 2 26 6 44 .4
4 2 2 4 - 26 2.6 2 4 56 6 94.4
5 00 0 6 - 4 1.6 2 0 26 6 44 .4
6 4 6 0 8 4 - 3.6 2 2 56 6 94.4

7.4 Cinética de crecimiento del consorcio fangico

Los hongos que conformaron el consorcio fangico durante la fermentacion sumergida fueron A.
niger 321, A.niger SCB, A. niger MnP y A. flavus NRRL3357. A continuacion, se muestran los
resultados obtenidos de cada una de las variables evaluadas durante los 12 dias de la

fermentacion.

7.4.1 Produccién instantanea de diéxido de carbono

En la Figura 12 observamos la produccion de CO- durante la fermentacion sumergida, el
tratamiento que contiene medio Toyamas y el consorcio fungico (1) nos muestra un incremento
en el CO- en el dia 2 que se mantiene con pocas diferencias hasta el dia 6 de la fermentacion en
donde se observa la menor produccién de CO durante 2 dias consecutivos con valores de 1.06
y 0.99 mg/L, a continuacion, se puede observar su mayor produccion en el dia 9 con un valor
de 12.48 mg/L. Por otro lado, se observa en el tratamiento con 200ppm de BFA, el medio de
cultivo y el consorcio fangico (2) un incremento exponencial desde el dia O hasta el dia 3 en
donde tiene su mayor produccion de CO- con un valor de 10.22 mg/L, teniendo sus menores

valores de produccion el dia 5y 6 con valores de 1.45 y 1.06 mg/L respectivamente, al final,
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tiene un ultimo pico de alta produccién en el dia 9 con un valor de 8.08 mg/L. El tratamiento

que solo contiene medio Toyamas y el que contiene medio de cultivo mas 200ppm de BFA no

muestran produccion de CO> durante los 12 dias de la fermentacion.

Produccion de CO2 (mg/L)
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Figura 12. Produccion de CO2 (mg/L) del consorcio fungico de Aspergillus con el tratamiento
13 ),20),3®)y4@®) crecido en fermentacion sumergida.

A continuacion, se presentan los parametros cinéticos de produccion de CO; (X) con la

aplicacion del modelo matematico, el valor mas alto de p fue en el tratamiento que contiene

200ppm de BFA, medio Toyamas y el consorcio fingico (2) con 0.5969 h* siendo esta

significativamente diferente con respecto a los otros 3 tratamientos (P < 0.05), seguido del

tratamiento con medio Toyamas Yy el consorcio fingico obteniendo un valor de 0.4408 ht que

mostréde igual manera una diferencia significativa con los otros 3 tratamientos (P < 0.05).

Los tratamientos restantes muestran valores de O debido a los resultados obtenidos con

anterioridad.

Con respecto a los parametros de Xmax y del Yxss, los mayores valores se encuentran en el

tratamiento que contiene el consorcio fangico y el medio de cultivo Toyamas (1), con 79.359
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g/L 'y 8.3520 gX/gS respectivamente, siendo significativamente diferente (P < 0.05) a los otros

3 tratamientos. Los valores maximos cuando al tratamiento se le adicioné BFA (2), fueron de

63.920 g/L en para Xmax Y 6.2667 gX/gS para el Yxssiendo ambos valores significativamente

diferentes de los otros tratamientos (P < 0.05). Por Gltimo, los dos tratamientos restantes nos

muestran valores de 0 (Tabla 8).

Tabla 8. Pardmetros cinéticos de produccion de CO> del consorcio fungico de Aspergillus con
cuatro distintos tratamientos en fermentacion sumergida.

Parametro Tratamientos

T1 T2 T3 T4
u (hh 0.4408°+0.01  0.5969% + 0.07 0° 0°
Xmax (9/L) 79.359°+3.64  63.920°+2.33 0° 0°
Y (X/S) (gx/gs) ~ 8.3520+0.36  6.2667°+0.22 0° 0°

Se reporta el promedio + DS. de las medias. Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa
(p<0.05) entre los diferentes tratamientos.
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7.4.2 Produccién de CO2 acumulado

En la Figura 13 se muestra el CO, acumulado con respecto al tiempo durante toda la
fermentacion sumergida.
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Figura 13. Produccion de CO, acumulado (mg/L) del consorcio fangico de Aspergillus con el

tratamiento L), 2 ), 3@ )y 4 @), y COscalculado del tratamiento 1 )y 2 @) crecido en
fermentacion sumergida.

El tratamiento con medio Toyamas y el consorcio fungico (1) podemos observar 3 fases
de produccion, una fase de adapatacion, un fase exponencial y una fase estacionaria en donde la
produccion dejé de aumentar, se reporta un acumulado total de 70.25 mg/L de dioxido de
carbono en donde el CO; cal, que corresponde al ajuste normalizado del modelo matematico de
la ecuacion logistica, se ajusta de manera correcta a los datos obtendos durante los 12 dias.

