UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y AMBIENTE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DE BISFENOL-A
POR Trichoderma harzianum CRECIDO EN
FERMENTACION SUMERGIDA Y EVALUACION DE LOS
INTERMEDIARIOS DE LA DEGRADACION

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

PRESENTA:
BIOL. BINICIO RAMIREZ MENDOZA

BAJO LA DIRECCION DE:
DRA. MIRIAM AHUACTZIN PEREZ

DRA. LIBERTAD JUAREZ SANTACRUZ

TUTORAS:
M. en C.A. GEORGINA PEREZ MONTIEL
M en C. MADAI ROMERO MUNOZ

Ixtacuixtla, Tlaxcala. Enero de 2020

aciON €n g,
20% Gen,
4 %
8 S

\b &

v g 4
o e - 3
S g
c m
3 =

A




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y AMBIENTE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DE BISFENOL-A
POR Trichoderma harzianum CRECIDO EN
FERMENTACION SUMERGIDA Y EVALUACION DE LOS
INTERMEDIARIOS DE LA DEGRADACION

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

PRESENTA:
BIOL. BINICIO RAMIREZ MENDOZA

BAJO LA DIRECCION DE:
DRA. MIRIAM AHUACTZIN PEREZ

DRA. LIBERTAD JUAREZ SANTACRUZ
TUTORAS:
M. en C.A. GEORGINA PEREZ MONTIEL

M en C. MADAI ROMERO MUNOZ

Ixtacuixtla, Tlaxcala. Enero de 2020




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA Codigo:  505-RGE-04

CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y AMBIENTE .. Febrero
icacion: 2019
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE e

9001:2015 03
AUTORIZACION DE IMPRESION .

BIOL. BINICIO RAMIREZ MENDOZA
CANDIDATO A MCSA
PRESENTE

En cumplimiento al articulo 52 fraccion “d” del Reglamento General de Evaluacion Académica, el comité
de titulacion ha revisado el trabajo de investigacion titulado: “Estudio de la biodegradacién de Bisfenol-A
por Trichoderma harzianum crecido en fermentacion sumergida y la evaluacién de los intermediarios de
la degradacién’, realizado bajo la direccion de la Dra. Libertad Juérez Santacruz y la Dra. Miriam
Ahuactzin Pérez. No habiendo encontrado objecién alguna, se autoriza su impresion:

Dr. Héctor Santos Luna Zendejas /\
M en C. A. Georgina Pérez Montiel v/ d./,/ | )

Dr. César Augusto Barrales Cortés

Dra. Miriam Ahuactzin Pérez A2\

Dra. Libertad Juarez Santacruz

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

“POR LA CULTURA A LA JUSTICIA SOCIAL”
Ixtacuixtla, Tlax., 13 de enero de 2020. i

DRA. EDELMIRA
COORDINADORA GENE

EN GENETICA Y AMBIENTE

c.c.p. Expediente

f zm;% Documento exclusivo para uso de la dependencia responsable o autoridad correspondiente



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autonoma de Tlaxcala, al personal de Cientifico,
Académico y Técnico del Centro de investigacion en Genética y
Ambiente, por haber contribuido a mi formacién académica,

profesional y personal, gracias por todo el apoyo y respaldo.
Al CONACYT por la beca nimero 631497.

Al Laboratorio de Biologia Experimental, UATX. Por
proporcionarme las facilidades, reactivos, equipos e instalaciones
para la realizacion de todos experimentos de indole Biotecnoldgico

en este proyecto.

A la Dra. Miriam Ahuactzin Pérez y Dra. Libertad Juarez
Santacruz, por dirigirme en este trabajo de tesis, asi como la
confianza, oportunidad y responsabilidad brindada en la realizacion
este proyecto, agradezco mucho que me permitieran ser parte de sus
respectivos equipos de trabajo, asi como de consejos y llamados de
atencion. Estoy sumamente feliz de haberlas conocido y en verdad fue

un verdadero placer trabajar hombro a hombro.

