UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

INFLUENCIA DEL pH EN EL CRECIMIENTO Y
ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE FUSARIUM CULMORUM EN PRESENCIA DE
DI(2-ETILHEXIL)FTALATO (DEHF) EN
FERMENTACION LIQUIDA

TESIS QUE PARA OBTENER EL TITULO
DE:
B 1 OLOGA
P R E S E N T A:

MONSSERRAT LIZBETH PORTILLO OJEDA

DIRECTOR DE TESIS:

DRA. MARIA DEL CARMEN SANCHEZ
HERNANDEZ

ASESOR INTERNO:

BIOL. MARICELA ARTEGA MEJIA

México, CDMX.

FE Abril, 2018
ZARAGOZA




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



"Todo experimento, si esta concebido
razonablemente, es una cita con la naturaleza a
la que ésta asistira puntualmente y, ademas, sin

mentir o engafar"

- Laura Fermi



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma de México, especificamente a la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza por ser el centro de todas mis inspiraciones, por
darme la oportunidad de conocer el mundo y por ser mi casa a lo largo de mi
formacion profesional.

A mi familia, mis padres y hermano, por su apoyo incondicional, por sufrir conmigo
y apoyarme en los momentos mas dificiles. Sobre todo por alentarme a continuar
cuando sentia que se acababan mis fuerzas. Este logro es de ellos.

A mi asesora interna, Maricela Arteaga Mejia, por sus consejos, apoyo
incondicional y por darme la oportunidad de trabajar en su laboratorio, donde el
conocimiento, el trabajo duro y la pasién por cambiar la realidad de nuestro pais
son los pilares que lo sostienen.

A la Dra. Carmen Sanchez por abrirme las puertas de su laboratorio y apoyarme
mas alla de sus responsabilidades como Directora de este trabajo. Por las
observaciones que ayudaron a enriquecer esta tesis y por brindarme herramientas
importantes en la redaccion del articulo derivado de la misma. Por alentarme a
nunca dejar de mejorar como persona y profesional. Por ser un ejemplo admirable
de perseverancia, dedicacion, mujer y cientifica.

Al M. en B. Angel Gonzéalez Méarquez por ser la persona que me guio a lo largo de
esta investigacion. Su asesoria y consejos hicieron posible el desarrollo del
presente documento.

A todas las personas que me apoyaron durante mi estancia en Tlaxcala,
especialmente a Lorena Ramirez y su madre, Olga Pérez por ofrecerme su casay
apoyo en los momentos mas importantes de este trabajo.

A todos mis comparfieros de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, porque
de todos aprendi algo, y fue su ejemplo el que me inspiraba todos los dias a dar lo
mejor de mi. A aquellos que me ofrecieron su amistad, ustedes enriquecieron mi
vida a lo largo de este camino.

A todos los que me ayudaron, de alguna forma, y me acompafaron durante mi
estancia en el extranjero. La aventura mas grande de mi vida habria sido poca
cosa, sin aquellos que sufrieron y gozaron a mi lado.

A los integrantes del grupo “Atomic Zar”, por tener una mision tan noble y por
ensefiarme lo divertido y enriquecedor que es compartir el conocimiento. Porque
aprendi mas de lo que pude ensefiar.



INDICE GENERAL

L. RESUMEN. ... e 1
2. INTRODUCCION. ..ottt e, 2
3. MARCO TEORICO.......uiiiiiiie e 4
3.1, EIGENEro FUSAriUM. .. ... e 4
3.1.1. Fusarium CUlmMOrUM. ... ... e eeens 4
3.1.2. Actividad enzimatica de Fusarium culmorum..................ccceevennn. 6
3.1.3. Afectacion del pH en el proceso enziméatico de F. culmorum ......... 6
3.2, PlastifiCaANTeS. ... o 6
I I = (01 7
3 2.2, DEHF ... 7
3.2.3. Toxicidad y regulacion de DEHF.............cccooiiiiiiiiiiiiee 8
3.3. Degradacion de DEHF a través de microorganismos....................... 9
3.3.1. Degradaciéon de DEHF por F. culmorum en fermentacion liquida...9
4. ANTECEDENTES. .. .o e e 11
4.1. Degradacién de ftalatos por hongos filamentosos.......................... 11
4.2. Crecimiento y actividad enzimatica de hongos en presencia de
DEHF . . 11
4.3. Influencia del pH en la actividad enzimatica de hongos
fIIAMENTOSOS. ... 12
5. JUSTIFICACION. ..ottt 13
B. OBJIETIVOS. ... 14
6.1. ODbJetivo general..... ..o 14
6.2. ODbjetivos partiCulares. ........ ..o 14
7. HIPOTESIS. ...oiiii e 15
8. METODOS. .. ..ot 16
B L. P it ——— 16
8.2, FeIMENTACION......uuueeeii i e e e e e e e e e e e e e e e eee s 16
8.2.1. MedioS de CUItIVO. .......couiiei e 16
8.2.2. INOCUIACION. ... e 16
8.2.3. INCUDACION. ... e e 17
8.3. Separacion de biomasa por filtracion.................oooiiiii 17
8.4. Determinacion de tasa de crecimiento especifico........................... 18
8.4.1. Evaluacion de los parametros cinéticos de crecimiento............... 18
8.5. Seguimiento de PH. ..o 18
8.6. Analisis de la actividad de esterasas...........cocoevviiiiiiiiiieiiieeeennn 19
8.6.1. Evaluacion de los parametros cinéticos de produccion de
(3] (<] = K7z L 19
8.7.  ANAliISiS ZIMOGrafiCO.......c.iiii i 19
0. RESULT AD S . .. ettt et e e 20
9.1. Fermentacion a pH 5.5. ... i 20
9.1.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento........................ 20



9.1.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de producciéon de

LTS (] = T2 20

9.1.3. Perfil de pH. ... s 21

9.1.4. ZIMOgrafi........ccoeiieiiii i 22

9.2. Fermentacion a pH 6.0....... oo 23

9.2.1. Biomasa y pardmetros cinéticos de crecimiento........................ 23
9.2.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de

(3] (<] = 7= L 23

9.2.3. Perfil de PH. ... 24

9.2.4. ZIMOGrafia. ... ..o 25

9.3. Fermentacion a pH 6.5........coeieiiiiii 26

9.3.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento........................ 26
9.3.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de

LSES] (<] = 7= L 26

9.3.3. Perfil de PH. ... 27

9.3.4. ZIMOgrafia........coviniiiii i 28

9.4. FermentaCiOn a pH 7.0... ... 29

9.4.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento........................ 29
9.4.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de

TS (] 2 = L 29

9.4.3. Perfil de pH. ... 30

9.4.4., ZIMOGrafia. . ...oeieeie e 31

9.5. FermentaciOn a pH 7.5. ... .o 32

9.5.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento......................... 32
9.5.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccién de

3] (<] = 7= L 32

9.5.3. Perfil de PH. ..o 33

9.5.4. ZIMOGrafia. ... .c.ouieiii e 34

9.6. Fermentacion a pH 8.0........iuiiiiii i 35

9.6.1. Biomasa y pardmetros cinéticos de crecimiento........................ 35
9.6.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de

LS3S] (=] =TTz L 35

9.6.3. Perfil de PH. ..o 36

9.6.4. ZIMOGIrafia. ... .eeiieee e 37

9.7. Fermentacion a pH 8.5. .. . .o 38

9.7.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento........................ 38
9.7.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de

LTS (] 2 = 1 38

9.7.3. Perfil de pH. ..., 39

9.7.4. ZIMOgrafia........ccoeieiiii i 40

9.8. Fermentacion apH 9.0........oiiii i 41

9.8.1. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento........................ 41



9.8.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de producciéon de

LTS (] = KT 41

9.8.3. Perfilde pH. ... 42

9.8.4. ZiMografid.........c.oimiiiii i 43

9.9. Parametros cinéticos de CreCimIENTO.........coevvvueeiiieiieieiiee e e e eeeees 44
9.10. Parametros cinéticos de actividad de esterasas........ccooeeeeverevvvnrernnnn. 46
10. ANALISIS DE RESULTADOS . ..o on e 48
11, CONCLUSIONES. ... oo e 40
12. BIBLIOGRAFIA ... 41



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Ciclo de vida de F. culmorum.. R
Figura 2. Mecanismo de infeccién de F. culmorum ....................................... 6
Figura 3. Ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum.........cccveveveveennenss 10
Figura 4. Cepade F. CUIMOIUM. ...uiiieiiiiii e v s s s rrrr s e e 16
Figura 5. Inoculacion del medio liquido con fragmentos de F. culmorum..........17
Figura 6. Separacion de biomasa y sobrenadante..........cceevviiivrirriimnnraranans 18
Figura 7. Produccion de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 5.5 en fermentacion liqUIda.......ccveviviiiiiierii e e e e 20
Figura 8. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 5.5 en fermentacion liquida.......cceveeieiiciiiiiei e e e e 21
Figura 9. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en
presencia de DEHF a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida.......................21
Figura 10. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida.........c.cceeeu...... 22
Figura 11. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida...........c..c....... 22
Figura 12. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 6.0 en fermentacion lIQUIda......c.oueieiiieirirr e 23
Figura 13. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 6.0 en fermentacion lQUIda........cvveiiiiriii e 24
Figura 14. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 6.0 en fermentacion liquida.................. 24
Figura 15. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 6.0 en fermentacion liquida........c.ccvevvuvuens 25
Figura 16. Perfil zimografico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 6.0 en fermentacion liquida... L
Figura 17. Produccidon de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF apH
inicial de 6.5 en fermentacion liIQUIda.......oeveviiiiiiirir e 26
Figura 18. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF con pH
inicial de 6.5 en fermentacion lIQUIda.......ovvviereiiirieiiere e 27
Figura 19. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida.................. 27
Figura 20. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida..............cc.e.... 28
Figura 21. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida..............cc.a.... 28
Figura 22. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 7.0 en fermentacion liqUIda.......oevereeieireeiierer e e e eaae 29
Figura 23. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 7.0 en fermentacion lHQuUida........ccvvviiiiiiieiir e 30
Figura 24. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida.................. 30