El tratamiento positivo que contiene 200ppm de BFA, medio Toyamas y el consorcio flngico
(2) muestra de forma mas pronunciada las tres fases antes mencionadas en la produccion de
COg, este tratamiento reporta un acumulado total de 77.58 mg/L de CO- durante los 12 dias de
la fermentacion en donde, de igual forma, el CO3 cal se ajusta de manera correcta a todos los
datos Este tratamiento se mantuvo en un rango mas alto de produccion en compracion con el
primer tratamiento. Los tratamientos con el medio Toyamas y 200ppm de BFA (3) y el medio

que solo contiene medio Toyamas (4) muestran un acumulado total de 0 mg/L.
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7.4.3 pH de la fermentacion sumergida

Con respecto al pH de los matraces sacrificados durante la fermentacion liquida (Figura 14), en
el tratamiento 1 que contiene el consorcio y medio Toyamas, observamos un pH inicial de 5,
este tuvo un descenso en los dos dias siguientes hasta llegar a un pH de 2.5 en el dia 2,
manteniéndose con ligeros cambios hasta el dia 12 con este mismo pH. EIl tratamiento 2 que
contiene 200ppm de BFA, el consorcio fangico y el medio Toyamas, nos muestra el mismo pH
inicial y un comportamiento similar al tratamiento 1 hasta el final de la fermentacion, aunque
con un descenso mas pronunciado en el dia uno con un pH DE 3. Por otro lado, los valores de
pH en el tratamiento 3 que contiene medio Toyamas y 200ppm de BFA, mostraron un
incremento en el dia 1 con un pH de 5.5, sin embrago en el dia 2 tiene un descenso a un pH de
4.7 que contintia disminuyendo hasta tener un pH final de 4 en el dia 12. Algo similar ocurre en
el tratamiento 4 que Unicamente contiene el medio Toyamas, presenta el mismo pH inicial que
el resto de los tratamientos, con un incremento de 5.5 en el dia 1 y a continuacion con un
descenso en el dia 2 con un pH de 4.5, manteniéndose con ligeros cambios hasta el PH final de
4 enel dia12.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (d)

Figura. 14. Perfiles de pH del consorcio fungico de Aspergillus con el tratamiento 1 (m), 2 (®),
3 (@) y 4 (@) crecido en fermentacion sumergida
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7.4.4 Consumo de azUcares

El consumo de azucares totales en cada uno de los tratamientos se muestra en la Figura 15. El
tratamiento que contiene el medio Toyamas y el consorcio fungico (1) después de 4 dias
transcurridos de la fermentacion muestra un aumento en el consumo de glucosa dejando al
tratamiento con aproximadamente la mitad de glucosa inicial, mostrando su mayor consumo de
glucosa en el dia 8. El tratamiento positivo que contiene 200ppm de BFA, el medio Toyamas y
el consorcio fungico de Aspergillus (2) muestra un descenso desde el dia 1 hasta el dia 12, en
donde se puede observar la disminucion méas rapida de glucosa en el dia 4 y teniendo el valor
mas alto de consumo en el dia 12. Por otro lado, el tratamiento 3 y 4 se mantienen en 10 U/L de

glucosa durante toda la fermentacion.
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Figura 15. Consumo de glucosa del consorcio fingico de Aspergillus con el tratamiento 1 ® ),
20),3®)y4@®) crecido en fermentacion sumergida
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7.4.5 Produccién de lacasas

La actividad enzimatica de lacasas producidas por el consorcio fungico de Aspergillus con los
4 tratamientos se muestra en la Figura 16. La mayor produccion de enzimas lacasas se mostro
en el tratamiento que solo contiene medio Toyamas y el consorcio fungico (1) con un valor de
108.86 U/L una vez transcurridos los 8 dias de la fermentacion y su menor produccién de
actividad enzimatica la presenta en el dia 2 con un valor de 74.76 U/L, durante toda la
fermentacion presentd un incremento en la produccién terminando con un valor de 163.27 U/L.
El tratamiento positivo que contiene 200ppm de BFA, medio Toyamas y el consorcio flngico
(2) durante la fermentacién mostré un crecimiento durante el dia 2, sin embargo, tuvo una
disminucion de produccion del dia 4 al 6 en donde se observd la menor produccién enzimatica
con un valor de 60.94 U/L, continuando con un aumento en el dia 8 mostrando su mayor
produccion enzimatica con un valor de 121.12 U/L, por ultimo, con un valor de 119.84 U/L en
el dia 12.
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Figura 16. Actividad enzimética de lacasas del consorcio fungico de Aspergillus con el
tratamiento 1), 2@ ), 3@ ) y 4 @) crecido en fermentacién sumergida.
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Con base en el andlisis estadistico realizado entre los tratamientos para la variable
evaluada de enzima maxima podemos observar en la Tabla 9 que el tratamiento con la adicién
del medio de cultivo Toyamas y el consorcio fungico (1) mostré la mayor produccion de
Enzimas maxima durante la fermentacion con un valor de 168.11 U/L que es significativamente
diferente (p<0.05) a los valores obtenidos en los otros tratamientos. Por otro lado, el valor de
produccion del tratamiento con 200ppm de BFA, medio Toyamas Yy el consorcio fungico mostro
su produccion maxima con un valor de 127.97 U/L que, de la misma forma es significativamente

diferente a los valores de los otros tratamientos.

Tabla 9. Pardmetro cinético de produccion enzimatica méaxima de lacasas por el consorcio
fangico de Aspergillus con cuatro distintos tratamientos en fermentacion sumergida.

