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RESUMEN

El dibutil-ftalato (DBF) es un contaminante del medio ambiente, toxico para diversos
organismos. En la actualidad existen escasos estudios sobre la degradacion de este
plastificante utilizando hongos. Por lo tanto, el propésito de esta investigacion fue
evaluar el crecimiento de Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum y Neurospora
sitophila en presencia de DBF para determinar si estos hongos utilizan el compuesto
como fuente de carbono y energia para su crecimiento, ademas de determinar su
capacidad para la produccién de esterasas. Para realizar esta investigacion, se
utilizaron tres medios de cultivo diferentes 1) medio sin adicién de DBF (SAF), 2) medio
con 1500 mg de DBF/L y 3) medio con 2000 mg de DBF/L. Las tres cepas de hongos
fueron capaces de crecer en los medios que contenian DBF, se observo que las tres
cepas presentaron la mayor produccién de biomasa (Xmax) y la mayor tasa especifica de
crecimiento (i) en los medios que contenian DBF en comparacion con el medio SAF.
Para las tres cepas se observé una disminucién del pH durante los primeros dias de
incubacion, pero conforme transcurrian los dias de fermentacion, el pH aument6
llegando a valores de 7.2. En cuanto a las actividades enzimaticas las cepas de F.
culmorum y F. oxysporum, secretaron mayor cantidad de enzimas esterasas en los
medios que contienen el DBF. Se encontré que todos los hongos utilizaron por
completo la fuente de carbono inicial (glucosa) para su crecimiento y produccién de
biomasa. Los resultados sugieren que los tres hongos consumieron el DBF como fuente
de carbono para continuar con su crecimiento y como un posible inductor en la
produccién de enzimas esterasas. El hongo F. culmorum present6 mayor consumo de
Oz y mayor produccion de CO2en el medio con 1500 mg de DBF. En general, el DBF no
inhibi6 el crecimiento flingico y favorecié la produccion de enzimas esterasas.
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1. INTRODUCCION

Los ftalatos son diésteres aromaticos derivados del acido orfo-ftalico o del acido fere-
ftalico, que son ampliamente utilizados como plastificantes (Liang ef al. 2008).
Presentan dos cadenas laterales, generalmente alifiticas lineales, aunque también
pueden presentar grupos alifaticos ramificados, cicloalifaticos o aromaticos. Estos
compuestos fueron sintetizados por primera vez en la década de 1920; no obstante, su
venta a gran escala se dio hasta 1950 con la aparicion de la industria del cloruro de
polivinilo (PVC) por sus siglas en inglés (Keml, 2000), provocando su conversion de
plastico duro a otro flexible (Hwang et al. 2008; Chai et al. 2008). Son incoloros e
inodoros producidos por la reaccién del anhidrido ftalico con un alcohol apropiado
(alcoholes de entre 6 y 13 carbonos) (Chai et al. 2008; Hwang ef al. 2008). Los ftalatos
mas empleados son el Di (2- etilhexil) ftalato (DEHF), dibutil ftalato (DBF), Dietil ftalato
(DEF) y Dimetil ftalato (DMF). Los ftalatos son usados como plastificantes para producir
materiales poliméricos y una gran variedad de productos de uso personal, estan entre el
volumen mas alto de sustancias quimicas producidas con aproximadamente 2-8
millones de toneladas por afio (OMS, 1992). La contaminacién ambiental por ftalatos
ocurre como consecuencia de la fabricacion, el empleo y disposicion de productos
plasticos o directamente por uno de los numerosos productos de consumo personal
(cosmeéticos, productos farmacéuticos, etc.) (Zheng et al. 2007).

Los ftalatos han sido encontrados en sedimentos, agua, aire y alimentos, ya que
pueden migrar del material de empaque debido a su empleo (Hashizume ef al. 2002).
Durante los dltimos afos, los ftalatos de uso mas comun incluyendo el DBF, fueron
clasificados como contaminantes y compuestos interruptores endocrinos (EDCs)
(Perwack ef al. 1981).

1.1. Dibutil ftalato (DBF)

w

El DBF pertenece a la familia de los ésteres de acido ftalico, es un liquido inodoro de
color amarillo cuyo peso molecular es 278.34 g/mol. Presenta baja solubilidad en agua
pero alta en octanol. EI DBF no forma enlaces covalentes con el plastico por lo tanto se
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libera al ambiente con el tiempo y el uso (Lee ef al. 2007). En consecuencia, este
contaminante tiende a acumularse en sedimentos, en el suelo, el agua, el aire y en la

biota (Aurela et al. 1999; Bove et al. 1978; Giam et al. 1980; Petersen y Breindahl,
2000; Hashizume et al. 2002).
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Fig.1. Estructura quimica del Dibutil ftalato (Fuente: www.chemicalland21.com).

Seis ftalatos se han designado como contaminantes por la Agencia de Proteccién al
Ambiente de los Estados Unidos (US EPA): DBF, DMF, DEF, butil bencil ftalato (BBzF),
di-n-octil ftalato (DnOF) y DEHF (Furtmann, 1994). Algunos estudios han demostrado
que los plastificantes con cadenas cortas como el DMF, Difenilftalato (DFF),
Butilbencilftalato (BBF) y DBF pueden ser rapidamente degradados y mineralizados en
comparacion con los de cadenas largas como el DEHF (Wang et al. 2006). Existen
reportes de hepatotoxicidad, atrofia testicular, teratogénesis y carcinogénesis que estan
relacionados con los ftalatos en general (Huber et al. 1996; Hashizume et al. 2002). Las
fuentes de exposicion a ftalatos son por ingesta de alimentos y por exposicion dérmica,

esto probablemente por la alta migracion de los ftalatos contenidos en los envases de
plastico (Bustamante ef al. 2001).

Se producen cerca de veintiséis mil foneladas al afio de DBF desde hace mas de 40
afios en la Union Europea (CERHR, 2006) y es empleado principalmente en productos
de cuidado personal como desodorantes, perfumes, lociones de afeitar, champus vy
geles (ECB, 2003). Este plastificante se acumula en invertebrados, peces y plantas. No
obstante, existen investigaciones que demuestran la degradacion del DBF de manera
biolégica (Hashizume ef al. 2002). Se ha observado la efectividad del sistema
ligninocelulésico de los hongos de pudricién blanca para mineralizar el DBF hasta COs.
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Los hongos filamentosos en general poseen gran potencial para la biodegradacion de

compuestos téxicos, por su capacidad para mineralizarlos, para oxidar sustratos
insolubles y debido a la secrecion de enzimas (Lee et al. 2007).

1.2 Hongos Ascomicetos

Los ascomicetos o Ascomycota constituyen un grupo monofilético dentro de la division
Eumicetes del reino Fungi, con aproximadamente 64000 especies conocidas.
Representa el mayor filo de hongos y uno de los mas diversos (Conrad et al. 2009).
Habitan medios diversos como saprobios, parasitos y simbiontes. Los ascomicetos
llevan a cabo reproduccion sexual y asexual. El estado de reproducciéon asexual o
conidial se denomina anamorfo y al sexual o ascégeno se le denomina teleomorfo
(Herrera y Ulloa 1998). Estos hongos forman esporangios especiales caracteristicos de
su estado reproductivo sexual, llamados ascas o ascos, en cuyo interior se generan
esporas denominadas ascosporas. Su talo puede ser unicelular aunque generalmente
esta constituido por un micelio bien desarrollado, con hifas ramificadas y septadas,
cuyas células poseen de uno a varios ntcleos (Moreno, 2000).

Las especies de Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y Neurospora sitophila
pertenecen a la division Ascomycofa. Los hongos ascomicetos producen dos o mas
tipos de esporas, unas de las cuales pueden ser meidticas, es decir, esporas sexuales
llamadas ascosporas. Los mismos hongos pueden producir uno o mas tipos de esporas
asexuales, generalmente conidios o clamidiosporas en las etapas denominadas
anamorfas (Chaverri et al. 2003).

En general, los hongos de la familia de los ascomicetos causan pudricién blanda. Los
hongos causantes de la pudricién blanda utilizan un ataque similar al utilizado por los
causantes de la pudricion marrén (atacan preferentemente la celulosa de las plantas)
(Akar y Divriklioglu, 2010). Este tipo de hongos (ascomicetos) atacan preferentemente
la celulosa de las paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas en la
pared secundaria celular (Schwarze et al. 2000).