Figura 25. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en

presencia de DEHF a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida..........cccceuae.... 31
Figura 26. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida.......................31
Figura 27. Produccion de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 7.5 en fermentacion liQuUida.........vuveiiiiiiiir e 32
Figura 28. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 7.5 en fermentacion liQuUida.........cvvviiiiiiiii e 33
Figura 29. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida.................. 33
Figura 30. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida..........c.ccceueu... 34
Figura 31. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida..........c.ccceueu... 34
Figura 32. Producciéon de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 8.0 en fermentacion liqUIda.......cevviviiiiiie i v e aens 35
Figura 33. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 8.0 en fermentacion liQUIda.......cveevieiieioricireie v e ren e enes 36
Figura 34. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 8.0 en fermentacion liquida.................. 36
Figura 35. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 8.0 en fermentacion liquida...........ccceuau.... 37
Figura 36. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 8.0 en fermentacion liquida..........c..cccuev... 37
Figura 37. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 8.5 en fermentacion liQUIda........c.veveieiiiiiiir e 38
Figura 38. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 8.5 en fermentacion liQUIda........cuveeieieiiirirr e 39
Figura 39. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida.................. 39
Figura 40. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida........c.ccvevvuvnens 40
Figura 41. Perfil zimografico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida........c.cccceeeenee. 40
Figura 42. Producciéon de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 9.0 en fermentacion lIQUIda.......ccvvviiiiiriierirr e 41
Figura 43. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH
inicial de 9.0 en fermentacion liquUida......c.ccvevieviiiiiiie i eeeas 42
Figura 44. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa
en presencia de DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida.................. 42
Figura 45. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en
presencia de DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida...........c.cc....... 43

Vi



Figura 46. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en

presencia de DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida...........c.ccuau.... 43
Figura 47. Biomasa maxima registrada en cada una de las fermentaciones......44
Figura 48. Tasa de crecimiento especifica registrada en cada una de las
FEIMENTACIONES. ... .ttt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeesnenennnnn 44
Figura 49. Actividad enzimética méxima registrada en cada una de las
FEIMENTACIONES. ... .o e e e e e e e e e e e e e e b e es 46
Figura 50. Rendimiento enzimatico maximo registrado en cada una de las
FEIMENTACIONES. ... .t e e e e e e e e e e e e e e eeeeeseneennnnns 46
Figura 51. Productividad enzimética méaxima registrada en cada una de las

L(=1 60 01=1 1 €= Lo 0] 1= PP 47
Figura 52. Tasa especifica de formacion de enzima registrada en cada una de

o R SRN (S] 41T 0] = T[] 1 a7

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de crecimiento y produccién de esterasas de F.
culmorum en presencia de DEHF en fermentacion liquida.........cocveevivinennnn.... 45
Tabla 2. Isoformas de las enzimas presentadas en cada una de las
FEIMENTACIONES. ...t reaaaaaeas 49

VIl



ABREVIATURAS
E - Actividad enzimatica
Emax - Actividad enzimatica maxima
DEHF - Di (2-etilhexil) ftalato
EEM - Error Estadistico de la Media
h - Hora
M - Velocidad especifica de crecimiento
ML - Mictolitros
Mm - Micrémetros
mg - Miligramos
mM - Mili Molar
nm - Nanémetros
pH - Potencial de hidrégeno
pNPB - p-nitrofenil butirato
Pro - Productividad enzimatica
gp - Tasa especifica de produccién de enzima
rpm - Revoluciones por minuto
SN - Sobrenadante

U - Unidad enzimatica de actividad de esterasa

U/L - Unidad enzimatica de actividad de esterasa por litro

X - Biomasa

Xmax - Biomasa maxima

Ye/x - Rendimiento de la enzima por unidad de biomasa

VIl



1. RESUMEN

Los plastificantes son los agentes quimicos que brindan flexibilidad a polimeros de
alta dureza como el policloruro de vinilo (PVC) y los més utilizados en la industria
son los derivados de acido ftalico o ftalatos. El Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el
ftalato de mayor produccién y un contaminante comun en el ambiente, las
investigaciones respecto a su toxicidad revelan que puede afectar el desarrollo
gonadal en ambos sexos, se asocia a otras enfermedades y se reconoce como un
disruptor enddcrino. La tasa de degradaciéon de DEHF sin la intervencion de
microorganismos es muy baja, es por ello que el metabolismo de bacterias y hongos
es la via principal para su tratamiento. El hongo filamentoso Fusarium culmorum es
eficiente en la degradacion de DEHF ya que es capaz de utilizarlo como fuente de
carbono y energia. En este trabajo se observo como el pH inicial de la fermentacion
modifica el crecimiento y la actividad enzimatica de F. culmorum cuando el DEHF
es la unica fuente de carbono. Se realizaron ocho fermentaciones a distintos valores
de pH: 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0, muestreando por triplicado cada 12 h.
Se agreg6 al medio en g/L: 1.0, Kz2HPOa4; 0.5, MgSOg; 0.5, KCI; 0.01, FeSO4 y 3.0,
NaNOs como fuente de nitrogeno. Se utilizaron 1000 mg DEHF/L como fuente de
carbono. En condiciones de esterilidad se inoculé el medio y se colocé en una
incubadora con agitacion a 120 rpm y 25°C. Se determiné la tasa de crecimiento
especifico por peso seco de la biomasa a partir de la ecuacion logistica. La actividad
especifica de esterasas se calculé a partir la actividad enzimatica, la cual se obtuvo
a través de una determinacion espectrofotométrica con una solucién de p-nitrofenil
butirato (pNPB) como sustrato y con los datos obtenidos se calcularon teGricamente
los parametros cinéticos de produccion de esterasas. Se realiz0 el analisis
zimografico a través de electroforesis en gel al 12% de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE). El perfil de pH a lo largo de la fermentacion fue
medido a través de un potenciometro cada 12 h. Al comparar el crecimiento se
observo una mayor produccion de biomasa en las fermentaciones a pH 5.5y 6.5,
sin embargo, tras el analisis estadistico (ANOVA) se puede afirmar con el 95% de
confianza que la p obtenida a pH 5.5, 6.0, 6.5 y 8.0 son estadisticamente semejantes
y significativamente superiores al resto. Asi mismo la maxima produccion, el mayor
rendimiento, la maxima productividad y la mas alta tasa de produccion de la enzima
se obtuvo también a pH inicial de 5.5y 6.5. Ya que el DEHF es la Unica fuente de
carbono disponible queda en evidencia la relacion entre la actividad enzimatica con
respecto al crecimiento del organismo. Esto se refuerza con los resultados
obtenidos en el resto de fermentaciones donde se observé un pobre crecimiento en
aguellas donde la produccién enzimatica fue menor a las fermentaciones antes
mencionadas. Las zimografias respaldan los datos obtenidos presentando cuatro
isoenzimas a pH 5.5y 6.5, cuando el resto de fermentaciones no alcanzaron ese
namero. Todo lo anterior refuerza el supuesto de que la actividad enzimética de F.
culmorum determina su crecimiento cuando el DEHF es la Unica fuente de carbono
y que la actividad enzimética a su vez esta dada por el pH inicial del medio liquido
donde se lleva a cabo la fermentacion.



2. INTRODUCCION

Desde su descubrimiento, la produccién de plasticos ha ido en aumento, sus
propiedades y bajo costo, con respecto a otros materiales, han popularizado su uso.
Actualmente los plasticos son utilizados en una amplia gama de productos y se
requiere de éstos que tengan propiedades cada vez mas variadas (Meeker, 2009).
Para lograrlo se utilizan plastificantes; aditivos que se mezclan con los plasticos
para brindarles flexibilidad, maleabilidad y resistencia. Los ésteres de acido ftalico
o ftalatos son plastificantes liquidos que se mezclan con los polimeros en una
proporcion que puede alcanzar el 40% del peso total del material (Bustamante-
Montes, 2012). Los ftalatos son utilizados en la industria para la fabricacién de una
amplia gama de productos, que van desde los de cuidado personal como
cosméticos y perfumes hasta recubrimientos de pisos, mangueras y material médico
(Gao, 2015). EI Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el plastificante de mayor produccion
a nivel mundial y se mezcla con el policloruro de vinilo (PVC) para obtener productos
médicos consumibles como mangueras, catéteres, bolsas de sangre y orina, entre
otros. Los estudios realizados para conocer la toxicidad de DEHF coinciden en que
puede afectar el desarrollo gonadal en ambos sexos, tener efectos teratogénicos,
agravar otras enfermedades y es reconocido como disruptor endécrino (Bernard,
2014). La importancia de estudiar las vias de degradacion de DEHF a través de
microorganismos surge, ademas, de su toxicidad, por su amplia distribucién en
productos de consumo diario. Los ftalatos no forman enlaces covalentes en la matriz
polimérica, por lo que pueden migrar facilmente al entorno (Zhu et al., 2016).
Importantes investigaciones en México y en el extranjero se han realizado para
proponer alternativas en la degradacion de DEHF a través del metabolismo
microbiano. Entre los microorganismos mas estudiados se encuentran los
fitopatégenos. Ellos secretan enzimas capaces de hidrolizar las sustancias
complejas presentes en la cutina vegetal y, de manera analoga, hidrolizan los
enlaces ésteres que componen a los ftalatos (Castro-Ochoa, 2010). Varias especies
del género Fusarium han demostrado tener la capacidad de utilizar ftalatos como
fuente de carbono y energia. Una investigacion realizada en 2016 con Fusarium
culmorum demuestra que puede degradar hasta 95% de una concentracion total de
1000 mg de DEHF/L dentro de las primeras 60 h de fermentacion (Ahuactzin-Pérez,
2016). Optimizar todos los parametros de la degradaciéon de DEHF a través de la
actividad enzimatica de F. culmorum es importante para futuras aplicaciones. En
este trabajo se buscéd determinar cual es el pH al que se obtiene la mas alta
produccion de biomasa y la mayor actividad de esterasas en fermentaciones
ajustadas en un rango que va desde 5.5 a 9.0. El pH, es uno de los parametros de
mas influencian el crecimiento y la actividad enziméatica de los microorganismos en
su medio natural. En fermentaciones controladas en laboratorio ha demostrado ser
un pardmetro determinante en la produccién enzimética (Robinson, 2015). Los
intervalos de pH estudiados por otros autores para comparar el crecimiento y/o
actividad enzimatica son distintos en cada caso y se justifican por las condiciones
particulares de cada investigacion. En este trabajo se plantea un intervalo propio



que, por una parte, toma en cuenta los reportados por otros autores y al mismo
tiempo contempla aquellos valores en los que se han realizado estudios previos de
degradacion de DEHF por F. culmorum.