A las M. en C. A. Georgina Pérez Montiel y C. Dra. Madai
Romero Muiioz, por su importante asesoramiento y constantes
observaciones respecto a redaccion y estructura del escrito, asi como

de las sugerencias de modificaciones del proyecto. Gracias por tanta



paciencia, respeto y profesionalismo. He entendido que para todas las
cosas Y actividades hay tiempos y formas, iMUCHAS GRACIAS!

Al Dr. César Augusto Barrales Cortez de la Universidad
IBEROAMERICANA Puebla, por el asesoramiento respecto a la

metodologia empleada durante el analisis de muestras por GC-MS.

Al Lic. Alberto Ortiz Pérez por el asesoramiento, revision,
correccion de abstracs y asi como su contribucion en la revision y

traduccion del articulo de maestria.



DEDICATORIA y AGRADECIMIENTOS ESPECIALES

A mi madre hermosa, la Sra. Alicia Araceli Mendoza Bengochea,
con todo respeto, amor y esfuerzo te dedico este proyecto que me ha
Ilevado a la obtencidn del grado académico, muchas muchas gracias
por creer tanto en mi (tu Xhunco), por apoyarme en cada una de las
etapas academicas, profesionales y sobre todo personales. Gracias por
ensefiarme a siempre ser agradecido con las personas que creen y
confian en mi. jEres la mejor, Tia Mari! (Y que bueno que me dejaste

venir a Tlaxcala).

A mi padre, el Sr. Angel Ramirez Zabaleta y mis hermanos,
Roberto Campos Mendoza y Angel Ramirez Mendoza (Angelito
de mi corazdn) ustedes también forman parte de este equipo, se pasan
de buenos, amables y respetuosos conmigo. jGRACIAS POR
TANTO AMOR Y APOYO CONSTANTE!

A mis padrinos de mi corazén, el Q.l. Alberto de Jesus Ortiz
Zamoray la Mtra. Georgina Pérez Montiel, no tengo palabras para
describir todo lo feliz que soy y estoy por tenerlos en mi vida, gracias
por tanto, hemos compartido momentos muy gratos y otros que no lo
han sido tanto, pero siempre hemos estado los tres apoyandonos,
padrino Alberto, gracias por ser un maravilloso amigo y abrirme las
puertas de su casa, familia y corazén. Madrina Geo usted ha sido y
serd siempre la mejor consejera, gracias por tener en cada situacion

las palabras adecuadas en el momento preciso, usted es una amiga



increible y todo el tiempo me dio tanta paz, seguridad y sobre todo
amor. Por esto y muchas otras cosas, con toda humidad y carifio

también les dedico este trabajo. Y aqui estamos “Muy a la orden”.

A es0s seres que comenzaron con mi esclavitud (no es cierto jaja), a
mis primeros mentores, MIRIAM Y JOSE LUIS (el famosisimo
wichin Torres Garcia alias “oh shit, give me a break™), los quiero
mucho, son la mejor dupla en la investigacion y he aprendido tanto de
ustedes y aprovecho para disculparme por ser ese alumno molesto y

griton que tuvieron que soportar jajajaja. jLos quiero!
A mis hermanos espirituales:

Beto, gracias por todo el apoyo, ti has contribuido también en
este proyecto, gracias por todo el carifio, confianza y respeto que

me has brindado.

Itzel, comparti tanto contigo, y el estar contigo es sinénimo de
siempre es estar en movimiento y “a las vivas”, gracias por
dejarme entrar en tu mente y corazdn, por compartirme tu
maravilloso grupo de amigos, por quererme tanto y a pesar de
haber vivido momentos dificiles no hemos dejado de apoyarnos,
eres un ser maravilloso, un poco téxica, pero maravillosa al fin!

Te quiero tanto Carabias.

ROBERTO, DARA, MARTIN y GABI, ocupan un lugar muy

bonito en mi corazo6n, jLos amo!



A mi amigo y entrenador de voleibol Lic. Luis Carlos Rosete, eres

un amigo extraordinario, gracias por tanta confianza y carifio.