1.2.1 Morfologia y estructura de los hongos ascomicetos

El micelio esta formado por hifas septadas, delgadas o gruesas, simples o muy
ramificadas, cortas o largas, las que por lo general se extienden en todos sentidos
constituyendo micelio amorfo o con forma regular y definida. Los septos de las hifas son
discoidales y se forman a expensas de la pared lateral que se va cerrando hacia el
centro. El cierre del tabique no es completo, pues en el centro queda un pequefio
orificio de estructura sencilla, a través del cual generalmente se comunica el
protoplasma de las células contiguas. En ciertos casos, el poro esta obstruido por un
tapon formado por corpusculos, los que a su vez se originan en los cuerpos de woronin
(cuerpos esféricos cristalinos, situados cerca de los septos) (Ingraham ef al. 1995).

En la gran mayoria de los ascomicetos, las hifas estan estrechamente unidas formando
prosénquimas o pseudoparénquimas, es decir, estructuras que se observan en los
cuerpos fructiferos, en los estromas y esclerocios (Ingraham et al. 1995). Todas las
células poseen pared celular, membrana celular, protoplasma y de uno a varios
nlicleos. La pared celular es delgada o gruesa y esta constituida fundamentalmente por
quitina, aunque presenta menores cantidades de celulosa, compuestos peptidicos,
proteinas, lipidos y sales minerales. El protoplasma por lo comin es hialino y

transparente, contiene vacuolas y reservas de grasa y glucoégeno (Herrera y Ulloa,
1998).

1.2.2. Ciclo de vida, reproduccién sexual y asexual de hongos ascomicetos

Los hongos ascomicetos representan el 75% de las especies flingicas descritas hasta
el momento. Sin embargo, las fases sexuales o teleomorfas han sido poco estudiadas
debido a que solo se han podido recuperar en cultivo puro el diez por ciento de las
especies. La principal dificultad en el estudio de estos organismos es que se necesita
interrumpir el estado de latencia de las ascosporas. Con este fin se aplican diferentes
métodos de aislamiento y de activacion de ascosporas (Ingraham ef al. 1995).

El ciclo de vida de los ascomicetos, comprende la formacion de hifas dicariéticas que
tiene lugar como consecuencia de diversos procesos de reproduccién sexual que llevan

al apareamiento de nucleos. Tales procesos de reproduccion pueden ser: contacto
7



gametangial, espemmatizacion y somatogamia. Una vez que el ascogonio esta
fecundado se empiezan a originar diverticulos que pronto reciben copias de los nticleos
paternos y maternos y los organizan en hifas dicariéticas, con un nicleo de cada tipo
por célula. Estas células suelen crecer y ramificarse dentro de los tejidos del futuro
ascoma, integrados por hifas monocariéticas. En las células situadas en el extremo de
las numerosas ramificaciones de las hifas ascogenas donde tendra lugar la cariogamia.
Debido a la ramificacién de las hifas dicaridticas, una sola fecundacién inicial producira
un extenso nimero de zigotos, cada uno de los cuales actia como una célula madre de
un asca. El crecimiento de las hifas ascégenas se produce por uncinulacién. Este es un
proceso exclusivo de los ascomicetos en donde la primera célula dicariética se curva
apicalmente en forma de gancho (uncinulo) que se desarrolla en sentido opuesto al
crecimiento. A la vez, se dividen ambos nticleos y uno de ellos emigra al uncinulo.
Posteriormente, se separa por tabiques transversales el par apical de nicleos. Mientras
tanto, el par apical del uncinulo se fusiona con la célula originada e introduce en ella el
nucleo recibido. Este sistema de division celular se repite en cada célula apical hasta la
formacion del asco. Este mecanismo asegura que los niicleos hermanos se separen en
dos células, y por lo tanto se mantiene el caracter dicaritico de dichas células. Las
células apicales binucleadas (primordio del asco) completan la reproduccion sexual con
la cariogamia. Sus dos nucleos se fusionan para dar el nucleo zigético y se convierte en
un esporangio claviforme. A la célula diploide formada se le conoce como célula madre
del asca. Estas sufren meiosis para originar cuatro nicleos haploides que se dividen
por mitosis originando de esta forma los ochos nicleos haploides (Ingraham et al.
1995).

Cada nucleo se delimita en una porcion del citoplasma y el reticulo endoplasmatico
llamado vesicula ascal que se va invaginando para formar las ascosporas. En los
ascomicetos, las ascas se forman protegidas por hifas monocari6ticas derivadas de las
que rodean el ascogonio, constituyendo los cuerpos fructiferos llamados ascomas o
ascoscarpos. En el proceso de formacion de las ascosporas, los ascomicetos suelen
expulsar a las esporas de forma activa por una abertura apical. Estas ascosporas
pueden ser elipsoidales o fusiformes, a veces alargadas, unicelulares o pluricelulares,

hialinas o con melanina. Cuando las ascosporas caen sobre un medio adecuado,
8
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absorben agua, se hinchan y germinan. Esto ocurre por la accién del material

sintetizado en el reticulo endoplasmico como la quitina y los glucanos (necesarios para
la formacion de la pared). Estos compuestos son enviados a los dictiosomas a través de
vesiculas. En los dictiosomas ocurre la transformacion del material a membrana
plasmatica, enzimas de sintesis de la pared o ablandamiento. Posteriormente, estas
vesiculas son transportadas al tubo de germinacion en donde se unen a la membrana
donde liberan su contenido, aumentando la pared. La elongacion sufrida en el apice del
tubo de germinacion se debe a la presion ejercida por el protoplasto o presion osmética
interna. Por esta razén, las hifas solo crecen en longitud, pero no poseen preferencia de
direccion, lo que da lugar a colonias radiales o esféricas dependiendo del sustrato en el
que se encuentre el hongo. De esta manera, comienza el crecimiento del micelio
haploide (Ingraham et al. 1995; Madigan ef al. 2005).

La forma de reproduccién asexual en los ascomicetos se da por conidios. Estos suelen
formarse en las etapas mas favorables de su ciclo vital, dando lugar a la fase
anamorfica. El proceso de formacion de los conidios puede ocurrir por diferentes
mecanismos. El mecanismo mas frecuente ocurre por la existencia de células
especializadas llamadas conidiégenas que suelen ser sostenidas por conidi6foros. En
ellos, se produce conidiogénesis blastica, que implica la formacion de nueva pared, de
tal forma que el talo crece con la punta de forma redondeada. Los conidios pueden ser
uni o pluricelulares, hialinos u oscuros, de pared lisa u ornamental. Los conidiéforos se
pueden formar directamente sobre el micelio o agrupados (Ingraham ef al. 1995;
Kendrick, 1985).

1.3 Fusarium culmorum

Es un hongo filamentoso que presenta conidiéforos simples, cortos, tabicados que
terminan con varios macroconidios, alargados y estrechos, curvados y con extremos
afilados (de 4-6 x 40-60 ym), con cinco a ocho septos transversales y pared fina y lisa,
los microconidios en esta especie se encuentran ausentes (Smith, 2002).



Presenta colonias de crecimiento rapido, vellosas, algodonosas, inicialmente blancas, y,
en algunos medios de cultivo, con una pigmentacion rosa en el centro que difunde a
todo el cultivo (Fig. 2) (Smith, 2002). Las colonias pigmentadas tienen el centro rosa

naranja intenso, con zona marginal rosa palido y bordes blancos. Reverso de color
rosa-naranja intenso.

Fig.2. Morfologia del hongo F. culmorum creciendo sobre medio agar extracto de malta.

1.4 Neurospora sitophila

Es un tipo de hongo Ascomiceto que crece de forma saprofita en el ambiente. Las
especies de Neurospora son aerobios obligados que se producen en el pan, almacenes
de madera y fabricas de madera contrachapada; en los registros de vapor, en los
rastrojos de los campos de cafa de azicar quemados (Pandit, 1996). Esta especie de
hongo presenta colonias de rapido crecimiento con abundante produccién de ascomas
(Fig. 3). Neurospora puede crecer en materia organica muerta o en medios constituidos
por agua, sales minerales, glucosa o agar.

De acuerdo a su tipo de reproduccion se clasifican en heterotélicos (reproduccién
sexual) y homotalicos (reproduccion asexual).
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Fig.3. Morfologia del hongo N. sitophila creciendo sobre medio agar extracto de malta.

1.5 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas
patégenas, parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas vy
Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las
defensas de muchas plantas, se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento.
La morfologia de las colonias es muy variable, caracterizada por la produccién de
abundante micelio aéreo, algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado
durazno, pero usualmente con un tinte pirpura o violeta mas intenso en la superficie del
agar (Fig. 4) (Bosland, 1988).
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contenga un enlace éster. De acuerdo con la nomenclatura de la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular, las esterasas reciben el nimero de clasificaciéon EC
3.1, el cual las identifica como hidrolasas que acttian sobre enlaces ésteres de acidos
carboxilicos (hitp://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/, 1992).