3. MARCO TEORICO
3.1 El género Fusarium

Fusarium es un género cosmopolita de hongos filamentosos, las especies que lo
conforman poseen caracteristicas que resultan muy importantes ecolégicamente
(Karlsson, 2016). Se trata de organismos de importancia agricola, médica y
econdmica; son capaces de infectar un nUmero importante de plantas hospederas
provocando pérdidas millonarias en cultivos y bajo condiciones especificas, invadir
tejido vivo en humanos (Muhammed et al., 2013; Manoj et al., 2016). Dentro de éste
género se encuentran algunos de los fitopatdgenos mas importantes a nivel mundial
(Nagaraja, 2016). En plantas, la infeccion por Fusarium es potencialmente mortal;
causa aborto de semillas, pudricion de éstas y de plantulas, causa tizon, clorosis,
marchitez vascular, dobleces y reduccion del crecimiento (Manoj et al., 2016;
Nagaraja, 2016). Al infectar, Fusarium penetra el tejido inter e intracelularmente,
usando para esto ultimo enzimas que degradan los compuestos de la pared celular
(Lionetti et al., 2015).

3.1.1 Fusarium culmorum

Dentro de las especies fitopatdbgenas mas importantes y mas ampliamente
distribuidas se encuentra F. culmorum (Karlsson, 2016). Este es un organismo
saprofito, parasito facultativo y ubicuo en suelos de todo el mundo (Scherm et al.,
2013; Karlsson, 2016). El tizon causado por F. culmorum es una de las
enfermedades mas dafiinas en cultivos de cereales como trigo, cebada, avena,
centeno, maiz y sorgo (Scherm et al., 2013; Siou et al., 2015). Las pérdidas en
cultivos de las anteriores monocotiledéneas son las mas importantes
econdémicamente, sin embargo la infeccion por F. culmorum no se limita a este grupo
(Nagaraja, 2016). Se ha aislado también de organismos como la remolacha
azucarera, lino, clavel, frijol, espéarrago, lUpulo, puerro, abeto rojo, fresa y el
tubérculo de la papa (Scherm et al., 2013). El ciclo de infeccién de F. culmorum se
puede dividir en tres fases reconocibles: i) infeccion, cuando el hongo penetra la
cuticula, ii) crecimiento, donde se observa un aumento en la biomasa fangica
acompafiada de sintomas v iii) fase necrotrofica, en la que el patdgeno coloniza el
tejido interno (Powell et al., 2017). F. culmorum es capaz de infectar en cualquier
estado de desarrollo del hospedero; de hacerlo en etapa temprana produce muerte
de plantulas, si lo hace en una etapa posterior puede provocar aborto de tallos y si
es durante madurez causa aborto de semillas y disminuye el rendimiento y calidad
de los granos (Nielsen et al., 2014; Urban et al., 2016). En la semilla F. culmorum
ingresa a través de las fisuras que se forman durante la germinacion atacando la
raiz primaria y luego el culmo, ya en el tejido vegetal infecta primero por via
apoplastica y posteriormente penetra las células a través de la via simplastica
(Figura 2) (Scherm et al., 2013; Krstanovic et al., 2015). Aun cuando el organismo
parasitado se elimina, F. culmorum es capaz de sobrevivir en el suelo hasta por
cuatro afios formando clamidiosporas (Figura 1) (Scherm et al., 2013).



Penetrar la cuticula vegetal es una cualidad muy importante de F. culmorum, esto
es posible gracias a la secrecién de enzimas que le permiten romper los enlaces de
las sustancias que la conforman (Valueva et al., 2012). La cutina es una estructura
rigida y un componente principal de la cuticula que protege la epidermis vegetal,
esta compuesta por acidos grasos de cadena larga unidos entre si por enlaces tipo
éster (Castro-Ochoa, 2010). Las esterasas, indispensables para degradar la cutina,
brindan al hongo su capacidad de infeccion y lo hacen un candidato para la
degradacion de sustancias cuyo enlace principal es el estérico (Castro-Ochoa,
2010; Valueva et al., 2012).
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Figura 2. Mecanismo de infeccion de F. culmorum (Modificado de CropPro, 2014).

3.1.2 Actividad enzimaticade F. culmorum

Las enzimas producidas por F. culmorum que ayudan a la degradacién de la pared
celular son pieza clave en su ciclo de vida (Leplat et al., 2013). Estas enzimas
extracelulares son expresadas y secretadas para la hidrdlisis de la cuticula durante
la infeccion de la planta, despolimerizandola (Castro-Ochoa, 2010; Ferrario et al.,
2016). Los acidos grasos asi liberados durante la hidrolisis enzimatica se vuelven
una fuente de carbono para el crecimiento y metabolismo celular (Ferrario et al.,
2016). La produccion de éstas enzimas requiere inductores, los cuales pueden ser
agregados al medio cuando se trabaja con fermentaciones in vitro (Leplat et al.,
2013).

3.1.3 Afectacion del pH en el proceso enziméatico de F. culmorum

La actividad enzimatica de F. culmorum durante la fermentacién depende de
distintos factores, entre los mas importantes se encuentran la fuente de carbono, la
temperatura, la luz y el pH, este ultimo afecta significativamente la actividad
enzimatica y mantiene la estabilidad estructural de la esterasa secretada (Valkonen,
et al., 2014; Colla et al., 2015). EIl pH tiene un papel importante en el equilibrio
guimico de cualquier reaccién, aumenta o disminuye la velocidad a la cual se
obtiene el producto a partir del sustrato, mediante la enzima. Los cambios de pH
alteran la ionizacion de los grupos, tanto en el sitio activo de la enzima como en el
sustrato, lo que influye en su velocidad de union (Robinson, 2015). La manera en
que el pH afecta la estabilidad de enzimas es alterando las interacciones
electrostaticas de su estructura proteica, provocando cambios en el estado de
ionizacion de los aminoacidos, los cuales definen las estructuras secundarias y
terciarias de la proteina y, por lo tanto, su actividad y estabilidad (Colla et al., 2015;
Luo, 2015).

3.2. Plastificantes

El plastico es el tercer material sintético mas abundante hecho por el hombre y su
uso se extiende considerablemente a todos los aspectos de nuestra vida (Geyer et
al., 2017; Meeker, 2009). El uso de polimeros sintéticos ha aumentado



considerablemente desde su aparicion a principios del siglo XX y, actualmente, se
espera que con ellos se pueda sustituir otro tipo de materiales, como el vidrio, metal
o madera (Geyer et al., 2017). El desarrollo tecnolégico de las ultimas décadas ha
permitido la fabricacion de productos plasticos con gran resistencia, durabilidad y
versatilidad a un coste muy bajo (Meeker, 2009). Esto ha sido posible gracias a la
adicion de plastificantes, sustancias que contienen moléculas lubricantes y se
afladen a los polimeros para cambiar sus propiedades (Rabek et al., 2015). Los
plastificantes se encuentran libres entre las cadenas del polimero permitiendo que
éstas se muevan con facilidad modificando asi el comportamiento mecénico del
material resultante (Lim y Hoang, 2013; Rabek et al., 2015). Los plastificantes
generalmente son compuestos no volatiles, con un alto punto de ebulliciéon y bajo
peso molecular, se agregan al polimero para mejorar sus propiedades mecanicas
como flexibilidad, maleabilidad y elasticidad sin alterar quimicamente el material
plastificado (Lim & Hoang, 2013 ).

3.2.1 Ftalatos

Los ésteres de &cido ftalico, comunmente conocidos como ftalatos, son los
plastificantes mas utilizados en la industria (Zhu et al., 2016). El 87% de la
produccion mundial de plastificantes corresponde a éstas sustancias (Sheikh et al.,
2016). La produccion de ftalatos ha aumentado rapidamente en las Ultimas décadas,
en 1975 se producian cerca de 1.8 millones de toneladas, en 2009, 6.2 y para 2011
se producian més de 8 millones de toneladas en todo el mundo. (Gao, 2015).

Quimicamente, los ftalatos son diésteres aromaticos que presentan dos cadenas
laterales generalmente alifaticas lineales o ramificadas (Meeker, 2009). La
aplicacion de los ftalatos es muy variada, pero de forma general se pueden dividir
en dos: los de alto peso molecular, que se utilizan principalmente como
plastificantes en la fabricacién de plastico de vinilo flexible que, a su vez, se utiliza
en productos de consumo, suelos, revestimientos de paredes, productos de
contacto con alimentos y dispositivos médicos, los de bajo peso molecular son
utilizados como disolventes en productos de cuidado personal (perfumes, lociones,
cosméticos, etc.) y en lacas, barnices y revestimientos (Meeker, 2009; Starling et
al., 2015; Sheikh et al., 2016; Zhu et al., 2016).

3.2.2 DEHF

Se trata de un éster de acido ftalico de alto peso molecular (390.57 g/mol) con dos
cadenas alquilo de 8 carbonos cada una, es practicamente insoluble en agua y
soluble en aceites (Gao, 2015). El Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el plastificante
que mas se sintetiza, alcanzando el 50% de la produccion total mundial (Zhu et al.,
2016). Es mezclado con policloruro de vinilo (PVC) para la fabricacion de una amplia
gama de productos, entre los cuales se encuentran: material médico como bolsas
de sangre y suero, catéteres, mangueras y otros, como juguetes y contenedores
(Lin et al., 2015).



Ya que los ftalatos no forman enlaces covalentes con los polimeros, el DEHF migra
a los productos, a los consumidores y al medio circundante con facilidad, de forma
gue su presencia en el ambiente y organismos es tan comun como preocupante (Li
et al., 2016; Zhu et al., 2016). En la atmdsfera se han hallado concentraciones de
hasta 689 ng/m? en India, en agua dulce y sedimentos se han registrado hasta 450
pg/L en rios de China, asi mismo las concentraciones ascienden a 34800 pg/kg
(peso seco) en sedimentos de Taiwan y, por Ultimo, la maxima concentracion en
suelos se hall6 en Espafia en 2012 con 63000 ug/kg (Gao, 2015).