Parametro Tratamientos

1 2 3 4

Eméx (U/L) Lacasas 16811ai 8.39 12792b +6.76 Oc Oc

Se reporta el promedio + DS. de las medias. Medias con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa
(p<0.05) entre los diferentes tratamientos.

7.4.6 Produccién de Mn-P

En la Figura 17 se presenta la actividad enzimatica de Mn-P producida por el consorcio fangico
de Aspergillus con los 4 tratamientos distintos. El tratamiento con el medio Toyamas y el
consorcio fangico (1) muestra su mayor actividad de 108.86 U/L de Mn-P en el dia 12 de la
fermentacion y la menor en el dia 4 con una actividad de 22.95 U/L de Mn-P, encontrandose los
primeros 7 dias de la fermentacion por debajo de la actividad encontrada en el tratamiento que
contiene 200ppm de BFA, el medio Toyamas y en consorcio flngico (2), éste muestra su menor
actividad la presenta en el dia 10 con 30.68 U/L de Mn-P y la mayor, al igual que el tratamiento
1 se presentd transcurridos los 12 dias de la fermentacion con una actividad de 104.09 U/L de
Mn-P. Los tratamientos con el medio Toyamas y el BFA (3) y el que contiene solamente el
medio de cultivo mostraron una actividad enzimatica de Odurante los 12 dias de la fermentacion.

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la produccién maxima de la enzima Mn-P
con base en el analisis estadistico para evaluar la Emax de Mn-P, el valor maximo lo obtuvo el

tratamiento que contiene el consorcio fangico y el medio Toyamas (1) con un valor de 141.81
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U/L mostrando una diferencia significativa en comparacion con los tratamientos restantes. Por
otra parte, el tratamiento positivo que contiene 200ppm de BFA, medio Toyamas y el consorcio
fangico mostro una produccion maxima de Mn-P de 104.09 U/L significativamente diferente al

resto de los tratamientos
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Figura 17. Actividad enzimatica de Mn-P del consorcio fangico de Aspergillus con el
tratamiento 1), 2@ ), 3®) y 4 @) crecido en fermentacion sumergida

Tabla 10. Parametro cinético de produccion enzimatica maxima de Mn-P por el consorcio
fangico de Aspergillus con cuatro distintos tratamientos en fermentacién sumergida.

Parametro Tratamientos

1 2 3 4

Eméx (UIL) Mn.p 141.81%+ 11.23  104.09° + 5.06 oc ¢

Se reporta la Emax £ desviacion estandar. Emax con diferente letra (a, b, ¢) muestran una diferencia significativa
(p<0.05) entre los diferentes tratamientos.
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7.4.7 Produccion de biomasa

En la Figura 18 se presenta la produccién de biomasa por el consorcio de Aspergillus en los
distintos tratamientos durante los 12 dias la fermentacion sumergida.

En el tratamiento que contenia el medio Toyamas y el consorcio flngico (1) se muestra un
aumento de la biomasa obtenida desde el dia 2 con un valor de 2.301 g/L, siendo este el menor
valor, hasta el dia 10 con un valor de 2.863 g/L, este fue el valor mas alto del tratamiento,
creciendo de forma exponencial y constante y terminando con una disminucion de la biomasa
con un valor de 2.468 g/L. Por otro lado, el tratamiento que contiene 200ppm de BFA, el medio
Toyamas Y el consorcio fungico (2) presenta una produccion de biomasa con poca diferencia
entre los primeros dias siendo mas lenta que el tratamientol por la adicion de BFA, ya que
muestra su menor valor durante el dia 8 con un valor de 2.33 g/L, continuando con un aumento
en el dia 10 y el dia 12 en donde mostr6é su mayor produccion con un valor de 4.117 g/L. El
tratamiento que contiene BFA y medio de cultivo (3), asi como el que tiene solamente el medio

de cultivo (4) no muestran produccion de biomasa.
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Figura 18. Crecimiento del consorcio flngico con el tratamiento 1 (M), 2 (@), 3 y 4 crecido en
fermentacion sumergida
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8. DISCUSION

En este trabajo mostramos que el medio Toyamas es el 6ptimo para el crecimiento de
hongos debido al porcentaje de inhibicion menor al 50% con la adicion de BFA. La prueba de
tolerancia arrojo que la concentracién idonea maxima tolerable es de 200ppm de BFA, en la que
todos los hongos tienen una velocidad de crecimiento similar. Por otra parte, la prueba de
antagonismo, sin la adicion de BFA, muestra interacciones positivas en la mayoria de los
hongos, sin embargo, al adicionar las 200ppm de BFA cambian de forma radical todas las ellas.
En particular, solo 4 hongos (A. niger 321, A. niger SCB, A. niger y A. flavus NRRL3357)
fueron capaces de mantener una interaccion mutualista con la presencia del BFA.