Las esterasas tienen propiedades cataliticas que las hace muy versatiles en varios
procesos industriales que implican reacciones de hidrolisis, esterificacién, trans-
esterificacion (inter-esterificacion, alcoholisis) y aminolisis. Estas enzimas presentan
elevada estabilidad en solventes organicos y liquidos i6nicos (Pio y Macedo, 2009). Las
esterasas son enzimas muy versatiles que pueden catalizar, ademas de la ruptura del
enlace éster, reacciones de hidrdlisis y sintesis in vitro de una amplia variedad de
sustratos, como ésteres sintéticos solubles. (Carvalho et al. 1999). Estas propiedades
cataliticas tienen un uso potencial en diferentes industrias, por ejemplo, en alimentos,
detergentes, produccion de biodiesel, entre otras aplicaciones (Carvalho et al. 1999;
Badenes et al. 2010) y algunos de los usos potenciales de estas enzimas esterasas
incluyen aplicaciones en la degradaciéon de plasticos (Hwang et al. 2008; 2012).
También este grupo de enzimas ha sido reconocido como uno de los sistemas mas
importantes en el metabolismo de compuestos xenobiéticos (Badenes ef al. 2010).

Dentro del grupo de las esterasas, las que poseen mayor aplicacion industrial son las
lipasas. Estas enzimas pueden llevar a cabo un amplio espectro de reacciones de
bioconversion tales como hidrélisis, esterificacion, alcohdlisis, acidélisis y amindlisis
(Sayali et al. 2013).

1.7 Mecanismo de accion de esterasas

Las estructuras cristalinas reportadas hasta el momento muestran plegamiento a/g con
una triada catalitica de His-Ser-Asp en el sitio activo, triada clasica reportada en serin
proteasas, lipasas y ofras esterasas. Es logica la suposicion de definir un mecanismo
hidrolitico similar al reportado en serin proteasas, con la formacién de un estado de
transicion tetrahedral, la estabilizacion de un anillo oxoanion en el residuo carbonilo del
sustrato y la participacion de una molécula de agua para finalizar la reaccion. Este

13



proceso se puede resumir en dos etapas, la acilacion y posterior desacilacion de la
enzima.

Primera Etapa: (Acilacion) La catélisis comienza con un ataque nucleofilico sobre el
carbonilo del éster, por parte de la OH-Ser, residuo activado por la influencia de la
Histidina catalitica. En el segundo paso, se forma el intermediario tetrahedral y se
estabiliza del anillo oxoanién con residuos de aminoacidos cercanos al sitio activo. La
necesidad de estabilizar el anillo imidazol, rompe el intermediario tetrahedral.

La primer etapa termina con la liberacion del alcohol como producto y con la serina del
sitio activo acilada.
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Fig.5. Mecanismo de accion de catalisis de las enzimas esterasas (Sayali et al. 2013).

Segunda etapa: (Desacilacion) El segundo paso de la hidrélisis, incluye la desacilacion
de la enzima y la liberacion del acido carboxilico como producto final. La segunda etapa
comienza con un nuevo ataque nucleofilico hacia el carbono carbonilo por una molécula
de agua, asistida de nuevo por la Histidina catalitica.

Lo siguiente es la formacion de nuevo del intermediario tetrahedral y la estabilizacion
del anillo oxoanién por aminoacidos cercanos al sitio activo. La necesidad de estabilizar
al anillo imidazélico de la Histidina permite el siguiente paso de la reaccion. La hidrélisis
es finalizada con la liberacién del acido carboxilico como producto final y la enzima libre.
Como consecuencia se obtiene la hidrdlisis del éster.

14




1.8 Respirometria como método de estimacion del crecimiento microbiano

La respirometria es una técnica basada en la medicion del consumo de Oz y/o la
produccion de CO2 por microorganismos que consumen un sustrato organico, el cual es
degradado y oxidado a COz, es util para:

» Evaluar biodegradacién de sustancias quimicas especificas.
o Tratabilidad de residuos organicos industriales.

o Evaluar el efecto de cantidades conocidas de compuestos téxicos en la reaccion
de consumo de oxigeno en una muesira de agua residual o de sustancias
quimicas organicas.

Los datos respirométricos se usan como comparacion directa entre el consumo de
oxigeno de diferentes muestras (Calderon et al. 2001).

Un respirbmetro es un instrumento que consiste en un pequefio conjunto de sensores
que ayudan a medir velocidades de respiracion aerobia de una poblacién microbiana en
determinadas condiciones. El respirometro determina la cantidad de O2 consumida por
unidad de tiempo y de volumen. Algunos autores consideran al respirbmetro como un
sensor, ya que consiste en una unidad fisica con una entrada de muestra externa y una
salida de resultados obtenida después de un procedimiento interno (Guisola ef al.
2004).

1.9 Fermentacién liquida

La fermentacion liquida es un proceso en el que los microorganismos son inoculados en
una solucion acuosa de nutrientes produciendo biomasa y metabolitos a partir de la
utilizacién de sustancias organicas, en ausencia o presencia de oxigeno (Fazenda ef al.
2008). En este sistema los microorganismos se desarrollan flotando en un volumen del
medio de cultivo. En el caso de los hongos, éstos pueden formar pequenas esferas de
micelio (pellets) cuando hay agitacion (Cérdoba ef al. 2014), tal es el caso de algunos
hongos de pudricion blanca que crecen en fermentacion liquida. A medida que los
microorganismos descomponen los nutrientes, secretan enzimas al medio acuoso
(Grimm et al. 2005).
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2. ANTECEDENTES

A continuacion se describen algunos trabajos que han evaluado el efecto de diferentes
ftalatos (DBF, DEHF, DEF) en el crecimiento de diferentes hongos ascomicetos y
basidiomicetos.

Tanaka et al. (2000) observaron la degradacion de DBF por la enzima lipasa de
Candida cylindracea en un pH de 7. El producto de degradacion, benzil ftalato (BF), fue
detectado por cromatografia liquida (HPLC) después de 24 horas de incubacion. La
concentracion de éste disminuy6 en tres dias y se degradé en acido ftalico.

En un estudio realizado por Kim et al. (2003) evaluaron la degradacién de DEHF (500
mg/L) empleando una cutinasa pura obtenida del hongo F. oxysporum, y se comparé
con una esterasa de C. cylindracea en fermentacion liquida, evaluando ademas la
toxicidad de los productos de degradacion de cada enzima. Se obtuvieron niveles
superiores de actividad hidrolitica y de degradaciéon para la cutinasa fungica, con
respecto a la esterasa, encontrando una tasa de descomposicion del 90% de DEHF en
las primeras 12 h de fermentacion utilizando una concentracion de 10 mg/L de la
enzima. También se encontré que el producto de degradacion obtenido de la cutinasa
de F. oxysporum, 1,3 —isobenzofuranoide (IBF), no resultd téxico para el organismo
utilizado en el bioensayo (bacteria bio-luminiscente recombinante de Escherichia coli).
En comparacién, la esterasa, ademas de IBF, produjo un compuesto desconocido;
ambos compuestos resultaron téxicos para E. coli. En otro estudio de degradacion
enzimatica en el que se utilizé una cutinasa comercial (enzima lipolitica que degrada a
la cutina), se evalué la degradacion de DEHF enconirando que casi el 70% de la
concentracion inicial de este compuesto se degrado en 4.5 h (Kim ef al. 2007).

Lee et al. (2007) utilizaron el hongo de pudricién blanca Polyporus brumalis para
degradar 3 diferentes concentraciones (250, 750 y 1250 uM) de DBF. El DBF fue casi
eliminado del medio de cultivo durante los primeros 12 dias de incubacién, encontrando
que el 50% del DBF fue adsorbido por el micelio del hongo. Se detectaron al DEF y al
monobutil ftalato (MBF) como productos intermediarios de la degradacion; de acuerdo
con sus resultados, la degradacion de DBF por este hongo puede ser completada a
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traves de 2 rutas, la trans-esterificacion y la desesterificacion, las cuales sucesivamente
se combinan en una via de degradacion intracelular.

Por otra parte, Hwang et al. (2008) investigaron la biodegradacion de los ftalatos DEF,
DMF y DBF en un medio de cultivo liquido YMG (Extracto de levadura, extracto de
malta y Glucosa) por 10 hongos de pudricion blanca (Pleurotus ostreatus, Irpex acteus,
P. brumalis, Schizophyllum commune, Fomitella fraxinea, Merulius tremellosus,
Trametes versicolor y T. versicolor MrP1, T. versicolor MrP13 y T. versicolor MnP2-6)
aislados en Korea. Encontraron que a una concentracion de 100 mg/L de cada ftalato,
la degradacion ocurre dentro de los primeros 12 dias de incubacién y que el
sobrenadante del cultivo de P. ostreatus cuando el hongo crecié en medio de extracto
de levadura y glucosa (YMG) durante 4 dias (30°C) degrad6 el 14.9% de DBF. Cuando
los ftalatos se agregaron después de 5 dias de incubacion, la mayoria de los hongos,
excepto /. lacteus mostraron un incremento en la remocion. P. ostreatus mostrd la
mayor degradacion para los 3 ftalatos, lo que se atribuy6 a las enzimas que se
encuentran asociadas al micelio y no a las enzimas extracelulares.