3.2.3 Toxicidad y regulacién de DEHF

En humanos, el DEHF puede ingresar de manera directa e indirecta, por via
cutanea, por inhalacion e ingestion (Li et al., 2016; Zhu et al., 2016). Estudios
reportan que el DEHF es un disruptor endécrino que, junto con el Bisfenol A (BPA),
pueden ser facilmente encontrados en productos de consumo diario (Zhu et al.,
2016). En un estudio donde se muestrearon 72 alimentos comunes en un
supermercado de Nueva York se encontré que el 74% de las muestras contenian
DEHF proveniente de los empaques que los contenian (Sheikh et al., 2016). En
humanos, se relaciona la exposiciéon a DEHF con asma, alergias y diabetes en
adultos, asi como déficit en el desarrollo neuroldgico y gonadal en nifios (Starling et
al., 2015). La exposicion a ftalatos en mujeres se ha relacionado con subfertilidad,
endometriosis, leiomiomas, cancer de mama, abortos espontaneos, gestacion
retrasada o pretérmino y complicaciones del embarazo, como anemia, toxemia y
preeclampsia (Sheikh et al., 2016; Jhons et al., 2017). Adicionalmente, si existe
exposicion a DEHF durante la gestacion éste es capaz de penetrar la placenta; se
ha encontrado en el liquido amnidtico asi como en muestras de leche materna
(Sharma et al., 2014). La exposicion a ftalatos en hombres se ha asociado con
criptorquidia, hipospadias, ginecomastia, espermograma anormal y dafio en el ADN
espermatico, niveles anormales de prolactina, LH, FSH, testosterona, indice de
andrdégenos libre, estradiol y globulina fijadora de hormonas sexuales (Sheikh et al.,
2016). La exposicidon a temprana edad influye en bajo conteo espermatico, genitales
masculinos reducidos, nacimiento prematuro, entre otros (Sharma et al., 2014). En
animales, la exposicibn a DEHF se caracteriza por malformaciones en 6rganos
masculinos (epididimo, conducto deferente, vesiculas seminales, préstata, genitales
externos), criptorquidia y reduccion de fertilidad ademas de hepatotoxicidad y
teratogénesis (Sharma et al., 2014; Li et al., 2016; Sheikh et al., 2016).

Los plastificantes han sido causa de preocupacion alrededor del mundo, la Union
Europea restringe el uso de éste plastificante en productos de puericultura y
juguetes (ECB, 2008). La Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos
(EPA) enlista al DEHF en el numero 737 de los 1,613 agentes toxicos que integran
la Lista de Prioridades Nacionales (PNL). Por su parte, la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) enlista al DEHF en la NOM-052-
SEMARNAT-2005 como uno de los residuos peligrosos resultado del desecho de
productos quimicos fuera de especificaciones o caducos (toxicos cronicos).



3.3. Degradacién de DEHF a través de microorganismos

La tasa de degradacion por hidrolisis de los ftalatos de manera natural es
significativamente baja, se ha calculado que DEHF puede hidrolizarse totalmente
de forma natural a pH neutro en un periodo de aproximadamente 2000 afios (Gao,
2015). Yaque la degradacion de ésteres de acido ftalico sin intervencion microbiana
es poco eficiente, se ha propuesto el uso de una amplia variedad de
microorganismos (principalmente fitopatégenos), entre los que se incluyen bacterias
y hongos filamentosos (Lopez-Lépez et al., 2014; Kumar et al., 2017). Diversas
investigaciones han arrojado aportes sobre la degradacion de DEHF a través del
metabolismo microbiano encontrando que existen microorganismos especificos que
son capaces de utilizar éste plastificante como fuente de carbono y energia (Zhi-
Dan, 2014; Ahuactzin-Pérez et al., 2016).

3.3.1. Degradacion de DEHF por F. culmorum en fermentacion liquida

El proceso de fermentacion de F. culmorum en laboratorio puede llevarse a cabo en
dos fases: liquida, que generalmente es un medio acuoso o sélida en el que se
utiliza un material inerte como soporte. La fermentacion en medio liquido es el mas
utilizado en la produccion enzimética, ya que se trata de un medio en el que
facilmente se pueden controlar parametros como temperatura y pH (Viniegra-
Gonzalez et al., 2003; Colla et al., 2015). Las esterasas producidas por F. culmorum
inician con la hidrolisis de los enlaces éster que componen al DEHF (Luo, 2015). El
mono (2-etilhexil) ftalato resultante podria derivar en &cido 6-etil-4-oxodeca-2-
enoico (Figura 3) y, a través de una segunda hidrolizacién, obtener acido 2,3-
dihidroxibutanodioico que eventualmente puede derivar en 2-3butanediol.
Compuesto organico que también se puede obtener a través de las bacterias
lacticas como metabolismo alternativo del piruvato (Ahuactzin-Pérez et al., 2016).
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4. ANTECEDENTES
4.1. Degradacién de ftalatos por hongos filamentosos

Kim et al. (2007) investigaron la degradacién de Dibutil ftalato (DBF) (500 mg/L) por
medio del metabolismo de Fusarium oxysporum. Se logré un consumo del 70% del
ftalato dentro de las primeras 5 horas de fermentacion, agregando cutinasas al
medio nutritivo. Kim y Song (2009) estudiaron la relacion entre el diametro de pellet
del hongo Pleurotus ostreatus y la degradacion de dos plastificantes: benzilbutil
ftalato (BBF) y dimetil ftalato (DMF). Los resultados que obtuvieron indican una
proporcionalidad inversa entre el tamafio del pellet y la degradacion de los
plastificantes. Suarez-Segundo et al. (2013) estudiaron el crecimiento de F.
oxysporum, Mortierella alpina, Pleurotus pulmonarius, dos cepas de Pleurotus
ostreatus (Po 37 y Po 83) y Pleurotus florida en presencia de DEHF y DBF
encontrando que la mayor produccion de biomasa se obtuvo de F. oxysporumy M.
alpina en la fermentacion en presencia de DEHF en comparacién con la
fermentacion control que contenia glucosa como fuente de carbono; asi mismo, el
resto de organismos presenté aumento de biomasa a lo largo de la fermentacién en
presencia de los plastificantes, aunque en algunos casos sin superar la biomasa
obtenida en el control. Los autores concluyen que estos organismos son capaces
de usar los plastificantes como Unica fuente de carbono. Por su parte Ahuactzin-
Pérez et al. (2014) estudiaron el crecimiento de Neurospora sitophyla, Trichoderma
harzianum y Aspergillus niger en presencia de DBF (500 y 1000 mg/L). Reportaron
un mayor crecimiento de hifas en N. sitophyla a concentracion de 1000 mg de
DBF/L. En esa investigacion, ademds, se propone un método para calcular la
degradacion del plastificante a partir de la concentracion inhibitoria media (ICso).
Ahuactzin-Pérez et al. (2018) nuevamente, estudiaron la capacidad de F. culmorum
para utilizar DBF como fuente de carbono en concentraciones de 500 y 1000 mg/L.
Los resultados obtenidos mostraron que la degradacion del 99% del compuesto se
logro a las 228 h, cuando la concentracion fue de 500 mg de DBF/L y a las 168 h
cuando la concentracion fue de 1000 mg de DBF/L.

4.2. Crecimiento y actividad enzimética de hongos en presencia de DEHF

Pradeep et al. (2012) estudiaron la degradacion in situ de DEHF usando tres
especies de hongos de manera individual y en consorcio: Aspergillus japonicus,
Penicillium brocae y Purpureocillium lilacinum. A diferencia de las fermentaciones
individuales de los hongos, el consorcio logré consumir el plastificante en tres
semanas y obtener su biomasa maxima a los 15 dias de fermentacion. Cérdoba-
Sosa et al. (2014) realizaron estudios con Pleurotus ostreatus, haciéndolo crecer
con glucosa en presencia de DEHF a concentraciones de 750, 1200 y 1500 mg/L,
donde la tasa de crecimiento (u) fue superior en 750 mg DEHF/L y la actividad
enzimatica maxima se obtuvo a 1500 mg DEHF/L con 67.5 U/L. Ahuactzin-Pérez et
al. (2016) estudiaron la degradacion de DEHF por F. culmorum y reportaron que el
hongo es capaz de consumir el 95% de 1000 mg DEHF/L en solo 60 horas, se
obtuvo una biomasa de hasta 5.1 g/L y una actividad enzimatica maxima superior a



12000 U/L. Ahuactzin-Pérez et al. (2017) estudiaron la ruta de degradacion de
DEHF por P. ostreatus, donde utilizaron concentraciones de 500 y 1000 mg DEHF/L
y se encontré que: en la fermentacion con 1000 mg DEHF/L se produjo la maxima
biomasay alas 504 h se alcanz6 el 100% de degradacion. Ferrer-Parra et al. (2018)
caracterizaron las esterasas de F. culmorum crecido en DEHF a concentraciones
de 1500 y 2000 mg/L donde identificaron hasta seis isoformas de la enzima y una
mayor produccion de esterasas con la menor concentracion de DEHF.

4.3. Influencia del pH en la actividad enzimatica de hongos filamentosos

Pocos autores han relacionado el efecto del pH en la produccién enzimética de
hongos filamentoso. Favero et al. (2013) estudiaron la produccion enzimética de
hongos endofiticos a través de un indicador colorimétrico de pH en fermentacién
liquida. Pudieron observar la hidrdlisis de los enlaces ésteres del sustrato por las
esterasas a través de colorimetria, la cual fue medida espectrofotométricamente.
De este trabajo concluyeron que la actividad de esterasas se favorecio a pH 7.8
particularmente y también determinaron que las esterasas tienen un intervalo de
actividad por hidrdlisis que podria encontrarse entre 6.0y 8.5, y el 6ptimo dependera
de estructura proteica de la esterasa. Luo et al. (2015) utilizaron la fermentacién
sélida para comparar la actividad enzimatica de Fusarium sp. con dimetil isoftalato
y dimetil tereftalato como Unica fuente de carbono en un intervalo de pH de 3.0 -
13.0, en ese estudio los investigadores determinan que la Optima produccion
enzimatica se da a pH 8.0.

Otros autores han evaluado la influencia del pH solamente en el crecimiento de
hongos filamentosos, tal como Jackson et al. (1992) que estudiaron el efecto del pH,
la temperatura y el potencial hidrico en el crecimiento miceliar de Gliocladium virens
y tres especies de Trichoderma con la intencion de evaluar como éstos parametros
afectan el desarrollo O6ptimo de éstas especies antagonicas de Sclerotium
cepivorum, especie parasita de la cebolla. En el estudio, compararon el crecimiento
de las cuatro cepas en fermentacion sélida a pH de 2.5, 3.2, 3.8, 4.6, 5.5, 5.6, 6.8
y 7.4. Los resultados revelaron que a pH 5.6 se obtiene la mayor produccion de
biomasa de dos cepas de Trichoderma, por su parte, G. virens, asi como la tercera
cepa de Trichoderma produjeron mayor biomasa a pH 4.6. Asi mismo, se encontré
que en todos los casos, el pH de menor produccion enzimatica fue 7.4. Rousk et al.
(2009) estudiaron el efecto del pH del suelo en el crecimiento de bacterias y hongos.
El trabajo resalta la importancia de conocer las condiciones bajo las que se
desarrollan los organismos edaficos. El gradiente natural de pH del suelo se
encontro de 4.5 a 8.3 y los resultados obtenidos por los investigadores respecto al
crecimiento miceliar muestran un pico en la produccién de biomasa entre pH 6.0 -
6.5, disminuyendo hacia los extremos de ambos lados (4.5 y 8.3).