A mis amigos Josafath y Antonio, por tanto carifio. Josa, gracias
amigo por siempre motivarme a ser mejor y a creer en mi. Tofito de
mi corazon gracias por siempre apoyarme y protegerme tanto, he

aprendido tanto de ti, mi estimado Bidlogo de closet, los amo.

A mis comparferas de la maestria: Consuelo (comadrita de mi

corazon), Virita, Mari (vamonos a los cocos), Ari, Bel, Bere y Magda.

oy a extrafar tanto la hora del cafecito: Dra. Edelmira, Dr. Héctor,
Dra. Areli, Conta. Arsi y mi Dra. Corazon: Libertad, fue una
gozadera compartir cada conversacion con ustedes. En verdad son un
maravilloso grupo de trabajo y gracias por amar tanto lo que haceny

mejor aun, por hacerlo muy bien, Gracias.

A mis amigos y colegas: Roberto C., Karlita y Omar, los quiero

mucho.

A los integrantes del Laboratorio de Biologia Experimental, muchas

gracias por todo el apoyo y tanta paciencia.

Gabita, Isa, Geo, Marcia y Brix, son increibles, los quiero y admiro

muchisimo.

A Ma. Del Pilar Carro Abdala, gracias por todo el tiempo y carifio

que me has dando, te quiero mucho mi Pili hermosa.






INDICE

| INDICE DE FIGURAS ..ottt e et enaeeteaneeeeeanens 1
1. INDICE DE TABLAS ... .ottt ee ettt et eeae et eeteete et e saeeaesaenae e 3
L S U 5
Y N = 3 I 7
1. INTRODUGCCION.......cooiuiieeceeeeeeee ettt ettt ettt et e et e eae e eaeeaeeeeeeeeee s 9

1.1 Contaminantes eMErgeNteS .......cuuuuiiiiiieeeieeeeiiiise e e e e e e ee e e e e e eeeennns 10
O I I 13 1T Yo ] NP 11
1.1.2 Efectos tOxicos del BiSfenol A ... 12

1.2 FErmentacCion ...ccoooooe e 13
1.2.1 Fermentacion sumergida (FS)......cccouuiiiiiiiaiiiiiiiiiiecee e 14

1.2.2 Diferencias entre fermentacion sumergida (FS) y en estado soélido
(L) T 14

1.3 HONQGOS filamentoS0S .....cooeveieeeeeeeeeeeee 15
1.3.1 Género TriChOderma........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 16
1.3.2 Ciclo de vida de Trichoderma harzianum (Rifai) ........ccccccvvvviiiiiiiiiinnnnnn. 18
1.3.3 Sistema enzimatico de NONQOS ........uuiiiiiiiiiiiii e 19

LA ENZIMAS oo 20
O I =t AT g = Eo R = (o= LT T 20
1.4.2 Propiedades bioquimicas de las lacasas........ccccccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiniee e 24
1.4.3 Mecanismo catalitico de las 1acasas .......ccccccvvveveeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 25
2. ANTECEDENTES ... oo 27
3. JUSTIFICACION ..ottt ettt sttt 31
@ ] = N 1 AV 1 P 33

R =T 1T - | PSP 34

4.2 ESPECITICOS .ot 34
B HIPOTESIS ..ttt sttt e ettt n s 35
6. METODOLOGIA ..ottt eae s 37

6.1 Microorganismo de eStUdIO ......cooevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 38

6.2 Desarrollo de la fermentacion .........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 38
6.2.1 Medio de cultivo liguido para los diferentes tratamientos .................... 38

6.2.2 Esterilizacion e inocuidad de medio de cultivo empleado en la
fermentacion SUMEIrQIda......ccoooeeeeiiiiiiice e e 38

6.2.3 Siembra de in6culos de T. harzianum y desarrollo de la fermentacion
YU L 4 [=T o T o = USSP 39



9. CONCLUSION
10. REFERENCIAS

6.4. Evaluacion de la velocidad especifica de crecimiento..................... 40

6.5. Perfiles de PH ... 41

6.6 Determinacion del consumo glucosa como fuente de carbono
ASIMIADIE ... ———— 41

6.7 Cuantificacién de la actividad enzimética extracelular ..................... 41
6.7.1 Actividad enzimatica de lacasas.........ccccccceeeeeee e
6.7.2 ParAmetros CinétiCos enNzZiMatiCOS.........cuvvviiiiieeeeeeeeiecee e