Chai et al. (2008) evaluaron la degradacion de DEHF (40 ppm) por 14 cepas de hongos,
encontrando que 9 de éstas degradaron mas del 50% del compuesto, también
observaron que F. oxysporum fue el hongo con mayor efectividad en degradar mas del
98% del ftalato.

Sanchez et al. (2009) aislaron e identificaron cepas de hongos del suelo de los
suburbios de Manchester, Inglaterra, identificadas como F. oxysporum y F. culmorum.
Las cepas se crecieron sobre DEHF (concentracién) como tnica fuente de carbono y

energia, mostrando produccion de biomasa después de 20 dias de fermentacién en
caja.

Recientemente, Ahuactzin ef al. (2014) evaluaron el crecimiento de tres cepas de
hongos, N. sitophyla, Trichoderma harzianum y Aspergillus niger, desarrolladas en
medios con DBP con el objeto de determinar si estas cepas utilizaban este compuesto
como fuente de carbono y energia, para esto se utilizé un medio de cultivo con tres
concentraciones diferentes: 500 mg/L, 1000 mg/L de DBF y medio sin adicion de ftalato,
encontraron que las tres cepas mostraron mayor diametro y grosor de la pared celular
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de la hifa de la zona joven y zona madura de las colonias a mayor concentracion de
DBF, ademas observaron que los perfiles de pH disminuyeron conforme avanzaban los
dias de fermentacion a un pH acido, posiblemente por la generacién de algunos
compuestos acidos durante su crecimiento. En general los tres hongos fueron capaces
de crecer en presencia de DBF.

Zhu-Hua et al. (2012) encontraron que cepas de Fusarium sp. DMT-5-3 y Trichosporon
sp. DMI-5-1 no mineralizaron completamente los ésteres de ftalato (EFs) pero si los
transformaron en sus intermediarios, monometil ftalato 6 acido ftalico por hidrolisis
gradual de dos enlaces éster. Estos resultados sugirieron que las esterasas flngicas
son las responsables de la hidrélisis de los enlaces éster, y en los ésteres de ftalato son
altamente especificas para su sustrato.

3. JUSTIFICACION

Existen muy pocos estudios sobre la degradacion de ftalatos empleando hongos
ascomicetos, por lo que en este trabajo se estudiara el crecimiento de N. sitophila, F.
oxysporum y F. culmorum en un medio con diferentes concentraciones de DBF. Se
evalué el efecto de este compuesto en el crecimiento de los hongos y en la actividad
enzimatica de esterasas (enzimas responsables de la degradacién de los ftalatos). Los
resultados obtenidos de esta investigacion aportaran informacién para futuros trabajos
relacionados con la degradacion de este tipo de compuestos.

4. HIPOTESIS

Los hongos F. oxysporum, N. sitophila y F. culmorum desarrollados en presencia de
dibutil ftalato produciran enzimas esterasas crecidos en una fermentacion liquida.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del dibutil ftalato sobre la actividad enzimatica de esterasas
producidas en fermentacién liquida por los hongos F. oxysporum, N. sitophila y F.

culmorum.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar la tasa especifica de crecimiento, la biomasa y los cambios en el pH de
F. oxysporum, F. culmorum y N. sitophila crecidos en medios conteniendo 1500
mg y 2000 mg de DBF/L en fermentacion liquida.

» Determinar la actividad enzimética de esterasas de F. oxysporum, F. culmorumy
N. sitophila crecidos en medios conteniendo 1500 mg y 2000 mg de DBF/L en
fermentacion liquida.

e Determinar el consumo de glucosa de F. oxysporum, F. culmorum y N. sitophila
crecidos en medios conteniendo 1500 mg y 2000 mg de DBF/L en fermentacién
liquida.

e Evaluar la produccion de CO2 y el consumo de Oz de F. oxysporum, F. culmorum
y N. sitophila crecidos en medios conteniendo 1500 mg y 2000 mg de DBF/L en
fermentacion liquida.

7. METODOLOGIA

7.1 Organismos de estudio

Los organismos que se emplearon son: Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum y
Neurospora sitophila, hongos filamentosos pertenecientes al cepario del laboratorio de
Biotecnologia Ambiental del Centro de Investigaciones en Ciencias Biologicas, de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala.

7.2 Preparacion de inoculo y condiciones de cultivo

Se propagaron las 3 cepas, a partir de discos de micelio (10 mm) en agar extracto de
malta. Los tiempos de desarrollo de las cepas fueron: 5 dias para N. sitophila, 7 dias
para F. culmorum y F. oxysporum. El inoculo se tomé de la periferia de estas colonias (3
fragmentos de 10 mm de diametro). Los ensayos en presencia o no de DBF, se llevaron
a cabo en el medio de cultivo con la siguiente composicion (g/L): Se preparé un medio
son tres diferentes concentraciones KH2POs, 0.6; ZnSQ04-7H20, 0.001; K2HPO4, 0.4;
FeSO047H20, 0.05; MnSO4°H20, 0.05; MgSO4-7H20, 0.5; CuSOs 0.25, extracto de
levadura, 5 y glucosa, 10 (Cérdoba ef al. 2014). Como medio control (SAF) se usé el
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medio antes descrito sin adicion de DBF; el mismo medio fue adicionado con 1500
(medio 2), y 2000 mg DBF/L (medio 3). El pH se ajust6 a 6.5 usando NaOH 0.1M.

7.3 Incubacion del microorganismo en fermentacion liquida

Como unidades experimentales, se emplearon matraces de 125 mL conteniendo 50 mL
de medio de cultivo, se esterilizaron por 15 min a 120°C y se enfriaron. En todos los
casos, el medio de cultivo sin adicion de ftalatos (SAF) se utilizd como testigo (Sanchez
et al. 2009). Los cultivos se incubaron a 25°C por 7 dias para F. culmorum y F.
oxysporum y 5 dias para N. sitophila a 130 rpm.

7.4 Medicion de pH

Los cambios del pH se midieron cada 12 h en el sobrenadante de los medios de cultivo
filtrados, esto para las cepas de F. oxysporum y F. culmorum, para la cepa de N.
sitophila se midi6 el pH cada 8 h, este proceso se llevé a cabo durante todo el tiempo
que duro la fermentacion de cada cepa empleando potenciometria (Ahuactzin et al.
2014). '

7.5 Obtencion del sobrenadante

El sobrenadante de la fermentacion se obtuvo a las 12 h de cultivo, y posteriormente
cada 12 h para F. oxysporum y F. culmorum, y cada 8 horas para N. sitophila, por
filtrado y retencion de la biomasa a través de papel de filtro Whatman No. 4, y se
consider6 como extracto crudo enzimatico. La biomasa retenida sobre el papel
Whatman se secé hasta peso constante para su cuantificacién por diferencia en peso
seco (Cordoba et al. 2014).

7.6 Cuantificacion de la biomasa

La biomasa retenida sobre el papel Whatman que se cuantific por diferencia de peso.
Se utilizé para evaluar la tasa especifica de crecimiento del microorganismo, la cual se
evalué mediante el progreso de la biomasa en funcién del tiempo X = X (f) y se ajust6
mediante la ecuacion logistica de Velhurst-Pearl (1):

dXIdt = p(1-XIXmax)X (1)
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La solucion a la ecuacion fue la siguiente (2):

X=Xmax | (1+ Ce#t)  (2)

Donde:

[ = Maxima tasa especifica de crecimiento (h )

Xmax= Valor de la biomasa maxima o de equilibrio (g/L) cuando dX/ df = 0 para X> 0.
t = Tiempo transcurrido en la fermentacion (h)

Xo = Valor de la biomasa inicial (g/L)

C = Valor que representa la relacion entre la diferencia de Xmax y Xo(g/L):

C = (Xmax — Xo) I Xo(3)

La estimacion de los parametros cinéticos con las ecuaciones mencionadas se
realizaron usando la herramienta Solver de Microsoft Excel (Téllez-Téllez et al. 2008).

El rendimiento de la biomasa con respecto al sustrato (glucosa) (Yxs) se estimé como
la relacion entre la Xmax (g/L) y la glucosa consumida (g/L). El rendimiento tedrico de la
enzima con respecto a la biomasa (Yeix) se estima como la relacion entre la Emax (U/L) y
Xmax (g/L). Se calcula la productividad en el pico maximo de actividad (Pro= Emax/
tiempo de fermentacién), ademas de la tasa especifica de formacion de la enzima
(ap=pYenx).