5. JUSTIFICACION

Las investigaciones realizadas sobre la toxicidad de DEHF coinciden en que es un
compuesto que afecta la salud de manera importante. Su presencia en el ambiente
es ubicua ya que los productos que lo contienen son muy diversos, por lo que la
exposicidbn es generalizada y representa un riesgo para la poblacién. En la
actualidad, el metabolismo microbiano es la mejor y mas rapida opcion para
degradar el DEHF. Los factores que influencian la actividad enzimatica de F.
culmorum, organismo capaz de consumir el 95% de DEHF en 60 h de fermentacién,
son diversos. Conocerlos y optimizarlos, ayudara a mejorar el proceso de
degradacion de una sustancia reconocida como disruptor enddcrino. El pH es uno
de los parametros mas importantes a considerar cuando se trata de fermentaciones
in vitro para la obtencion de enzimas, ya que de €l depende la estabilidad
enzimatica, y la velocidad de reaccion. Siendo el DEHF la Unica fuente de carbono
disponible para el organismo, la actividad enzimatica y crecimiento se relacionan
estrechamente. Comparar fermentaciones de F. culmorum en presencia de DEHF
ajustadas a distintos valores de pH ayudara a conocer el 6ptimo bajo el cual la
actividad enzimatica, el crecimiento, y con ello la degradacién, se veran favorecidas
a temperatura ambiente.



6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Determinar el pH inicial bajo el cual se obtiene mayor crecimiento Yy actividad
enzimatica de F. culmorum con di (2-etil hexil) ftalato (DEHF) como Unica fuente de
carbono, en fermentacion liquida.

6.2. Objetivos particulares

Cuantificar la produccion de biomasa de F. culmorum con DEHF como fuente de
carbono a diferentes valores de pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 85 y 9.0) en
fermentacion liquida.

Determinar la velocidad de crecimiento especifica de F. culmorum con DEHF como
fuente de carbono a diferentes valores de pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0)
en fermentacion liquida.

Cuantificar la actividad de esterasas de F. culmorum con DEHF como fuente de
carbono a diferentes valores de pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 85 y 9.0) en
fermentacion liquida.

Determinar los parametros cinéticos de produccion de esterasas, los cuales
incluyen: el rendimiento de enzima por unidad de biomasa, la productividad
enzimatica y la tasa especifica de producciéon enzimatica de F. culmorum con DEHF
como fuente de carbono a diferentes valores de pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5
y 9.0) en fermentacion liquida.

Realizar electroforesis para observar la actividad enzimatica (zimografia) del
sobrenadante de F. culmorum con DEHF como fuente de carbono a diferentes
valores de pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0) en fermentacién liquida.



7. HIPOTESIS

Si se ajusta el pH inicial de las fermentaciones donde crecera Fusarium culmorum
con di (2-etil hexil) ftalato (DEHF) como fuente de carbono. Se afectara el
crecimiento y la produccién de esterasas y se mostrara una afinidad por alguno de
los valores de pH inicial del medio de cultivo.



8. METODOS
8.1. Cepa

Se utilizé la cepa de Fusarium culmorum del cepario del Centro de Investigaciones
en Ciencias Bioldgicas (CICB) de la Universidad Autonoma de Tlaxcala (UAT). La
propagacion del hongo se realizo en agar Czapek, incubando a 25°C durante 7 dias
(Figura 4).

Figura 4. Cepa de Fusarium culmorum.

8.2. Fermentacién

Se realizaron ocho fermentaciones en medio liquido a distintos valores de pH, cada
fermentacién duré diez dias (240 h) y se muestre6 cada 12 h por triplicado.

8.2.1. Medios de cultivo

Se prepararon ocho medios de cultivo ajustando el valor de pH inicial a: 5.5, 6.0,
6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0. El medio se prepard en solucion acuosa agregando en
g/L: 1.0, K2HPOg4; 0.5, MgSOg; 0.5, KCI; 0.01, FeSO4 y 3.0, NaNOs como fuente de
nitrégeno. Se usoé en todas las fermentaciones 1000 mg de DEHF/L como fuente
Unica de carbono. Se vertieron 50 mL de medio de cultivo en matraces de 125mL,
los cuales, fueron esterilizados durante 15 minutos a 15 libras y 121°C.

8.2.2. Inoculacién

En condiciones de esterilidad se horadaron las cajas Petri que contienen la cepa
propagada (se cortaron fragmentos de micelio de 4mm de diametro). La cantidad
de cajas horadadas dependi6 de la cantidad de fragmentos obtenidos de cada una;
se utilizé tnicamente micelio de la periferia de la caja asegurando asi que el micelio
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utilizado fuera joven y metabodlicamente activo. Manteniendo las condiciones de
esterilidad, se colocaron en cada matraz tres fragmentos de micelio de 4mm de
didmetro (Figura 5).

Figura 5. Inoculacion del medio liquido con fragmentos de F. culmorum.

8.2.3. Incubacién

Se colocaron los matraces en una incubadora con agitacion y temperatura
controladas (120rpmy 25°C), por 240 h.

8.3. Separacion de biomasa por filtracion

Para separar el micelio del sobrenadante (SN) se utilizé papel filtro Whatman de 20-
25um de poro a peso constante, manteniéndolo libre de humedad durante 24 horas
a 60°C. Usando una balanza analitica se registré el peso de cada fragmento de
papel filtro debidamente identificado. Con ayuda de un matraz Kitasato y un embudo
Buchner se paso el contenido de los matraces a travées del papel filtro (Figura 6). El
micelio atrapado por el papel filtro se llevo a deshidratacion a 60°C durante 24 horas
y el SN recolectado en el matraz Kitasato fue almacenado en refrigeracion para los
analisis posteriores que corresponden a: determinacion de actividad enziméatica por
espectrofotometria UV-visible y zimografia obtenida a través de electroforesis.
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Figura 6. Separacion del micelio y el sobrenadante.

8.4. Determinacion de la tasa de crecimiento especifico

El papel filtro con el micelio se coloco en la estufa a 60°C por 24 horas para
deshidratar. Posterior a la deshidratacién, se tom6 nuevamente el peso de cada
papel filtro, el peso seco del micelio es el valor usado para determinar la tasa de
crecimiento especifico, por lo que se resta el peso del papel filtro tomado
previamente. Para determinar la tasa de crecimiento se empled la funcion logistica
a partir de la siguiente expresion:

dX/dt = pu[1=Xmax] Xo 0 X [Xmax/1 + Ce™H]

Donde X=Xo es la biomasa inicial, C=(Xmax-X0)/Xo, 4 es la tasa de crecimiento
especifica y Xmax €s la biomasa maxima alcanzada cuando dX/dt= 0 por X>0. La
biomasa fue calculada a partir del peso seco del micelio tras la deshidratacién.

8.4.1. Evaluacion de los parametros cinéticos de crecimiento

Se obtuvo, a partir de los datos de cada fermentacién el valor de y que es la tasa
de crecimiento especifica y Xmax que es la biomasa maxima alcanzada.

8.5. Seguimiento de pH

Para observar las variaciones a lo largo de la fermentacion se determiné el valor de
pH con ayuda de un potenciémetro después de filtrar el contenido de los matraces.
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Este parametro fue medido cada 12 horas durante las 240 horas que dur6 cada una
de las fermentaciones.

8.6. Anadlisis de la actividad de esterasas

La actividad de esterasas se obtuvo a través de una determinacion
espectrofotométrica. Se usé una solucion de p-nitrofenil butirato (pNPB) como
sustrato la cual se elaboré con: 10 yL de pNPB en solucién al 1.7% (v/v) con
acetonitrilo, 790 uL de buffer de acetato 50mM (pH 7.0), 0.04% de Triton X-100 (v/v)
y 100 uL de SN. Se acelerd la oxidacion a bafio Maria por 5 minutos a 37°C,
deteniéndola con bafio de hielo dando paso a la lectura a 405nm. Se tom6 como
una unidad enzimatica de actividad de lacasa o esterasa (U) a la cantidad de enzima
gue produzca un incremento de 1 unidad de absorbancia por minuto en la mezcla
de reaccion (Ahuactzin-Pérez M. , 2016).

8.6.1. Evaluacién de los parametros cinéticos de produccion de esterasas

Tedricamente, el rendimiento enzimatico fue definido como la actividad de enzima
por unidad de biomasa producida por el hongo (Ye/x). Este valor fue calculado a
partir del maximo de biomasa y de enzima en cada fermentacién, también se calcul6
a lo largo de todas las fermentaciones para observar el rendimiento cada 12 h. Se
estimé como la relacion entre la actividad enzimatica méaxima obtenida durante el
crecimiento exponencial (Emax) y Xmax obtenida al calcular biomasa. La productividad
enzimatica (Pro = Emax / tiempo) fue evaluada en el tiempo en que la actividad
enzimatica es maxima. La tasa especifica de produccion enzimética se calcul6 a
partir de la ecuacion: gp= (M) (Ye/x) (Ahuactzin-Pérez et al., 2016).

8.7.  Analisis zimografico

Se realizé zimografia para visualizar la actividad de esterasas a través de
electroforesis en gel al 12% de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) y al 4% para empaquetar las muestras. Se corrié una mezcla del SN con
buffer de muestra sobre cada carril y se corrio el gel a 120 voltios. Una vez separada
la muestra en su totalidad se retiraron las placas de gel y se sumergieron en una
solucion sustrato de a-Naftil acetato 3mM, buffer Fast Red (Sigma) 1mM y buffer de
fosfato 100mM durante 12 horas en agitacion constante para el revelado.