6.8. Anédlisis de los subproductos de degradacién de BFA en el ECE por
Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-

Y 42
6.8.1 Preparacion de 1as MUESTIIAS .......oocuvviiiiiiiieee e
6.8.2 Analisis de los sobrenadantes en GC-MS............c.cccevvviiiiiiiiiiininninnnnnnnn.

6.9 ANAliSisS €StadiStiCO ...ccvvvviiiiiiiiiiiceeeeeeeeee e 43
CRESULT AD S ..o
7.1. Parametros cinéticos evaluados durante el crecimiento de T.

harzianuUm N FS ... 45

7.2 Consumo de glucosa por T. harzianum en FS.........ccccccoviiiiiieeeeinennn, 47
7.3 Analisis de los cambios de pH durante la fermentacion de cada
L= 1= 10 0 11=] 01 o S 49
7.4 Actividad extracelular de lacasas producidas por T. harzianum con
diferentes tratamientos de BFA en fermentacion sumergida............. 49
7.5. Parametros cinéticos de produccién de lacasas de T. harzianum en
los diferentes tratamientos en fermentacion sumergida ................... 52
7.6. Identificacion por GC-MS de intermediarios de ladegradacion de BFA
por T. harzianum en fermentacién sumergida ..........ccccccceeeeeieeeeennennn, 53
CDISCUSION ..ottt ettt sttt re st anis

8.1 Efecto del BFA en el crecimiento de T. harzianum .........cccccevvvvveennnn. 58
8.2 Efecto del BFA en la produccidn y actividad enzimatica de lacasas 59
8.3 Efecto del pH en la produccion y actividad enzimética..................... 60
8.4 Degradacion de BFA ... e 61



|. INDICE DE FIGURAS

1



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Estructura quimica del BiSfenol A...........ooiieiiiiiie e 11
Clasificacion taxonomica del género Trichoderma. ..............ccevvvvvivnnnnnn. 17
Trichoderma harzianum crecido sobre agar de papa y dextrosa (PDA). 19

Figura 4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lacasas (modificada de Mate y Alcalde,

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

20L6). .ottt ettt ettt ettt ettt ettt 23
Matraces Elermeyer de 125 mL con 50 mL de medio GYE para
fermentacion SUMErgida. ............ccoiiiieeiiiiiiicce e 39
Produccion de biomasa de T. harzianum en 0 mg/L de BFA (Testigo)

(@), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA (@) en FS. ....ccccccceeunee... 46
Consumo de glucosa por T. harzianum crecido en 0 mg/L de BFA
(Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA..............ccuu..... 48
. Perfiles de pH de los cultivos de T. harzianum crecido en 0 mg/L de

BFA (Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA (@) en FS.50
Actividad de enzimas lacasas producidas por T. harzianum crecido en 0
mg/L de BFA (Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA (@)

BN S, e e 51



Il. INDICE DE TABLAS

3



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Componentes del medio de cultivo de glucosa y extracto de levadura

(€123 LT 38

Parametros cinéticos de crecimiento de T. harzianum crecido sobre BFA

Parametros cinéticos de producciéon de enzimas lacasas de T. harzianum
crecido en diferentes tratamientos de BFA en fermentacion sumergida.52
Listado de los subproductos de la degradacién de BFA por T. harzianum

en fermentacion sumergida analizados en GC-MS.jError! Marcador no

definido.