7.7. Actividad enzimatica de esterasas

La actividad de esterasa se determin6 espectrofotométricamente siguiendo la hidrélisis
de p-nitrofenil butirato (o#NPB) durante un minuto frente a una solucién blanco a 405 nm.
La mezcla de reaccién contenia 100 pl de ECE y 900 pl de reactivo preparado con los
siguientes componentes: oNPB 1.76%, acetonitrilo 1.11%, Triton X-100 0.04% y agua
destilada 11.11%, disuelto en buffer de fosfatos 0.01 M a un pH 7.5. Una unidad de
actividad de esterasa fue definida como la cantidad de esterasa requerida para liberar
un micromol de p-nitrofenol en un minuto bajo las condiciones de ensayo (25°C, pH
1.5).
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7.8 Respirometria

Para estimar indirectamente los parametros asociados al crecimiento, se cuantificaron
las concentraciones volumétricas de Oz y CO2 en la corriente gaseosa a la entrada y
salida de los matraces. Se utilizaron matraces de 125 mi con 50 mi del medio de cultivo,
se sometieron a incubacion a 130 rpm en una incubadora orbital, a 30 °C. A la salida de
cada matraz, la corriente gaseosa humeda se conect6é a un sistema de deshidratacién
de aire. Los medidores de O2 y CO2 del sistema respirométrico estan conectados a un
Datalogger que transfiere los datos al programa LabView para su procesamiento y
almacenamiento en el programa Excel (Torres, 2013).

7.9 Consumo de glucosa

Se cuantificé la cantidad azicares reductores por medio del reactivo DNS (acido 3,5
dinitro salicilico), a 100 pl de sobrenadante y 900 pl de agua destilada se le agregaron 2
ml del reactivo DNS. Se calent6 a temperatura de ebullicion por 5 min, se par6 la
reaccion en bafio en hielo, después de enfriarse se leyo la absorbancia a 575 nm.

7.10 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El andlisis se llevo a cabo aplicando
un Analisis de varianza unifactorial (ANOVA) utilizando el programa Graph pad y las
diferencias significativas entre medias se establecieron con una prueba de Tukey.

8. RESULTADOS

8.1 Fusarium culmorum

En el presente capitulo se muestran los resultados de la cepa de Fusarium culmorum
en un medio con diferentes concentraciones de DBF.

8.1.1. Crecimiento

En la Fig.6 se muestra el crecimiento de la cepa F. culmorum crecida en medios de
cultivo sin adicion de DBF (SAF), y adicionado con 1500 y 2000 mg de DBF/L. En el
medio SAF, F. culmorum presenté tres fases tipicas de crecimiento microbiano (fase de
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Xmax de 5.56 g/L y una p de 0.044 h-!, tiempo en el cual comenz6 la fase estacionaria.
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Fig. 6. Crecimiento de F. culmorum en medio sin adici6n de fialatos (SAF) (©), 1500 () y

2000 (a) mg de DBF/L en fermentacién liquida. Linea continua (—) corresponde a los datos

ajustados usando la ecuacion logistica (ecuacién 1) mostrando la desviacién estindar.

Los valores de Xmax y 4 en el medio SAF resultaron menores que los obtenidos para los
medios que contenian 1500 mg y 2000 mg de DBF/L. Para el medio con 1500 mg
DBF/L, se observé la maxima produccién de biomasa a las 84 h, obteniendo una Xmax
de 7.08 g/L y una p de 0.065 h™', también comenz6 su fase estacionaria a las 84 h de
fermentacion. En el medio con 2000 mg DBF/L, alcanzé la maxima produccién de
biomasa y la fase estacionaria a las 84 h, obteniendo una Xmax de 8.1 g/L y una p de
0.085 h'. Comparando con el medio SAF y el medio que contenia 1500 mg de DBF/L,
el medio que contenia 2000 mg de DBF/L present6 una mayor Xmax.
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8.1.2. pH

La cepa de F. culmorum se desarrollé6 en un medio con tres diferentes concentraciones
a las cuales se les ajusto el pH a 6.5. En el medio SAF se observo un pH inicial de 5.8
hasta las 90 h de incubacion, a las 100 h de incubacién donde el hongo se encontraba
en su fase estacionaria de crecimiento, el pH fue neutro de 7.1 (Fig. 7).

O 1 T L L] T Ll i L L] L Ll Ll 1 L] L]

0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120 132 144 156 168 180
Tiempo (h)

Fig. 7. pH de F. culmorum en medio sin adicién de DBF (SAF) (¢ ), 1500 (£1) y 2000 (A) mg
de DBF/L en fermentacion liquida.

Para el medio que contenia 1500 mg DBF/L, se observo un pH inicial 6.3 hasta las 50 h
de incubacién que presenté un pH de 5.3. Conforme pasaron los dias de fermentacion
el pH aumento y a las 90 h cuando el hongo se enconiraba en la fase estacionaria de
crecimiento el pH fue de 7.7. En el medio con 2000 mg DBF/L, se observo a las 40 h de
incubacion un pH acido de 5.0, conforme pasaron los dias de fermentacion el pH se
volvié basico y a las 100 h de incubacién donde el hongo produjo su biomasa maxima e
iniciaba su fase estacionaria, el pH fue neutro de 7.7.
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8.1.3. Actividad enzimatica de esterasas

En los medios que contenian 1500 y 2000 mg DBF/L se obtuvo una mayor actividad
enzimatica de esterasas (hasta X y Y, respectivamente) en relaciéon con el medio control
(SAF) donde se present6 una actividad enzimatica de esterasas de 70.5 U/L (Fig. 8).
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Fig. 8. Actividad enzimatica de esterasas de F. culmorum en medio sin adici6n de ftalatos (SAF)
(©), 1500 (1) y 2000 ( A) mg de DBF/L en fermentacion liquida.

Para el medio de 1500 mg de DBF/L se obtuvo una actividad de enzimas esterasas de
124.2 U/L, menor en comparacion con el medio SAF. El medio de 2000 mg de DBF/L
presenté una actividad enzimatica de esterasas de 208.5 U/L, mayor que el medio que
contenia 1500 mg de DBF/L. Estos resultados nos demuestran que no se inhibié la
produccion de enzimas esterasas en presencia de DBF en la cepa de F. culmorum
aunque si disminuy¢ la cantidad.
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8.1.4. Parametros cinéticos de crecimiento y de produccion de esterasas

En la Tabla 1, la p fue mayor en el medio que contenia 2000 mg de DBF/L en
comparacion con los medios SAF y 1500 de DBF, los medios con 1500 y 2000 mg de
DBF presentaron Xmax con respecto al medio SAF, el medio con 2000 mg de DBF
presenté la mayor Emax (208.5 U/L), en cuanto al rendimiento de la biomasa con
respecto al sustrato (Yws) no se observé una diferencia estadistica entre las diferentes
concentraciones de DBF, el rendimiento de la enzima producida con respecto a la
biomasa (Yex) fue mayor en el medio con 2000 mg de DBF. Con respecto a la
productividad de la enzima (Pro) y la tasa especifica de formacién de la enzima (qp), fue
mayor en el medio con 2000 mg de DBF en comparacion con el medio SAF que
presento valores menores.

Tabla 1. Parametros cinéticos de crecimiento y produccién de esterasas de F. culmorum.

Fusarium culmorum

Parametro Medios de Cultivo
SAF 1500 2000
p (k1) 0.04¢ 0.06" 0.082
{C.001) {0.004) {0.008)
Xmax (g/L) 5.6° 712 8.12
{0.04) {0.03) {©.23)
Emax (U/L) 70.5¢ 124 20 208.52
(45) (24) (19)
Y ws{gX gS-) 0.62 Q.72 0.82
{0.001) {0.001) {0.001)
Y ex (U gX-Y) 12.6° 17.5b 251
(0.5) (0.24) (0.8)
Pro(UL-* h) 0.7° 0.7° 433
{0.003) {0.002) {0.001}
ape (U hr' gX-1) 0.5° 1.12 212
(0.001} {0.002) {0.001)
Se reporta la media y enire paréntesis la desviacion eslandar. Las medias del mismo renglon con diferente letra son
significalivamente diferentes (2<0.05).
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8.1.5. Cuantificacion de azicares residuales

En la Figura 9 se observa que para el medio SAF la glucosa inicial se consumi6 casi
completamente después de 36 h; este tiempo coincide con la fase exponencial de
crecimiento del hongo. Para los medios que contenian 1500 y 2000 mg de DBF/L, se
observé que aproximadamente a las 46 horas la concentracion de glucosa disminuyd
casi a cero y coincide con la fase exponencial de crecimiento del hongo.