Con respecto a las variables, el aumento en la produccion de CO2 en los primeros dias
de la fermentacion, nos muestra la capacidad del CF de co-metabolizar la glucosa y el BFA, lo
que permite la degradacion parcial o total de la fuente secundaria (BFA). La disminucién en los
perfiles de pH en los tratamientos con el CF nos permite sugerir que la disminucién se debe a la
produccion de acidos organicos. ElI consumo de azucar no fue del 100%, sin embargo, la
diferencia en el aumento de la produccion de biomasa en los dias finales de la fermentacion en
el tratamiento que contiene BFA en comparacion con el que no lo tiene, nos puede indicar que
el consorcio fangico puede estar utilizando al BFA como fuente secundaria para su crecimiento.
La produccion enzimatica de Mn-P se vio estimulada por la presencia de BFA, contrario a lo
que presento la produccién enzimatica de lacasas que se mostré inhibida cuando el xenobidtico
estaba presente.

Los hongos filamentosos al igual que las levaduras presentan una maquinaria metaboélica
altamente eficiente, capaces de crecer en presencia de diversas fuentes de carbono y nitrgeno,
asi como, en presencia de contaminantes como hidrocarburos policiclicos aromaticos,
plaguicidas y plastificantes (Zafra y cols. 2015; Ahuactzin-Pérez y cols. 2018). Fuentes-Tejeda
(2019) reporta el efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrogeno sobre el crecimiento radial
y la produccién de biomasa de hongos filamentosos no-ligninoliticos. Este autor reporté el uso
de glucosa, sacarosa y maltosa como fuentes de carbono y (NH4)2SOa, extracto de levadura y
peptona de caseina como principales fuentes de nitrégeno. La combinacién entre la glucosa y el
extracto de levadura, fue el medio de cultivo que permitié la mayor velocidad de crecimiento

radial, asi como la produccién de biomasa en los hongos del género, Fusarium, Trichoderma y
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Aspergillus, microorganismos empleados en la investigacion antes mencionada. Al igual que lo
reportado en la investigacion anterior, en este trabajo se emplearon 10 g de glucosa como
principal fuente de carbono, la seleccion de la glucosa como principal fuente de carbono, radica
en gue los hongos filamentosos, en particular los del género Aspergillus, asimilan la glucosa por
medio de las hifas a través de procesos de difusion pasiva (Legisa y cols. 2007). Aunque también
pueden asimilarlo empleando procesos de difusidn facilitada, esperando en este caso, que el
metabolismo del consorcio se vea afectado al incrementar el gradiente de la glucosa entre el
medio externo y la membrana citoplasmatica (Reyes-Ocampo y cols. 2013). Con respecto de la
fuente de nitrdgeno, se evaluaron tres medios de cultivo (GYE, Czk y Toyamas) que contenian
extracto de levadura, nitrato de sodio y sulfato de amonio, respectivamente. EI medio de cultivo
que permiti6 la mayor velocidad de crecimiento radial de la mayoria de los hongos empleados
en esta investigacion fue el medio Toyamas que contenia sulfato de amonio a diferencia de las
otras fuentes de nitrégeno. Gil y cols. (2012) estudiaron el uso de fuentes de nitrégeno
inorganicas para la produccion de enzimas polifenol oxidasas de P. ostreatus. Estos autores
reportan la mayor produccion de enzimas lacasas en los tratamientos donde emplean NH4CI
como fuente de nitrogeno a diferencia de los tratamientos con KNOs3, donde el crecimiento de
P. ostreatus y la produccion de sus enzimas lacasas disminuye. Por otro lado, Ahuactzin-Pérez
y cols. (2014) reportan el uso de (NH4)2SO4 como fuente de nitrogeno, lo que favorecié el
crecimiento de diferentes hongos filamentosos crecidos en presencia de 500 y 1000 mg/L de
dibutil ftalato. Algo similar a lo reportados por los dos autores antes mencionados, fue lo
encontrado en nuestra investigacion, el medio toyamas, compuesto por (NH4).SO4 favorecio el
crecimiento radial tanto en el tratamiento con y sin BFA. Lo que nos permite sugerir, que los
hongos filamentosos muestran mayor facilidad de fijar los compuestos inorganicos derivados
del amoniaco (compuestos que presentan menor energia de enlace) a diferencia de los derivados
del nitrito 61-66

Respecto, a la tolerancia de los hongos del género Aspergillus, crecidos en presencia de
un rango de 0 a 500 ppm de BFA. Los hongos A. flavus y A. terreus mostraron la mayor
velocidad de crecimiento radial en los medios adicionados con 100 y 200 ppm de BFA, sin
embargo, al aumentar la concentracion del contaminante la velocidad de crecimiento radial