9. RESULTADOS
9.1. Fermentacion apH 5.5
9.1.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento.

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacién a pH inicial de 5.5 se muestra en la Figura 7, en ella se aprecia
que el crecimiento exponencial de F. culmorum inicia desde las primeras horas de
fermentacion y alcanza la fase estacionaria cerca de las 132 h. A partir de los datos
se obtuvo teéricamente el valor de u y Xmax que corresponden a 0.02 h'ty de 1.032
g/L respectivamente, la Xmax se obtuvo a las 216 h.
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Figura 7. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 5.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.1.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 8 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a partir
de una solucidn sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la fermentacién
a pH inicial de 5.5 expresada en U/L. En la figura es apreciable la marcada actividad
enzimatica que aumenta desde las 48 h con un punto méaximo de actividad (Emax)
de 448.44 U/L a las 204 h, y con ello se ha calculado el Yex en 444 UGx?, asi
mismo, el valor de productividad enzimatica (Pro) se calcul6 en 2.2 ULth! y la tasa
especifica de formacion de la enzima (gp) es de 8.9 UhlgX™2. El rendimiento de la
enzima respecto a la biomasa registrado a lo largo de la fermentacién se muestra
en la Figura 9 donde se muestra una mayor produccidén enzimatica con respecto a
la biomasa dentro de las primeras 120 h.
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Figura 8. Actividad enzimética de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 5.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 9. Rendimiento enzimético de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida.

9.1.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion a pH inicial de 5.5 se
muestran en la Figura 10, donde se aprecia que se alteré el pH del SN desde las
primeras 12 h tendiendo ligeramente a la neutralidad, llegando a pH 6.57 a las 156
h.
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Figura 10. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.1.4. Zimografia

En la Figura 11 se muestra la zimografia obtenida del SN de F. culmorum a pH
inicial de 5.5. Se observa la presencia de cuatro isoenzimas: 10 kDa, 25 kDa, 37
kDa y 50 kDa aproximadamente. La banda de mayor actividad fue de 10 kDa, la
cual aparece desde las 60 h y se mantiene durante el resto de la fermentacion, la
de 25 kDa se observa mas tenue y se expresa desde las 48 h hasta el final de la
fermentacién. En los 37 kDa se observa actividad a las 204 y 216 h. Y por ultimo se
observa una banda a 50 kDa que aparece desde las 84 h y se mantiene hacia el
final de la fermentacion.
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Figura 11. Perfil zimografico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 5.5 en fermentacion liquida.



9.2. Fermentacion a pH 6.0
9.2.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento.

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacion a pH inicial de 6.0 se muestra en la Figura 12, en la que se
aprecia el crecimiento exponencial de F. culmorum que inicia a partir del primer dia
de fermentacion y alcanza la fase estacionaria a las 144 h. El valor calculado de p
fue de 0.018 h'ly el valor de Xmax €s de 0.89 g/L obtenida a las 180 h.
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Figura 12. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 6.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.2.2. Actividad enziméatica y pardmetros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 13 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucion sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 6.0 expresada en U/L. En la figura se observa la
actividad enzimatica durante toda la fermentacion, menor en comparacion con la
fermentacion anterior siendo el punto maximo de actividad (Emax) de 222.5 U/L a las
228 h, y con ello se ha calculado el Yeix en 241.8 UGx™. Asi mismo, el valor de
productividad enzimatica (Pro) se calculé en 1.05 UL'h' y la tasa especifica de
formacion de la enzima (gp) es de 4.4 Uh*gX1. El rendimiento de la enzima respecto
a la biomasa registrado durante la fermentacion se muestra en la Figura 14 donde
la produccién enzimatica con respecto a la biomasa que alcanza las 259 UGx* a
las 72 h.
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Figura 13. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 6.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 14. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 6.0 en fermentacion liquida.

9.2.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
15, donde se aprecia que el SN se mantiene cercano al valor inicial, modificAndose
ligeramente llegando a pH 6.42 alas 72y 132 h.
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Figura 15. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 6.0 en fermentacién liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.2.4. Zimografia

En la Figura 16 se muestra la zimografia obtenida del SN de F. culmorum a pH
inicial de 6.0. Se nota la presencia de tres isoenzimas: 25 kDa, 37 kDa y 50 kDa
aproximadamente. La banda de 25 kDa aparece desde las 12 h y se mantiene
durante el resto de la fermentacién a diferencia de la banda de 50 kDa que aparece
por primera vez a las 84 h y posteriormente a las 120 h para mantenerse hasta el
final de la fermentacion, la isoenzima de 37 kDa aparece solamente a las 216 h.
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Figura 16. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 6.0 en fermentacion liquida.



9.3. Fermentacion a pH 6.5
9.3.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento.

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacion a pH inicial de 6.5 se muestra en la Figura 17, en la cual se
aprecia que el crecimiento exponencial inicia desde las 36 horas de fermentacién
alcanzando la fase estacionaria a las 156 h. El valor calculado de u fue de 0.023 h-
ly el de Xmax es de 1.09 g/L obtenida a las 180 h.
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Figura 17. Produccion de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 6.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.3.2. Actividad enzimatica y pardmetros cinéticos de produccién de
esterasas

En la Figura 18 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucion sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 6.5 expresada en U/L. En la figura se observa que la
actividad enzimatica aumenta desde las 48 h llegando a un maximo de actividad
(Emax) de 429.8 U/L a las 216 h, y con ello se ha calculado el Yex en 394.3 UGx2.
Asi mismo, el valor de productividad enzimatica (Pro) se calculé en 1.9 ULthty la
tasa especifica de formacién de la enzima (qp) es de 9.1 Uh-1gX:. El rendimiento de
la enzima respecto a la biomasa registrado durante la fermentacion se muestra en
la Figura 19 donde se observa que alcanza las 407.8 UGx* a las 216 h.
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Figura 18. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 6.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 19. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida.

9.3.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
20, donde se puede apreciar que el SN se mantiene cercano al valor inicial, aunque
tiende a la neutralidad a partir de las 24 h y la alcanza a las 156 y 168 h.
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Figura 20. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.3.4. Zimografia

En la Figura 21 se muestra la zimografia obtenida del SN de F. culmorum a pH
inicial de 6.5. Se observa la actividad de cuatro isoenzimas: 10 kDa, 25 kDa, 37 kDa
y 50 kDa aproximadamente. La banda de mayor actividad fue de 10 kDa, la cual
aparece desde las 72 h y se mantiene durante el resto de la fermentacion. A los 25
kDa la banda se observa a las 72 h y de nuevo a las 120 h para continuar hasta el
final de la fermentacion. A los 37 kDa se observa actividad solamente a las 108 hy
la banda de 50 kDa aparece levemente marcada desde las 72 h hasta el final de la
fermentacion.
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Figura 21. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 6.5 en fermentacion liquida.



9.4. FermentacionapH 7.0
9.4.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacién a pH inicial de 7.0 se muestra en la Figura 22, se nota una escasa
produccion de biomasa en comparacion con el resto de fermentaciones y un
crecimiento exponencial que se diferencia poco de la fase estacionaria. El valor de
u calculado para esta fermentacion fue de 0.01 h'y el valor de Xmax es de 0.75 g/L
obtenida a las 192 h.
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Figura 22. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 7.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.4.2. Actividad enziméatica y pardmetros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 23 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucion sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 7.0 expresada en U/L. En la figura se puede ver que
existe actividad enzimatica a lo largo de toda la fermentacion, sin embargo ésta no
supera las 150 U/L, llegando a un maximo de actividad (Emax) de 139.3 U/L a las
120 h, y con ello se ha calculado el Yex en 181 UGx?®. Asi mismo, el valor de
productividad enzimatica (Pro) se calcul6 en 1.2 UL*h?! y la tasa especifica de
formacion de la enzima (gp) es de 1.8 UhlgX™. En la Figura 24 se muestra el
comportamiento de la produccion enzimatica dada por unidad de biomasa donde se
alcanza un maximo de 208.4 UGx*! alas 72 h.
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Figura 23. Actividad enzimética de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 7.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 24. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida.

9.4.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
25, donde se aprecia que el SN se mantiene cercano al valor inicial, alcalinizandose
ligeramente llegando a 7.4 en las ultimas 24 h.
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Figura 25. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.4.4. Zimografia

En la Figura 26 se muestra la zimografia obtenida del SN de F. culmorum en el
medio a pH inicial de 7.0. Se pueden observar dos isoenzimas: 10 kDa y 50 kDa
aproximadamente. La primera aparece a partir de las 132 h hasta el final de la
fermentacion y la banda de 50 kDa aparece solo el primer dia de fermentacion y
posteriormente a partir de las 156 h.
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Figura 26. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacién de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 7.0 en fermentacion liquida.



9.5. FermentacionapH7.5
9.5.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacion a pH inicial de 7.5 se muestra en la Figura 27, en la que se
aprecia el crecimiento exponencial de F. culmorum que inicia desde las 24 horas de
fermentacién y alcanza la fase estacionaria a las 144 h. El valor calculado de p en
esta fermentacion fue de 0.016 hly el valor de Xmax es de 0.99 g/L a las 180 h.

1.22 -
1.12 -
1.02 -

= 0.92 -

2

= 0.82 A

@

£ 0.72 A

(@]

m 0.62 A hd
0.52 -
0.42 -

0.32

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tiempo (h)

Figura 27. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 7.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.5.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 28 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucién sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacién a pH inicial de 7.5 expresada en U/L. En la figura se observa que existe
actividad enzimatica a lo largo de toda la fermentacion, aumentando en el transcurso
del tiempo, llegando a un maximo de actividad (Emax) de 293.6 U/L a las 240 h, y
con ello se ha calculado el Ye/x en 290.6 UGx™. Asi mismo, el valor de productividad
enzimatica (Pro) se calculé en 1.2 UL*h! y la tasa especifica de formacion de la
enzima (gp) es de 4.6 UhgX1. El rendimiento de la enzima respecto a la biomasa
(E/X) registrado durante la fermentacion se muestra en la Figura 29 donde se
aprecia que alcanza las 293.6 UGx* a las 240 h.
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Figura 28. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 7.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 29. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida.

9.5.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
30, donde se aprecia que el pH del SN se mantiene cercano al valor inicial, aunque
en algunos puntos se alcaliniza y llega a 8.0 entre las 120 y 156 h.
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Figura 30. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.5.4. Zimografia

En la Figura 31 se presenta la zimografia obtenida del SN de F. culmorum en el
medio a pH inicial de 7.5. Se puede observar la presencia de tres isoenzimas: 10
kDa, 25 kDa, y 50 kDa aproximadamente. La banda de mayoractividad fue de 10
kDa, la cual aparece desde las 60 h y se mantiene durante el resto de la
fermentacion. La banda de 25 kDa aparece desde las 144 h y hasta el final de la
fermentacion. Asi mismo la banda de 50 kDa marcada levemente las primeras
horas, se presenta a partir de las 72 h y se mantiene el resto de la fermentacion.
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Figura 31. Perfil zimogréafico obtenido de la fermentacién de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 7.5 en fermentacion liquida.