Glucosa {g/L)

o{zz'asasanzmma,sexm
Tiempo de fermentacion (h)

Fig. 9. Consumo de glucosa de F. culmorum en medio sin adicién de ftalatos (SAF) ( ©), 1500

(1) y 2000 ( o) mg de DBF/L en fermentacion liquida.

8.1.6. Consumo de O2

En la Figura 10 se muestran los resultados del consumo de Oz de la cepa F. culmorum
utilizando la técnica de respirometria en un medio sin adicion de DBF, con 1500 y 2000
mg de DBF/L. El medio sin adicién de DBF present6 la menor consumo de Oz (2.6
mg/mL) en comparacion con los medios que contenian DBF. Los medios que contenian
1500 y 2000 mg de DBF/L presentaron mayor consumo de Oz (4.1 y 4.9
respectivamente).
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Fig. 10. Consumo de O, por F. culmorum en medio sin adicién de ftalatos (SAF) (¢ ), 1500 (m)
y 2000 ( A ) mg de DBF/L en fermentacion liquida.

8.1.7. Produccién de CO:

Se utiliz6 la técnica de respirometria para evaluar el CO2 producido durante el
crecimiento de la cepa F. culmorum en un medio con diferentes concentraciones de
DBF (SAF, 1500 y 2000 mg de DBF/L). En la figura 11 se observa que la cepa de F.
culmorum presenté menor produccion de CO2 en el medio SAF (1.5 mg/mL) en
comparacion con los medios que contenian 1500 y 2000 mg de DBF. El medio que
contenia la concentracién de 2000 mg de DBF/L presenté mayor produccién de CO2
(2.9 mg/mL) en comparacién con el medio con 1500 mg de DBF (2.2 mg/mL).
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Fig. 11. Produccion de CO; por F. culmorum en medio sin adicion de ftalatos (SAF) (¢ ), 1500
(=) y 2000 (4 ) mg de DBF/L en fermentacién liquida.

8.1.8 Parametros cinéticos de produccién de CO2 y consumo de O:

En la tabla 2 se presentan los parametros cinéticos de produccion de CO2 y consumo
de Oz en un medio con diferentes concentraciones de DBF. El medio sin adicién de
DBF present6 una mayor p en comparacién con el medio SAF y 1500 mg de DBF. De
acuerdo a la Xmax, el medio con 2000 mg de DBF tuvo la mayor Xmax en comparacion
con el medio SAF y 1500 mg de DBF. De acuerdo a los parametros de produccion de
CO2 y consumo de O: fueron mayores en los medios que contenian el DBF en
comparacion con el medio SAF que presenté valores menores. En los valores de
produccion de CO2 y consumo de O2 se observé que entre las concentraciones de 1500
¥ 2000 mg de DBF/L no existe una diferencia estadistica, en comparacién con el medio

SAF que si present6 una diferencia estadistica en comparacion con el medio con
' ntraciones de DBF.
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Tabla 2. Parametros cinéticos de consumo de CO; y produccion de Oz de F. culmorum.

Fusarium culmorum

Parametro Medios de Cultivo

SAF 1500 2000

u (h) 0.119° 0.122° 0.2342

{0.050) {0.095) {0.054)

Xmax (g/L) 1.740 2012 2.242
{0.622) {0.046) {0.044)
Y ws{gX gS$) 0.1p 0.22 0.22
{G.001) {C.001) {0.001}
COzmax (mg/mL.) 1.50 2.22 2.92
{0.023) {0.035 {0.081)
Oamax {mg/ml.) 26° 412 4.92
{0.044) {0.069) {0.092)
dCOz/dtmax 0.10 0.10 0.22
(mg/ml .h) {0.001) (0.001) (0.001)
dOa/dtmax 0.1° 0.2° 0.22
(mg/ml .h) {0.001) {0.001) {0.001)

Se reporia la media y entre paréniesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglon con diferente lefra son
significativamente diferentes (P<0.05).

8.2. Neurospora sitophila

En el presente capitulo se muestran los resultados de la cepa de N. sitophila en un
medio con diferentes concentraciones de DBF.

8.2.1. Crecimiento

La cepa N. sitophila se crecié en un medio de cultivo con tres concentraciones de DBF
(SAF, 1500 y 2000 mg/L) en una fermentacion liquida y se desarmollé durante 5 dias de
fermentacion (120 h). N. sifophila present6 tres fases de crecimiento durante el tiempo
de fermentacion (fase de adaptacion, exponencial y estacionaria) (Fig. 12). N. sitophila
presentd su maxima produccion de biomasa a las 88 h obteniendo una Xmax de 4.85 g/l
y una p de 0.064 h' en el medio SAF. El medio que contenia 1500 mg de DBFIL,

alcanz6 su maxima produccion de biomasa a las 88 h, obteniendo una Xmax de 5.84 g/l y
una p de 0.078 h1.

El medio con 2000 mg de DBF/L present6 una Xmax de 6.00 g/l y una p de 0.064 h' a

las 88 h de incubacion.
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Fig. 12. Crecimiento de N. sitophila en medio sin adicién de fialatos (SAF) (0), 1500 () y
2000 (&) mg de DBF/L en fermentacién liquida. Linea continua (—) corresponde a los datos
ajustados usando la ecuacion logistica (ecuacién 1) mostrando la desviacion estdndar.

8.2.2. pH

La cepa N. sitophila se desarroll6 en un medio de cultivo con tres diferentes
concentraciones de DBF y se les ajust6 el pH a 6.5. En el medio SAF se observé un pH
inicial de 6.1 a las 50 h de incubacién, a las 120 h de incubacién el pH del medio de
cultivo fue de 6.8 como se muestra en la Fig.13.

El medio que contenia 1500 mg de DBF/L present6 un PH inicial de 5.3 a las 50 h de

incubacion, se observé que conforme pasaron los dias de fermentacion el pH del medio
de cultivo fue de 7.01.

El medio que contenia 2000 mg de DBFI/L presenté un pH de 54 a las 40 h de

incubacién, conforme pasaron los dias de fermentacion el pH del medio cambio y a las
120 h de incubacion el pH fue de 7.1.
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Fig. 13. pH de N. sitophila en medio sin adicion de ftalatos (SAF) ( ©), 1500 (Z1) y 2000 (A) mg
de DBF/L en fermentacion liquida.

8.2.3. Actividad enzimatica de esterasas

De acuerdo a la actividad enzimatica de esterasas se observo que en los medios que
contenian 1500 y 2000 mg de DBF/L se obtuvo una mayor actividad enzimatica de
esterasas (Fig. 14).

El medio con 2000 mg de DBF/L presenté una actividad enzimatica de esterasas de
138.1 U/L. El medio SAF presenté una actividad enzimatica de esterasas de 169.8 U/L.
El medio de cultivo con 1500 mg de DBF/L obtuvo una actividad de enzimas esterasas
(265.8 U/L), el medio con 1500 mg de DBF/L present6 la mayor actividad de esterasas
en comparacion con los medios de SAF y 2000 mg de DBF/L.
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Fig. 14. Actividad enzimética de esterasas de N. sitophila en medio sin adicién de ftalatos (SAF)
(©), 1500 (1) y 2000 ( o) mg de DBF/L en fermentaci6n liquida.

8.2.4. Parametros cinéticos de crecimiento y de produccién de esterasas

En la tabla 3 se observo que los valores de la p fueron estadisticamente iguales para
las tres concentraciones. La Xmax fue mayor en los medios con 1500 y 2000 mg de
DBF/L. De acuerdo al rendimiento de la biomasa con respecto al sustrato (Yws) fue
estadisticamente igual para los tres medios de cultivo. La Emax y el Yex presentaron
valores mayores en el medio con 1500 mg de DBF/L. La productividad de la enzima
(Pro) fue mayor en el medio SAF. En cuanto a la tasa especifica de formacion de la
enzima (qp) fue mayor en el medio con 1500 mg de DBF/L.
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Tabla 3. Pardmetros cinéticos de crecimiento y produccion de esterasas de N. sitophila.

Neurospora sitophila
Parametro Medios de Cultivo
SAF 1500 2000
u (h) 0.062 0.072 0.062
{0.004) {0.002) {0.001)
Xmax (g/L) 4.9b 582 6.02
{0.12) {0.21} {0.22}
Emax (U/L) 169.8b 265.83 138.1°
21) {15) 19
Y xs{gX gS§) 0.52 0.62 0.62
{C.001} {0.002} {0.001)
Y ex (U gX-) 34.6b 45 82 23.0¢
(1.4) 22 (281
Pro (UL h) 262 2.10 1.0¢
(0.6) {0.2) (0.4}
gp (U h' gX-1) 2.1b 322 1.4¢
{0.02) {0.03} {0.02)

Se reporia la media y entre paréniesis la desviacion eslandar. Las medias del mismo renglon con diferente letra son
significafivamente diferentes (P<0.05}.