disminuye. Algo similar a nuestros resultados, es lo que reporta Ramirez-Mendo6za en el (2018)
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quien evaluo la velocidad de crecimiento radial de Trichoderma viride crecido en medio GYE
adicionado con 50 y 75 ppm de BFA (concentraciones por debajo en comparacion con las que
encontramos mayor velocidad). Este autor menciona que conforme aumenta la concentracion
de BFA disminuye la velocidad de crecimiento, lo que sugiere que el BFA en altas
concentraciones inhibe la sintesis de proteinas involucradas en la elongacion micelial de este
hongo. Por otra parte, Ahuactzin-Pérez y cols. (2014) determinaron la velocidad de crecimiento
radial de diferentes hongos filamentosos crecidos sobre 500 y 1000 ppm de dibutil ftalato (DBF)
(compuesto anadlogo al BFA). Estos autores, describen que a mayor concentracion del
compuesto incrementa la velocidad de crecimiento radial y produccion de biomasa. Ademas, de
que hay una correlacion positiva entre el incremento del grosor de la pared celular y el diametro
de la hifa de los hongos evaluados y que esto es directamente proporcional al incremento de la
concentracion de DBF. Por lo que sugieren que el DBF es empleado como fuente secundaria de
carbono y energia ya que al aumentar la concentracién aumenta la produccion de biomasa, el
didmetro de la hifa y el grosor de la pared celular. Por otro lado, Lenoir cols., (2016) mostraron
el crecimiento de hongos micorricicos crecidos en diferentes compuestos xenobidticos (diesel,
crudo de petroleo, fungicidas y PAHs) demostrando que la presencia de este tipo de compuestos
disminuye tanto la esporulacion como la elongacion radial de las hifas de estos hongos. Se
sugiere que en el caso donde la esporulacion desaparece dando paso al desarrollo de micelio
aéreo se debe al silenciamiento de genes que se encuentran involucrados en el proceso de
esporulacion debido a que, en las concentraciones de 300, 400 y 500 ppm el crecimiento del
hongo ademas de disminuir, no muestra sus estructuras reproductivas como son las esporas.
Con respecto a los porcentajes de inhibicion, Sosa-Garcia (2020) evaluaron la tolerancia
de diferentes hongos aislados de efluentes industriales. Los hongos fueron crecidos a diferentes
concentraciones de BFA (0, 50, 100, 300, 500 y 700 ppm) donde midieron la velocidad de
crecimiento radial y produccion de biomasa. Los hongos Fusarium oxysporum, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus sp, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Penicillium
sp. y Acremonium sp, fueron los que mostraron porcentajes de inhibicion por debajo del 50 %
en la concentracion de 300 ppm, sin embargo, en las concentraciones de 500 y 700 el porcentaje
de inhibicién incrementa por arriba del 80 %, por lo que emplearon estos hongos en sus

siguientes determinaciones.
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A diferencia de lo antes mencionado, es lo que reportamos en este trabajo, cerca del 90 %
de las colonias evaluadas no toleraron concentraciones por arriba de 200 ppm, obteniendo
porcentajes de inhibicion de 59 a 74 % en la concentracién de 300 ppm, 59 a 86 % en la
concentracion de 400 ppm y por ultimo, de 70 a 95 % de inhibicion en la concentracion de 500
ppm. Por lo que la concentracion méxima tolerable para las siguientes determinaciones fue 200
ppm. Las colonias de hongos A. falvus NRRL3357, A. flavus 1V, A. niger 321, A. niger SCB,
A. niger Mn-P y A. nidulans mostraron porcentajes de inhibicion por debajo del 50 % en la
concentracion de 200 ppm, por lo que fueron las colonias seleccionadas para realizar las pruebas
de antagonismo. Es importante sefialar que la presencia de concentraciones altas como lo son
300 y 400 ppm de BFA, no sélo muestran un efecto inhibitorio en el desarrollo vegetativo de
las colonias de hongos, sino, también en el crecimiento polarizado de las hifas jovenes,
encargadas del suministro energético a toda la colonia. Si bien se conoce que los hongos
filamentosos son células con un crecimiento altamente polarizado que se encuentra en constante
elongacion de sus puntas, podriamos sugerir que la presencia del BFA tiene un efecto directo
sobre las proteinas que son encargadas del crecimiento polarizado, como es el caso de la F-
actina. Berepiki y cols. (2011) menciona que existen tres diferentes estructuras de F-actina de
orden superior que estan encargadas de manera particular y especifica de distintas funciones en
los hongos filamentosos. En primer orden los anillos de actina, que en conjunto y cooperacion
con la miosina Il, estan involucrados en la formacion del tabique (Delgado-Alvarez cols. 2014).
Otra de las estructuras son los parches de actina, estas estructuras suelen localizarse cerca de
maquinaria endocitica participando en el transporte vesicular intracelular (Araujo-Bazan y cols.
2008; Shaw y cols. 2021).

Por ultimo, se encuentran los cables de actina, microfilamentos de actina cortos,
probablemente contienen forminas que se encuentran presentes en los vértices de las hifas, y
una de sus principales funciones es servir como mecanismo de transporte para las vesiculas
secretoras dependientes de miosina V y que secretan sustancias que se sintetizan en otros
organelos y los trasportan hacia la punta (Taheri-Talesh y cols. 2012; Berepiki y cols. 2011).
Ademas, de que el BFA puede afectar directamente a los filamentos de F-actina también se
sugiere que puede estar involucrado directamente en la deficiencia vesicular secretora que se

ubica en la punta de las hifas, mejor conocido como "Spitzenkdrper™, estructura que determina
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la direccion del crecimiento vegetativo y la forma de las hifas (Riquelme y cols. 2014). La idea
del efecto que ocasiona el BFA sobre los microfilamentos de F-A en hongos filamentosos es
sustentada por Stavropoulou y cols. (2016) quienes reportan en la planta Zea mays una
desorganizacion rapida de los microfilamentos de F-actina ocasionado por la presencia de BFA
de manera dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion.