9.6. Fermentacion apH 8.0
9.6.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacion a pH inicial de 8.0 se muestra en la Figura 32, en ella se aprecia
el crecimiento exponencial de F. culmorum que inicia desde las 36 horas de
fermentacién y alcanza la fase estacionaria a las 180 h. El valor calculado de p fue
de 0.017 h'ly el de Xmax de 1.24 g/L obtenido a las 180 h, valor maximo obtenido de
entre todas las fermentaciones realizadas hasta el momento.
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Figura 32. Produccion de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 8.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.6.2. Actividad enzimatica y parametros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 33 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucién sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 8.0 expresada en U/L. En la figura se observa que existe
actividad enzimatica a lo largo de toda la fermentacion, aumentando en el transcurso
del tiempo, llegando a un maximo de actividad (Emax) de 332.8 U/L a las 192 h, y
con ello se ha calculado el Yeix en 268.4 UGx™. Asi mismo, el valor de productividad
enzimatica (Pro) se calculé en 1.7 UL*h! y la tasa especifica de formacion de la
enzima (gp) es de 4.6 UhgX™t. El rendimiento de la enzima respecto a la biomasa
(E/X) registrado durante la fermentaciéon se muestra en la Figura 34 donde se
destaca el alto rendimiento de enzima dentro de las primeras 100 horas de
fermentacioén, alcanzando un maximo de 390.2 UGx? a las 96 h.
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Figura 33. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 8.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 34. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia
de DEHF a pH inicial de 8.0 en fermentacion liquida.

9.6.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
35, donde se aprecia que el SN se mantiene cercano al valor inicial.
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Figura 35. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en presencia de

DEHF a pH inicial de 8.0 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.6.4. Zimografia

En la Figura 36 se presenta la zimografia obtenida del SN de F. culmorum en el
medio a pH inicial de 8.0. Se observa la presencia de tres isoenzimas: 10 kDa, 25
kDa, y 50 kDa aproximadamente. La banda de mayor actividad fue de 10 kDa, la
cual aparece desde las 36 h y se mantiene durante el resto de la fermentacién. Por
otra parte a 25 kDa se observa una tenue banda que aparece entre las 156 y 216
h. A 50 kDa se observa actividad que inicia desde las 72 h y se mantiene hasta el
final de la fermentacion.
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Figura 36. Perfil zimografico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 8.0 en fermentacidn liquida.



9.7. Fermentacion apH 8.5
9.7.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacion a pH inicial de 8.5 se muestra en la Figura 37, en la cual se
aprecia que el crecimiento exponencial de F. culmorum inicia desde las 12 horas de
fermentacién y alcanza la fase estacionaria a las 180 h. El valor de p en esta
fermentacion fue de 0.01 h''y el valor de Xmax €s de 1.02 g/L obtenida a las 204
horas.
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Figura 37. Produccion de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 8.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.7.2. Actividad enziméatica y pardmetros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 38 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucion sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 8.5 expresada en U/L. En la figura se aprecia actividad
enzimatica a lo largo de toda la fermentacion, aumentando entre las 48 y 144 h,
cuando ésta comienza a disminuir hacia el final de la fermentacion, se obtuvo un
maximo de actividad (Emax) de 216.2U/L a las 144 h, y con ello se ha calculado el
Yex en 186.4 UGx™. Asi mismo, el valor de productividad enzimatica (Pro) se
calcul6 en 1.5 ULh!y la tasa especifica de formacién de la enzima (qp) es de 1.9
Uh1gXt. El rendimiento de la enzima respecto a la biomasa (E/X) registrado durante
la fermentacidon se muestra en la Figura 39 el rendimiento de enzima dentro de las
primeras 140 h de fermentacién alcanzando un maximo de 251.3 UGx! a las 132 h.
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Figura 38. Actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 8.5 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 39. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida.

9.7.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
40, donde se puede apreciar que el SN se mantiene cercano al valor inicial, aunque
varia ligeramente llegando a 8.6 alas 108 hy a 8.3 a las 180 h.
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Figura 40. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacién de F. culmorum en presencia de

DEHF a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.7.4. Zimografia

En la Figura 41 se presenta la zimografia obtenida del SN de F. culmorum en el
medio a pH inicial de 8.5. Se observa la presencia de dos isoenzimas: 25 kDa, y 50
kDa aproximadamente. La banda de 25 kDa, aparece muy tenue a las 12 h'y a partir

de las 108 h. A 50 kDa la banda se aprecia desde las 108 h y se mantiene durante
el resto de la fermentacion.
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Figura 41. Perfil zimogréfico obtenido de la fermentacion de F. culmorum en presencia de DEHF
a pH inicial de 8.5 en fermentacion liquida.



9.8. Fermentacion apH 9.0
9.8.1. Biomasay parametros cinéticos de crecimiento

La produccién de biomasa (X) de F. culmorum expresada en g/L, obtenida a lo largo
de la fermentacién a pH inicial de 9.0 se muestra en la Figura 42, en la cual se nota
el crecimiento exponencial de F. culmorum desde las 12 horas de fermentacion y
alcanza la fase estacionaria a las 192 h. El valor de y en esta fermentacion fue de
0.012 h'ly el valor de Xmax s de 1.05 g/L obtenida a las 204 horas.

1.22 1
112 4
1.02 A

0.92

2

< 0.82 1

@

£ 0.72 -

2

@ 0.62
0.52

0.42

0.32 + T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tiempo (h)

Figura 42. Produccién de biomasa de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 9.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.

9.8.2. Actividad enziméatica y pardmetros cinéticos de produccion de
esterasas

En la Figura 43 se muestra la actividad de esterasas de F. culmorum obtenida a
partir de una solucion sustrato de paranitrofenil butirato (pNB) a lo largo de la
fermentacion a pH inicial de 9.0 expresada en U/L. En ella se puede ver que hay
actividad enzimatica a lo largo de toda la fermentacion, aumentando entre las 96 y
192 h, cuando ésta comienza a disminuir hacia el final de la fermentacion, se obtuvo
un maximo de actividad (Emax) de 205.1 U/L a las 192 h, y con ello se ha calculado
el Yexx en 169.5 UGx!. Asi mismo, el valor de productividad enzimética (Pro) se
calcul6 en 1.1 ULh?y la tasa especifica de formacién de la enzima (qp) es de 2.0
Uh1gXt. El rendimiento de la enzima respecto a la biomasa (E/X) registrado durante
la fermentacion se muestra en la Figura 44 donde se destaca el alto rendimiento de
enzima dentro de las primeras horas de fermentacién, alcanzando un maximo de
212.5 UGx*! alas 24 h.
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Figura 43. Actividad enziméatica de F. culmorum en presencia de DEHF a pH inicial de 9.0 en
fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos por triplicado.
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Figura 44. Rendimiento enzimatico de F. culmorum con respecto a la biomasa en presencia de
DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida.

9.8.3. Perfil de pH

Los valores de pH obtenidos a lo largo de la fermentacion se muestran en la Figura
45, donde se aprecia que el SN se mantiene cercano al valor inicial, variando
ligeramente llegando a 9.4 a las 180 h.
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Figura 45. Perfil de pH obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en presencia de
DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida. Las barras de error son el EEM de muestreos
por triplicado.

9.8.4. Zimografia

En la Figura 46 se presenta la zimografia obtenida del SN de F. culmorum en el
medio a pH inicial de 9.0. Se observa la presencia de dos isoenzimas: 25 kDa y 50
kDa aproximadamente. El primero presenta un ligero bandeo desde las 120 y hasta
las 150 h. A 50 kDa el bandeo aparece desde las 48 h y se mantiene durante el
resto de la fermentacion.
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Figura 46. Perfil zimografico obtenido a lo largo de la fermentacion de F. culmorum en presencia
de DEHF a pH inicial de 9.0 en fermentacion liquida.



9.9. Parametros cinéticos de crecimiento

Los valores de la biomasa maxima (Xmax) obtenida en cada una de las
fermentaciones se muestran graficamente en la Figura 47 y se comparan en la Tabla
1. Se destaca una mayor produccion de biomasa hacia valores de pH alcalinos
donde se alcanza el valor maximo (8.0). Por otra parte, pH neutro se registré la
menor produccion de biomasa.
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Figura 47. Biomasa maxima registrada en cada una de las fermentaciones.

La tasa de crecimiento especifica (u) obtenida para cada una de las fermentaciones
se muestra graficamente en la Figura 48 y se comparan en la Tabla 1. Los datos
obtenidos a valores de pH acidos son superiores a los registrados a valores
alcalinos. Nuevamente, el valor minimo se obtuvo a pH 7.0
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Figura 48. Tasa de crecimiento especifica registrada en cada una de las fermentaciones.



Tabla 1. Pardmetros cinéticos de crecimiento y produccion de esterasas de F. culmorum en presencia de DEHF en fermentacion
liquida. Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra (a, b, c, d)
son significativamente diferentes.

Parametro 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
p (hD) 0.02a  0.0182 0.0232 0.01b 0.016 b 0.017 @ 0.01b 0.012b
(0.002)  (0.001) (0.001) (0.001) (0.001) (0.001) (0.001) (0.001)
Xmax (g/L) 1.014b 0.92¢ 1.092 0.77¢ 1.01° 1.24 2 1.162 1.218
(0.002)  (0.001) (0.002) (0.001) (0.001) (0.002) (0.001) (0.001)
Emax(U/L) 448.42  2225C 429.82 139.3 ¢ 293.5P 332.8° 216.2°¢ 205.1¢
(49) (35) (45) (22) (37) (38) (25) (24)
Yex(U GxY) 4443 241.8P 394.32 181°¢ 290.6° 268.4° 186.4 € 169.5°€
(68) (32) (41) (21) (34) (33) (23) (18)
Pro(ULth) 222 1¢ 1.92 1.2¢ 1.2¢ 1.7° 1.5° 1.1¢
(0.002)  (0.001) (0.001) (0.002) (0.001) (0.002) (0.001) (0.001)
Qp(Uhtgxl) 892 4.4° 9.12 1.8¢ 4.6° 4.6° 1.9° 2¢
(0.006)  (0.004) (0.006) (0.002) (0.003) (0.003) (0.001) (0.001)



8.1. Parametros cinéticos de actividad de esterasas

Los valores maximos de enzima (Emax) obtenidos en cada una de las fermentaciones
se muestran graficamente en la Figura 49 y se comparan en la Tabla1l. ApH55y
6.5 se obtuvieron los valores maximos de este parametro, y a 7.0 el valor minimo.
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Figura 49. Actividad enzimatica maxima registrada en cada una de las fermentaciones.