8.2.5. Cuantificacion de azacares residuales de N. sitophila.

En la Figura 15 se observa el consumo de la glucosa de N. sitophila crecida en un
medio con diferentes concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L). El medio SAF
consumio6 la glucosa a las 56 h cuando el hongo se encuentra en la fase exponencial de
crecimiento. Los medios con 1500 y 2000 mg de DBF/L consumieron la glucosa a las

24 horas de fermentacion.
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Fig. 15. Consumo de glucosa de N. sitophila en medio sin adicién de ftalatos (SAF) (©), 1500
(33) y 2000 ( &) mg de DBF/L en fermentaci6n liquida.

8.3. Fusarium oxysporum

En el presente capitulo se muestran los resultados de la cepa de F. oxysporum en un
medio con diferentes concentraciones de DBF.

8.3.1. Crecimiento

La cepa F. oxysporum se desarroll6 en un medio de cultivo con tres diferentes
concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L) (Fig. 16). F. oxysporum se
desarrollé6 durante 7 dias de fermentacion (168 h). F. oxysporum presento tres fases de
crecimiento (fase de adaptacion, exponencial y estacionaria) en las tres
concentraciones de DBF.

35



El medio SAF presenté una Xmax de 4.0 g/L y una p de 0.124 h' a las 72 h de
fermentacion. El medio con 1500 mg de DBF/L reportd una Xmax de 4.5 g/L y una p de
0.055 h™, F. oxysporum mostré una fase estacionaria a las 60 h de fermentacion.

El medio con 2000 mg de DBF/L present6 una Xmaxde 5.6 g/L yunapde0.110 h' alas
60 h.
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Fig. 16. Crecimiento de F. oxysporum en medio sin adicién de fialatos (SAF) (0), 1500 (23) y
2000 (&) mg de DBF/L en fermentacion liquida. Linea continua (=) corresponde a los datos
ajustados usando la ecuacion logistica (ecuacién 1) mostrando la desviacién estandar.
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8.3.2 pH

La cepa F. oxysporum se desarrollé en un medio de cultivo con tres diferentes
concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L), se les ajust6 el pH a 6.5. Como se
muestra en la Fig.17, el medio SAF report6 un pH inicial de 5.2 a las 30 h de
incubacion, y a las 110 h de incubacién el pH fue de 7.4.

El medio con 1500 mg de DBF/L present6 un pH inicial de 5.1 a las 50 h de incubacién
y el pH final del medio de cultivo fue de 8.2.

El medio con 2000 mg de DBF/L present6 un PH inicial de 5.1 a las 50 h de incubacién,
transcurrieron los dias de fermentacién y el medio de cultivo presenté un pH final de
8.2.
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Fig. 17. pH de F. oxysporum en medio sin adicién de fialatos (SAF) (©), 1500 (1) y 2000 ()
mg de DBF/L en fermentacién liquida.
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8.3.3. Actividad enzimatica de esterasas

En la Fig. 18, se observan las actividades enzimaticas del hongo F. oxysporum
desarrollado en diferentes concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L). El medio
SAF (201.17 U/L) reporté menor actividad enzimatica de esterasas en relacion con el
medio de cultivo con 1500 mg de DBF/L (309.17 U/L).

El medio con 2000 mg de DBF/L presenté mayor actividad enzimatica de esterasas
(222.7 UIL) en comparacion con el medio SAF. Los medios con DBF presentaron la
mayor produccién de enzimas esterasas a las 110 h de fermentacién.
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Fig. 18. Actividad enzimatica de esterasas de F. oxysporum en medio sin adicién de fialatos
(SAF) (©), 1500 () y 2000 (o ) mg de DBF/L en fermentacion liquida.
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Fusarium oxysporum
Parametro Medios de Cuitivo
SAF ' 1500 2000
u (h) 0124 0.055 0112
{0.001) {0.001) {0.001}
Xmax (g/L) 4.0b 450 562
{0.05) {0.01) {©.1)
Emax (U/L) 197 ge 292 52 221.30
(29) (12) (18)
Y xs{gX g$-) 0.42 0.52 0.62
{0.001) {0.02) (C.04)
Y ex (U gx-1) 49 5v 65.02 39 50
(1.4) (25} (2.2)
Pro (UL h-) 1.5 1.7° 232
{0.05) {0.05) {0.1}
Qe (U ht gx-1) 592 3.3¢ 4 30
(0.6} {0.02) {0.05)
&mhmymml desviacion estandar, Las medias
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8.3.5. Cuantificacion de aztcares residuales

En la Figura 19 se observa el consumo de glucosa del hongo F. oxysporum en un
medio con tres diferentes concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L). F.
oxysporum consumi6 toda la glucosa a las 40 h de fermentacién en los tres medios de

cultivo (SAF, 1500 y 2000 mg de DBF/L), este tiempo coincide con el inicio de la fase
exponencial de crecimiento del hongo.

Glucosa (g/L)

F-

0 12 24 kL 48 &0 72 84 % 108 120 132 144 156 i68 180

Tiempo de fermentacion (h)

Fig. 19. Consumo de glucosa de F. culmorum en medio sin adicién de ftalatos (SAF) ( ©), 1500
(£1) y 2000 ( o) mg de DBF/L en fermentacién liquida.
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8.4 Comparacion entre cepas

En la Figura 20, se presentan los parametros cinéticos de crecimiento y de produccion
de enzimas esterasas de las tres cepas de F. culmorum, N. sitophila y F. oxysporum.

F. oxysporum present6 mayor p (0.11 h™') en el medio con 2000 mg de DBF/L en
comparacion con las cepas F. culmorum (0.08 h™') y N. sitophila (0.06 h™') que fueron de
menor valor.

La cepa F. culmorum presentd mayor Xmax (8.1 g/L) en el medio con 2000 mg de DBF/L
en comparacion con las cepas F. oxysporum (5.6 g/L) y N. sitophila (6.0 g/L). F.
oxysporum reportdo mayor Emax (221.3 U/L) en la concentracién de 2000 mg de DBF/L
en comparacion con las cepas F. culmorum (208.5 U/L) y N. sitophila (138.1 U/L).

F. culmorum presenté mayor rendimiento de la biomasa con respecto al sustrato (Yws)
(0.8 gX gS™') en comparacion con las cepas F. oxysporum (0.6 gX gS-) y N. sitophila
(0.6 gX gS™') en el medio con 2000 mg de DBF/L.

En cuanto al rendimiento de la enzima con respecto a la biomasa (Yex), la cepa F.
oxysporum presentdé mayor valor (39.5 U gX-') en el medio con 2000 mg de DBF/L en
comparacion con las cepas F. culmorum (25.7 U gX') y N. sitophila (23.0 U gX') que
fueron menores sus valores.

F. culmorum presenté mayor productividad de la enzima (Pro) (4.3 UL! h'') en el medio
de cultivo con 2000 mg de DBF/L, en comparacion con las cepas F. oxysporum (2.3 UL
' h') y N. sitophila (1.0 UL h'"). La cepa F. oxysporum reporté mayor tasa especifica
de formacion de la enzima (qp) (4.3 U h'' gX') en comparacion con las cepas F.
culmorum (2.1 U h™' gX-) y N. sitophila (1.4 U ht gX-1).
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Fig. 20. Comparacién de los pardmetros cinéticos de crecimiento y produccién de enzimas
esterasas de F. culmorum (a), N. sitophila (b) y F. oxysporum (c) en medio sin adicién de ftalatos
(SAF), 1500 y 2000 mg de DBF/L en fermentacién liquida.

9. DISCUSION

La fermentacién liquida incluye una gran variedad de procesos microbiolégicos con
agitacion y sin agitacion, donde la biomasa esta rodeada completamente por el medio
de cultivo liquido (Fazenda et al. 2008). Existen variantes de este tipo de fermentacién,
donde las condiciones iniciales de cultivo se modifican debido al crecimiento del
oorganismo, afectando el contenido final de las fuentes de carbono y nitrégeno, el
del medio de cultivo y la cantidad de biomasa presente, incluyendo los metabolitos
ucidos a través del tiempo (Fazenda et al. 2008). En esta investigacion se estudio
crecimiento de los hongos fitopatégenos F. culmorum, F. oxysporum y N. sitophila en
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tres medios de cultivo diferentes SAF, medio conteniendo 1500 y medio conteniendo
2000 mg de DBF/L.