Con respecto a la construccion de consorcios fungicos, existen diversas metodologias que
permiten la mezcla de grupos de microorganismos con la finalidad de que estos trabajen de
forma sinérgica y potencien la degradacién de diversos sustratos (Torres-Garcia y cols. 2021).
En esta investigacion se emple6 una metodologia estandarizada por Torres-Garcia y cols. (2021)
donde integra interacciones ecoldgicas entre hongos filamentosos, descritas previamente por
Tuininga (2005) como son; coantagonismo, antagonismo, agonismo, cohabitacion,
comensalismo y mutualismo. A estas interacciones, se les concedié un valor categoérico y
posteriormente, se determind la interaccion existente entre cepas desafiadas vs desafiantes y las
triples interacciones cuando se encuentran como desafiantes.

Los resultados mostrados en esta investigacion permitieron observar tanto en los tratamientos
sin BFA y con 200 ppm de BFA interacciones como: coantagonismo, agonismo, cohabitacién
y mutualismo. En resumen, nuestra investigacion empled hongos filamentosos mediante una
seleccion natural inducida en la que los microorganismos mejor adaptados a las nuevas
condiciones de contaminacion desplazaron y reemplazaron gradualmente a aquellos organismos
menos adaptados. Por otro lado, se ha reportado, que la presencia de contaminantes como PAHSs
producen un efecto toxico, pero al mismo tiempo enriquecedor sobre las poblaciones
microbianas (Gloer 2007). Los efectos tdxicos son eficaces en la seleccion de cepas mas
adaptadas y el enriquecimiento se produce cuando los microorganismos pueden utilizar el
contaminante como fuente de carbono y energia. Ha diferencia de lo reportado por Zafra y cols.
(2015) donde evalud las posibles interacciones ecoldgicas presentes en el crecimiento de hongos
filamentosos y bacterias, la determinacion realizada estuvo sujeta a la percepcion visual del
investigador, a pesar de que se empleen técnicas microscopicas, el analisis fue estrictamente
cualitativo. Por lo que difiere con nuestro analisis, donde consideramos una interaccion

ecoldgica verdadera, apoyada de la microscopia y donde se les asign6 un valor gradual con
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respecto a los cambios de antagonismo a mutualismo, de esta forma aseguramos la construccion
de un consorcio fungico completamente sinérgico.

Como parte de la fisiologia y metabolismo de los microorganismos, el uso de fuentes de
carbono como glucosa, permite de manera inicial el crecimiento y produccién de biomasa, con
la finalidad de que el microorganismo (en el caso de los hongos) produzcan de manera eficiente
los metabolitos primarios como las enzimas involucradas en la degradacién, no s6lo de la
principal fuente de carbono, sino, de una segunda fuente de carbono (Ahuactzin-Pérez 2018).
Ha este proceso se le considera co-metabolismo, mismo que permite la degradacion parcial o
total (mineralizacion) de la fuente secundaria, que en caso de biorremediacion concluye en la
produccion de COz y HoO (Zafra y cols. 2015; 2016: Ahuactzin-Pérez y cols. 2018). Pacheco-
Cabafas (2018) reporta el uso de consorcios microbianos mixtos durante el proceso de
degradacion de PHAs, en esta investigacion, emplean hongos del genero Aspergillus,
Trichoderma y bacterias del género Bacillus, Klebsella y Pseduomonas. El autor antes
mencionado, demuestra la eficiencia en la degradacion de concentraciones de 5000 ppm de
fenantreno y pireno, y concluyen con base en la produccion de CO2 que estaos compuestos
toxicos, no sélo son biorremovidos de los sistemas de fermentacion, sino, que se pueden estar
mineralizando, dado que la produccion de CO. incrementa en los tratamientos con fenantreno y
pireno en comparacion con el tratamiento que no contiene estas moléculas. Por otro lado, uno
de los pocos trabajos donde se emplean consorcios flngicos para la degradacion de BFA es lo
reportado por Lopez-Garrido (2019), en esta investigacion evaltan la eficiencia de remocién y
degradacion de 200 ppm de BFA empleando un consorcio fungico estructurado por hongos del
genero Aspergillus, Talaromices y Fusarium. Estos autores reportan la degradacion del 60 % de
la concentracion inicial, sin embargo, al bioestimular el consorcio con la adicién un residuo
agroindustrial (olote de maiz) potencia la degradacion alrededor del 90 % de la concentracion
inicial. Similar a lo reportado por Pacheco-Cabafias (2018) y Lopez-Garrido (2019) en esta
investigacion la produccion de CO2 es mayor durante los primeros 4 dias de la fermentacion en
el tratamiento que contiene BFA, a diferencia del tratamiento que no lo contiene. Sin embargo,
se debe realizar el anélisis de biorremocion, para considerar la eficiencia de nuestro consorcio,
asi como el analisis de intermediarios empleando técnicas como GC-MS, para poder sugerir de

manera directa la degradacion del BFA en intermediarios menos toxicos. Se han realizado
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investigaciones empleando consorcios bacterianos como modelos para la degradacién de BFA,
a pesar de que se logran eficiencias de degradacion del 90 y 50 % con base en la concentracion
inicial, los intermediarios producidos por este tipo de consorcios como es el caso del acido 1,2-
Benzenodicarboxilico mono (2-etilhexil) éster suelen ser toxicos para otros organismos (Sarma
y cols. 2018).