Los datos calculados de rendimiento enzimatico (Yex) a partir de la actividad
maxima de esterasas de cada fermentacion se muestran en la Figura 5 y se
comparan en la Tabla 1. Se observa una coincidencia con la figura obtenida a partir
de la Emax; donde los valores maximos son 5.5 y 6.5, sin embargo, los valores
minimos de rendimiento enzimatico son 7.0, 8.5y 9.0.
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Figura 50. Rendimiento enzimatico maximo registrado en cada una de las fermentaciones.



La productividad enzimatica (Pro), obtenida a partir de los valores maximos
de actividad enzimética y biomasa registrados en cada fermentacion, se
muestran graficamente en la Figura 51 y se comparan estadisticamente en
la Tabla 1. Los valores maximos en este parametro se obtuvieron a pH 5.5,
6.5y 8.0. Los minimos, 6.0, 7.0, 7.5y 9.0.
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Figura 51. Productividad enzimética maxima registrada en cada una de las fermentaciones.

La tasa especifica de formacion de enzima calculada para cada fermentacion
se muestra graficamente en la Figura 52, los datos se comparan en la Tabla
1. En la figura se observa que los valores mas altos corresponden a las
fermentaciones llevadas a cabo a pH 5.5 y 6.5, mientras que los valores
minimos se obtuvieron a pH 7.0, 8.5y 9.0.
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Figura 52. Tasa especifica de formacion de enzima registrada en cada una de las fermentaciones.



9. ANALISIS DE RESULTADOS

La produccion de biomasa presentd un comportamiento marcado de acuerdo al pH
inicial de la fermentacion. Las curvas de crecimiento obtenidas en las
fermentaciones a pH 5.5, 6.0, 6.5y 7.0 se caracterizaron por una fase exponencial
corta, seguida de una marcada fase estacionaria, la cual comienza entre las 132 y
144 h. Ahuactzin-Pérez et al. (2016) report6é fermentaciones ajustadas a pH inicial
de 6.5 donde obtuvo curvas de crecimiento de comportamiento similar: una fase
estacionaria que inicia entre las 120y 132 h. Si bien, la biomasa producida es inferior
en este caso, la coincidencia nos indica que el ciclo vital del hongo presenta el
mismo comportamiento pese a que el medio no esté enriquecido con una fuente
alternativa de carbono, como en el caso de la investigacion citada. Las
fermentaciones a pH alcalino: 7.5, 8.0, 8.5y 9.0, por su parte, mostraron una fase
exponencial prolongada, aqui, se obtuvo el registro maximo de biomasa (pH 8.0).
La fase estacionaria, mas corta que el resto de las fermentaciones, comenzo entre
las 168 y 180 h. Los valores de pH 6ptimos registrados para el crecimiento de F.
culmorum coinciden a valores inferiores a 7.0, sin embargo, Frans et al. (2017)
reconocen gque algunas cepas de Fusarium no se ven afectadas en el crecimiento,
a pH alcalino.

En general, la actividad y el rendimiento enzimético en las fermentaciones pH &acido
(5.5, 6.0 y 6.5) y a 7.5, mostraron una tendencia ascendente hacia el final de la
fermentacién. A pH 7.0, 8.0, 8.5y 9.0, por otro lado, se observé un aumento en las
primeras horas, llegando a un punto maximo a partir del cual disminuyen los valores
de actividad. Se considera que la produccion de biomasa, dependio totalmente de
la actividad enzimatica de F. culmorum. Las isoformas; moléculas que, aunque
difieren en propiedades como el peso molecular, cumplen con la funcionalidad de
una esterasa, son visibles a través de los zimogramas. En ellos, se puede observar
la presencia de una isoforma que se mantuvo constante en todas las
fermentaciones, con un peso aproximado de 50 kDa (Tabla 2). Luo et al. (2012)
reporta la presencia de una esterasa de 47 kDa aproximadamente durante la
degradacion de dimetil tereftalato a través de Fusarium sp. Ferrer-Parra et al.
(2018), al caracterizar las esterasas obtenidas de F. culmorum en altas
concentraciones de DEHF, hace mencion de una esterasa del mismo peso
molecular aproximado. En ambas investigaciones se relaciona a esta enzima con la
degradacion de ftalatos. Asi mismo, se obtuvo una mayor cantidad de isoformas a
pH 5.5y 6.5; si se considera que ellas son indicadores de actividad enzimatica, se
podria justificar la elevada produccion de biomasa obtenida en ambas
fermentaciones. Estos resultados coinciden con los datos graficados en las Figuras
8, 9, 18y 19 que corresponden a la actividad enzimatica y a la produccion de enzima
por unidad de biomasa de las fermentaciones llevadas a cabo a pH 5.5y 6.5, las
cuales muestran graficamente una superioridad respecto al resto de las
fermentaciones. Asi mismo, a 5.5 y 6.5 se obtuvieron los valores maximos de
enzima (Emax), de rendimiento tedrico de la enzima respecto a la biomasa (Ye/x), de



Tabla 2. Isoformas de las enzimas presentadas en cada una de las fermentaciones.

kDa

pH
55
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9

X X X X X5

X X X%

X X X9

X X X X X XX XZ

X X X X

productividad maxima de actividad de enzimas (Pro) y de tasa especifica de
formacién de enzima (gp). En todos los casos, el andlisis estadistico ANOVA
muestra, con un 95% de confianza, que son estadisticamente semejantes entre si
y significativamente distintos al resto de las fermentaciones (Tabla 1). Estos
resultados confirman los obtenidos por Colla et al., (2015) quienes determinaron
que existe una mayor estabilidad de enzimas, que se traduce en una Optima
actividad, en fermentacion liquida a pH &cido .De la misma manera, las
fermentaciones con los valores minimos de actividad enzimatica en U/L asi como
de rendimiento enzimatico (Yex) (Figuras 23, 24, 38, 39, 43 y 44) coinciden con las
fermentaciones donde se expreso la minima cantidad de isoenzimas, siendo éstas
las que se llevaron a cabo a pH 7.0, 8.5y 9.0. La fermentacién a pH 7.0 presento
ademas los valores minimos de Emax Y Qp, ¥ @ pH 9.0 se registr6 el valor minimo de
Pro. Se debe destacar que en la fermentacion a pH 8.0 el rendimiento obtenido fue
superior a todas las fermentaciones, aunque solo dentro de las primeras 100 h
(Figura 34), la importancia de este dato radica en la investigacion llevada a cabo por
Ahuactzin-Pérez et al., (2016), donde lograron cuantificar la cantidad de DEHF
consumida por F. culmorum y encontraron que dentro de las primeras 60 h F.
culmorum hubo consumido el 95% del plastificante. Por otra parte Luo et al., (2015)
determinaron a través de fermentacion liquida que el pH 6ptimo para la produccién
de esterasas de Fusarium sp. en presencia de plastificantes es de 8.0, estas
fermentaciones tenian una duracion de cerca de 60 h. Respecto a la produccion de
biomasa, de manera gréfica se observa en la Figura 32 que en la fermentacién a pH
8.0 se alcanza una Xmax de 1.24 g/L superior al resto de fermentaciones, esta alta
produccion puede ser resultado del alto rendimiento enzimatico durante las primeras
horas de fermentacion referida anteriormente. Si bien la fermentacion a pH 8.0
registro la biomasa maxima no es asi con la tasa de crecimiento especifico (u)
calculada para esta fermentacion en 0.017 h-! la cual resulta inferior a la obtenida a
pH 5.5y 6.5 (0.020 y 0.023 h? respectivamente). Sin embargo, tras el andlisis
estadistico (ANOVA) se puede afirmar con el 95% de confianza que la y obtenida a
pH 5.5, 6.0, 6.5 y 8.0 son significativamente superiores al resto (Tabla 1). Todo lo
anterior refuerza el supuesto de que la actividad enzimatica de F. culmorum



determina su crecimiento cuando el DEHF es la Unica fuente de carbono y que la
actividad enzimatica a su vez esta dada por el pH inicial del medio liquido donde se
lleva a cabo la fermentacion. Por ultimo, los valores pH se mantuvieron constantes
en las fermentaciones a pH inicial de 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0, aquellas donde el pH
inicial es inferior a 7.0 mostraban una tendencia a la neutralidad. Favero y
colaboradores (2013) reportan una estabilidad enzimatica de esterasas a pH
alcalino lo que podria influir en un efecto amortiguador que impide el cambio elevado
de pH en valores superiores a 7.0.



10. CONCLUSIONES

El pH inicial del medio influye aumentando la velocidad de crecimiento y actividad
enzimatica a valores de pH inferiores a 7.0, siendo los valores alcalinos
convenientes en la produccién de biomasa, pero los menos favorecedores en la
velocidad de crecimiento y actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de
DEHF en fermentacién liquida.

Se presenté un maximo en la produccion de biomasa a pH 6.5, 8.0, 8.5y 9.0. Sin
embargo, la velocidad especifica de crecimiento es significativamente superior a pH
5.5, 6.0, 6.5y 8.0. De tal forma que los valores alcalinos optimizaron el crecimiento,
y los valores acidos, la velocidad de produccion de biomasa de F. culmorum en
presencia de DEHF en fermentacion liquida.

Se cuantific6 un maximo de actividad enzimética a pH 5.5 y 6.5. Con ello, se
obtuvieron los parametros cinéticos de actividad de esterasas, los cuales también
presentaron superioridad a pH 5.5y 6.5. Con lo que se concluye que a estos valores
de pH se obtiene la 6ptima actividad enzimatica de F. culmorum en presencia de
DEHF en fermentacion liquida.

En el andlisis zimografico se observo la presencia de cuatro isoenzimas a pH 5.5y
6.5, en el resto de las fermentaciones no se alcanzo este niumero de isoformas. Por
tanto, se concluye que el pH inicial de 5.5y 6.5 es Optimo para la expresion de
esterasas de F. culmorum en presencia de DEHF en fermentacion liquida.

El analisis estadistico divide los datos en grupos de pH a los que se favorece, el
crecimiento por un lado, y la actividad enzimatica por otro. Sin embargo, el valor de
pH que se encuentra en cada uno de los grupos favorecidos, es 6.5.

El pH oOptimo para el crecimiento y actividad enziméatica de F. culmorum en
presencia de DEHF en fermentacion liquida a temperatura ambiente, es 6.5.
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