Lee et al. (2007) observaron el efecto del DBF (tres diferentes concentraciones 250,
750 y 1200 pM) en el crecimiento micelial del hongo Polyporus brumalis. Reportaron
que en general, el crecimiento disminuyé conforme aumentaba la concentracién de
DBF. En el medio que contenia 250 uM de DBF, P. brumalis no reportaron una
inhibicion significativa del crecimiento. En los medios de 750 y 1200 uM de DBF
observaron una inhibicién significativa del crecimiento del hongo. Contrario a estos
estudios donde se desarrollaron los hongos F. culmorum, F. oxysporum y N. sitophila en
tres diferentes concentraciones de DBF (SAF, 1500 y 2000 mg/L), se observé que
conforme aumentaba la concentracion de DBF aumentaba el crecimiento de los tres
hongos y no presentaron inhibicién, esto fue debido a que los hongos aparte de
aprovechar la glucosa como su fuente de carbono inicial, posiblemente utilizaron su
sistema enzimatico para poder degradar el DBF, y los productos residuales de esa
degradacion le sirvieron a los hongos como otra fuente de carbono y energia para
continuar creciendo y producir mayor biomasa.

En cuanto a los valores de pH de los medios de cultivo (SAF, 1500 y 2000 mg DBFIL),
se observo que en los primeros dias de fermentacion disminuyo el pH debido a la
liberacién de compuestos acidos en el medio de cultivo, producto del metabolismo de
los hongos que consumieron y degradaron la glucosa, asi como también posiblemente
el DBF, y conforme transcuri6 el tiempo de fermentacion, el pH aumento a rangos de
7.1 a 7.4, esto, debido a la secrecién de ciertas enzimas al medio de cultivo y como
consecuencia lisaron algunas proteinas presentes, liberando algunos compuestos
aminados que modificaron el pH del medio de cultivo a 7.5, de acuerdo a Yeo ef al.
2007, el valor éptimo reportado para la produccion de enzimas esterasas en estos
hongos es de 7.0 a 8.5. Ahuactzin et al. (2014) realizaron estudios de degradacion de
DBF empleando las cepas Neurospora sitophila, Hypocrea lixxi y Aspergillus niger en un
medio con 1000 mg de DBF/L, evaluaron el pH del medio de cultivo y observaron que
conforme avanzaban los dias de fermentacion el pH de los medios de cultivo disminuyo
llegando a rangos de 4.6- 4.5, debido a la liberacién de mayor nimero de compuestos

acidos, producto del consumo de la glucosa y la degradacién del DBF.
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Cordoba ef al. (2014) evaluaron la actividad de enzimas esterasas del hongo Pleurotus
ostreatus en diferentes concentraciones de DEHF (750; 1200 y 1500 mg/L), observaron
que en el medio que contenia 1500 mg de DBF/L presenté la mayor actividad de
enzimas esterasas (188 U/L) y fue durante la fase estacionaria de crecimiento, también,
Gonzalez- Marquez et al. 2015, evaluaron la actividad enzimatica de esterasas del
hongo Lentinula edodes desarrollado en un medio con tres concentraciones de DEHF
(750, 1200 y 1500 mg/L), L. edodes presenté mayor actividad de enzimas esterasas en
el medio con 1500 mg de DEHF/L. En esta investigacion, se observo que los hongos F.
culmorum, F. oxysporum y N. sitophila presentaron mayor actividad de enzimas
esterasas en los medios que contenian 1500 y 2000 mg de DBF/L, F. culmorum y F.
oxysporum presentaron hasta 204 U/L de esterasas, entonces el DBF no inhibié la
produccion de esterasas aun en presencia de mayores concentraciones del DBF, al
contrario participé como inductor de estas enzimas, esto se le puede atribuir a que la
célula fungica reconocié que debe secretar mayor nimero de enzimas al medio debido
a la presencia del DBF, las enzimas esterasas reconocieron los enlaces ester del DBF y
lo hidrolizaron, por lo cual los productos résiduales de la degradacion pudieron ser
asimilados por los hongos como una fuente de carbono y energia para continuar
creciendo y producir mas enzimas.

De acuerdo con los valores de los parametros cinéticos de crecimiento (4, Xmax,) y de
rendimiento y produccion de esterasas (Emax, Yws, YEX, PrRO, Qp), Se observé que las
cepas de F. culmorum y F. oxysporum presentaron valores mayores en los medios que
contenian 1500 y 2000 mg de DBF/L en comparacion con la cepa N. sitophila, debido a
que las cepas de Fusarium posiblemente presentan mejor maquinaria enzimatica que la
cepa de N. sitophila. Las cepas de fusarium secretan mayor nimero de enzimas
esterasas debido a que actian hidrolizando la cutina que se encuentra en la cuticula de
las pared celular de las plantas, promoviendo la patogenicidad hacia la planta. EI DBF
estructuralmente esta formado por un anillo aromatico unido estéricamente a dos
cadenas carboxiladas por lo cual, las enzimas esterasas pueden actuar hidrolizando el
enlace ester del DBF e iniciar el proceso de degradacion del compuesto, los residuos
que se generen de dicha degradaciéon podrian ser aprovechados por el hongo como
una fuente de carbono y energia. Diaz et al. (2013) realiz6 estudios empleando la cepa
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P. ostreatus, el hongo lo desarrollé en un medio con diferentes pH (3.5, 4.5, 6.5y 8.5),
también evalué la produccion de enzimas lacasas en los diferentes medios y determiné
los parametros cinéticos de crecimiento y produccion de enzimas lacasas. La cepa P.
ostreatus presentd6 mayores valores de los parametros cinéticos de crecimiento y
produccion de enzimas lacasas a un pH de 8.5, comparando con nuestro trabajo, el pH
es optimo para la actividad enzimatica de esterasas.

De acuerdo al consumo de glucosa se observo que las tres cepas de hongos estan
aprovechando la glucosa como fuente de carbono inicial para poder crecer y producir
biomasa, ademas que por otra parte estos hongos pudieran estar degradando el DBF a
través de la secrecion de enzimas esterasas haciendo estos compuestos mas
asimilables para el hongo, incorporandolos también en sus procesos metabdlicos para
continuar creciendo. Un estudio realizado por Guillén-Navarro, 1998 evaluaron la
produccion de biomasa y el rendimiento de la biomasa con respecto del sustrato (Yws)
del hongo P. ostreatus desarrollado en diferentes concentraciones de glucosa (0.5, 1,
2.5, 5, 10 y 20 g/L). P. ostreatus reportd6 menor biomasa y menor (Yws) en comparacion
con las cepas F. culmorum y F. oxysporum.

En esta investigacion se evalué el consumo de oxigeno y la produccién de di6xido de
carbono, los valores indican que el hongo F. culmorum llevé a cabo procesos
metabdlicos de degradacion y asimilacion de los sustratos disponibles en los medios de
cultivo principalmente de la glucosa, la cual utilizé6 durante su fase exponencial de
crecimiento para la produccion de biomasa y para la secrecibn de enzimas que
ayudaran a la degradacion del DBF presente en el cultivo, los productos de esa
degradacion pudieron ser asimilables por el hongo y poder incorporarlos a su
metabolismo y continuar creciendo y produciendo biomasa. En un estudio realizado por
Vasquez- Vanegas, 2013 evaluaron el consumo de Oz y produccion de COz de un
hongo ascomiceto (Aspergillus sp.) en una fermentacion liquida, la cepa de Aspergillus
sp. report6 menor py (0.104™') en comparacion con las cepas F. culmorum, F.
oxysporum y N. sitophila. Las cepas empleadas en nuestro trabajo posiblemente
presentaran una mejor maquinaria enzimatica que Asperygillus sp para la degradacion
de sustratos.
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10. CONCLUSIONES

Las tres cepas de hongos fueron capaces de crecer y producir mayor biomasa en los
medios adicionados con 1500 y 2000 mg de DBF/L empleando una fermentacién
liquida, el DBF no inhibi6 el crecimiento.

El pH de los medios de cultivo fue basico para las tres cepas de hongos al final de los
dias de fermentacion y el pH que se report6 es el 6ptimo para el crecimiento de los tres
hongos.

La actividad de esterasas de F. culmorum, N. sitophila y F. oxysporum incremento en
los medios adicionados con DBF, la fermentacion liquida permitio obtener una muestra
de las enzimas secretadas al medio de cultivo.

Las cepas de F. culmorum y F. oxysporum secretaron mayor cantidad de enzimas
esterasas en los medios que contenian 1500 y 2000 mg de DBF/L.

Las tres cepas de hongos consumieron la glucosa como fuente de carbono inicial
durante su fase de crecimiento (fase exponencial).

F. culmorum present6 mayor produccion de CO2 y mayor consumo de Oz en el medio
que contenia 2000 mg de DBF/L durante su fase de crecimiento, esto debido a que
estaba aprovechando la glucosa del medio de cultivo.
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