Existen diversos modelos matematicos que explican la cinética de produccion de CO;
durante los procesos de biodegradacion de contaminantes toxicos. Uno de estos modelos es la
ecuacion logistica, que explica el incremento de la produccion de CO2 con respecto al tiempo,
considerando las fases de crecimiento, lag, log y de adaptacion. VVolke-Sepulveda y cols. (2016)
reportan la tasa especifica de produccion de CO2 (uCO2) de Aspergillus brasiliensis crecido en
diferentes concentraciones de glucosa. Estos autores reportan que la pCO2 incremento
directamente proporcional al incremento de la fuente de carbono. Similar a lo reportado por
estos autores en nuestra investigacion la uCO fue mayor en el tratamiento con BFA (mayor
fuente de carbono), a pesar del CO,méx y el Y CO2/S fue mayor en el medio que no tenia BFA.
Lo que nos permite sugerir, que el consorcio fingico incrementa la pCO> durante la fase
exponencial del crecimiento que se encuentra durante los primeros 4 dias del crecimiento,
debido a que la presencia de BFA, induce a la produccion de enzimas encargadas de la
degradacién no sélo de la principal fuente de carbono (glucosa) sino del propio BFA.

Con respecto a los perfiles del pH, se puede observar en esta investigacion un decremento de
los valores en el tratamiento con BFA y sin BFA, como parte del metabolismo del consorcio
fangico. Similar a lo que mostramos en esta investigacion es lo que reporta Ahuactzin-Perez y
cols. 2014; 2017; 2018) donde evaluan los perfiles del pH de hongos filamentosos del género
Aspergillus, Trichoderma y Fusarium, crecidos en fermentacion sumergida conteniendo DBF
(compuesto analogo al BFA). Estos autores reporta la produccoion de acidos hexadecanoicos y
octadecanoicos como parte del crecimiento y degradacion de esta molecula, lo que les permite
sugerir que la disminucidn del pH en tratamientos que contienen una segunda fuente de carbono
se debe a la degradacion del contaminante en este tipo de intermediarios, sin embargo, a
diferencia de lo reportado por los autores antes mencionados, en nuestra investigacion no se
muestra diferencia significativo entre los perfiles del pH de los tratamientos con y sin BFA. Lo

gue nos permite sugerir que la disminucién del pH se debe a la produccién de acidos organicos

72



como el &cido citrico, esto con base en que el consorcio flngico esta estructurado por hongos
del género Aspergillus, y se ha reportado que este tipo de hongos, en particular Aspergillus niger
son excelente productores de &cido citrico (Chroumpi y cols. 2020).

Volke-Sépulveda et al (2016) reporta que ha altas concentraciones de glucosa la
regulacion de genes que sintetizan enzimas encargadas del catabolismo se ve afectada a la baja
a diferencia de los genes involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios (anabolismo), y
que la produccién de metabolitos secundarios como el acido citrico inhibe la degradacion de la
glucosa. Lo que nos permite sugerir al observar nuestros resultados del consumo de glucosa en
los tratamientos con y sin BFA que la glucosa a una concentracién de 10 mg/L no logra
degradarse al 100 % debido a que el consorcio produce de manera inducida acido citrico,
bloqueando la regulacion de genes involucrados en la degradacion de la glucosa como parte del
metabolismo central del consorcio (Chroumpi y cols. 2020). Sin embargo, a pesar de que el
metabolismo central se pueda ver afectado por este tipo de fisiologia, se sugiere que sin importar
que la glucosa no se degrade al 100 % el consorcio fangico puede estar utilizando al BFA como
fuente secundaria para su crecimiento, debido a que la produccion de biomasa es mayor en el
Gltimo dia de la fermentacion, a diferencia del tratamiento que no contiene BFA. Esto se puede
contrastar de manera positiva con los resultados reportados por Torres-Hernandez (2019) y
Torres-Garcia (2019) donde evaluaron la produccién maxima de biomasa de los hongos A.
terreus y A. flavus, respectivamente, crecidos en precencia de 250 y 300 ppm de BFA. Estos
autores reportan que la produccién de biomasa es directamente proporcional al incremento de
la concentracion de BFA maxima tolerable, y que estos hongos pueden estar utilizando al BFA
como fuente secundaria de carbono y energia debido a que a diferencia con nuestra
investigacion, ellos reporta el consumo del 100 % de la fuente primaria (glucosa) de carbono.
Torres-Garcia (2019) reporta la produccién de enzimas lacasas por el hongo A. favus crecido en
precencia de 0, 100 y 300 ppm de BFA. Este autor menciona que la produccion de enzimas
lacasas, asi como los parametros cinéticos de produccién de lacasas son mayores en el medio
que contiene la maxima concentracion de BFA. Por otro lado, Zafra el al. (2016) reporta que las
lacasas son las primeras enzimas responsables de la degradacion de compuestos fenélicos como
los PAHs. Ahuactzin y cols. (2018) reporta que el hongo Fusarium culmorum produce mayor

cantidad de enzimas esterasas que de lacasas al crecer en precencia de di (2-etilhexil) ftalato,
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sin embargo, menciona que las lacasas al ser enzimas dioxigenasas participan en la ruptuira del
anillo aromaético de este compuesto. Contrario a lo reportado por Torres-Garcia (2019), la
produccion de lacasas en esta investigacion es menor en el tratamiento con BFA a diferencia de
la produccion en el tratamiento sin BFA. Sin embargo, la produccion de lacasas durante el dia
2 es mayor en el tratamiento con BFA en comparacion con el tratamiento sin BFA, lo que nos
permite inferir que el consorcio produce de manera importante estas enzimas como parte de las
primera reacciones de degradacién de BFA. Diaz y cols. (2013) reportan la produccion de
enzimas lacasas a diferentes pHs iniciales de crecimiento, estos autores concluyen que el pH
Optimo de pruduccion de enzimas lacasas es de 6.5, lo que nos permite sugerir que al disminuir
los perfiles del pH en los tratamientos con y sin BFA afecta de manera negativa la regulacion
de genes involucrados con la produccion de algunas izoenzimas de lacasas o isoformas de
lacasas.

Por otra parte, Torres-Garcia et al (2021b) realizaron una revision bibliografica donde
reportan las principales enzimas responsables de la degradacion del BFA, y a pesar de que los
reportes existentes mencionan a las enzimas lacasas como enzimas que participan en la
degradacion del BFA, estos autores reportan la integracion de varias vias metabdlicas reportadas
hasta el momento y mencionan que las enzimas Mn-P son enzimas que participan mayormente
en la degradacion del BFA por hongos ligninoliticos y no-ligninoiliticos. Torres-Hernandez
(2019) reporta la produccion de enzimas Mn-P, empleando diferentes metodologias para su
cuantificacion y encontrd que la produccion de estas enzimas por el hongo A. flavus incrementa
conforme aumenta la concentracion del BFA en una fermentacion sélida. Al contrastar los
resultados de esta investigacion con los antes mencionados, se muestran similitudes bastante
notorias, ya que la produccion de Mn-P es mayor en comparacion con las enzimas lacasas y esta
produccion incrementa durante los primeros 6 dias de la fermentacion con la precencia del BFA.
Lo que nos permite sugerir que el ciclo catalitico de las Mn-peroxidasas depende de la
produccion de intermediarios menos estables quimicamente entre sus enlaces como parte del
metabolismo central del consorcio fangico. Torres-Garcia y Torres-Hernandez en el (2019)
reportan los parametros cinéticos de produccion de enzimas lacasas, y que estos parametros son
mayores en los tratamientos con mayor concentracion de BFA. A diferencia de lo antes

mencionado, en esta investigacion, la mayor Eméax tanto para lacasas como para Mn-P es mayor
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en el tratamiento sin BFA, sin embargo, la produccion de estas enzimas durante los primeros
dias, es crucial para la degradacion del BFA en intermediarios que puedan resultar menos

toxicos que el BFA

9. CONCLUSIONES

Los hongos filamentosos como herramienta de la biorremediacion se han utilizado en los
altimos afios. Especificamente, el género Aspergillus se adapta a diferentes matrices ambientales
y mantiene su crecimiento sobre diversidad de contaminantes. Los consorcios fingicos in vivo
establecen interacciones para permanecer en el medio interactuando con diversidad de
contaminantes, el presente estudio determind la capacidad del consorcio fangico de Aspergillus
de crecer sobre un medio de cultivo. con la mayoria de interacciones mutualistas con una fuente
de nitroégeno de sulfato amonio sobre una concentracion méxima tolerable de 200mg/L de BFA,
esto indica que el consorcio fungico tiene la capacidad de adaptarse y utilizar este contaminante
como fuente de carbono y co-metabolizar la glucosa presente en el medio o en un matriz
ambiental. La produccién de metabolitos secundarios por los hongos son utilizados de forma
industrial y en técnicas como la biorremediacion, enzimas como lacasas y manganeso
peroxidasas participan en la degradacion del BFA, las enzimas manganeso peroxidasas
mostraron una mayor produccion al momento de interactuar con el BFA y el consorcio flngico,
lo que indica que este contaminante estimula la produccion de estas enzimas, asi como una
mayor produccién de dioxido de carbono como indice de crecimiento del consorcio fungico
durante el periodo de crecimiento. El presente estudio da la base para estudiar la aplicacién in
vivo del consorcio fangico de Aspergillus sobre matrices contaminadas con BFA. Por otro lado,
los resultados mostrados con respecto a la produccion de enzimas nos permiten sugerir el uso

exclusivo de enzimas para remediar ciertas matrices con las pruebas adecuadas.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar el analisis de intermediarios y el porcentaje de biodegradacién de los extractos
contaminados con BFA y la presencia de consorcio fangico durante los dias de la
fermentacion.

Realizar un bioensayo de toxicidad en la linea celular HepG2, empleando los
sobrenadantes de la fermentacion sumergida con los distintos tratamientos para conocer
si la toxicidad disminuye con la presencia del consorcio fungico y realizar la
comparacion si los metabolitos secundarios presentan un nivel de toxicidad mayor o
menos al propio BFA.

Realizar las pruebas necesarias para la aplicacion del consorcio en el medio para una

degradacién in vivo.
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