1. RESUMEN

5



El Bisfenol A (BFA) o 2,2-bis (4 -hidroxifenil) propano, es un monémero constituido
quimicamente de dos anillos fendlicos unidos a través de un puente de carbono, es
utilizado en la industria plastica como elemento y/o componente destinado a la
fabricacion de productos de policarbonato y resinas epoxicas (envases para
alimentos y bebidas, vajillas, papel térmico y alimentos enlatados). El BFA ha sido
identificado como un producto quimico altamente toxico y es declarado un problema
social, ambiental y global. El objetivo de este estudio fue evaluar la degradacion de
diferentes concentraciones de BFA por T. harzianum crecido en un sistema de
fermentacidén sumergida para ser empleado como estrategia de biorremediacion de
matrices ambientales. Asimismo, se estimd la velocidad especifica de crecimiento
(W), biomasa maxima (Xmax), pH, consumo de glucosa y productividad y actividad
de enzimas lacasas de T. harzianum en concentraciones de 50 y 100 mg/L de BFA.
En ambos tratamientos, T. harzianum presentdé una velocidad especifica de
crecimiento similar (0.05 y 0.06 h! respectivamente). En el medio con 100 mg/L de
BFA se cuantifico la mayor produccion de biomasa. Con respecto a la actividad
enzimatica, la mayor productividad y actividad de las lacasas se present6é en el
tratamiento con 50 mg/L. En el tratamiento con 50 mg/L de BFA se identificaron 34
diferentes compuestos productos del desarrollo de T. harzianum, ademas con base
en los datos del tiempo de consumo de la fuente inicial de carbono, se sugiere que
este hongo utiliza al BFA como una fuente secundaria de carbono y energia,

degradandolo a compuestos menos toxicos.
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Bisphenol A (BPA) or 2,2-bis (4-hydroxyphenyl) propane, is a chemically constituted
monomer of two phenolic rings joined through a carbon bridge, is used in the plastics
industry as an element and / or component intended to the manufacture of
polycarbonate products and epoxy resins (food and beverage containers, dishes,
thermal paper and canned food). The BPA has been identified as a highly toxic
chemical and is declared a social, environmental and global problem. The objective
of this study was to evaluate the degradation of different concentrations of BPA by
T. harzianum grown in a submerged fermentation system to be used as a
bioremediation strategy for environmental matrices. Likewise, the specific growth
rate (M), maximum biomass (Xmax), pH, glucose consumption and productivity and
activity of laccases enzymes of T. harzianum in concentrations of 50 and 100 mg/L
of BPA were estimated. In both treatments with BPA, T. harzianum showed a similar
specific growth rate (0.05 and 0.06 h-! respectively). In the medium with 100 mg/L of
BPA the highest biomass production was quantified. With respect to the enzymatic
activity, the higher productivity and activity of the laccases was presented in the
treatment with 50 mg/L with respect to the treatment with 100 mg/L of BPA. In the
treatment with 50 mg/L of BPA, 34 different compounds derived from the
development of T. harzianum were registered, and also based on data on the
consumption time of the initial carbon source, it is suggested that T. harzianum uses
BPA as a secondary source of carbon and energy, degrading it to less toxic

compounds.



1. INTRODUCCION

9



1.1 Contaminantes emergentes

El término de contaminantes emergentes (CE) generalmente se utiliza para
referirse a compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en
el ambiente no se considera significativa en términos de distribucién y/o
concentracion, por lo que pasan inadvertidos; no obstante, actualmente estan
siendo ampliamente detectados y tienen el potencial de generar un impacto
ecologico, asi como efectos adversos a la salud. La caracteristica de estos grupos
de contaminantes es que no necesariamente deben ser recalcitrantes en el medio
para causar efectos negativos, puesto que sus altas tasas de transformacion y/o
remocion se pueden compensar por su introduccién continua en el ambiente
(Barcel6 et al., 2007; Stuart et al., 2012). Se ha establecido que estos compuestos
entran en el ambiente a través de diferentes fuentes y vias, tales como aguas
residuales de tipo domeéstico e industrial, residuos de plantas de tratamiento, de
efluentes hospitalarios, de las actividades agricolas, ganaderas y de los tanques
sépticos, los cuales contienen una gran variedad de componentes organicos
especificos y CE que se generan en diferentes concentraciones en las aguas
superficiales, cuyos criterios de calidad ambiental ain no se han especificado
(Eggen et al., 2010), asimismo, las plantas de tratamiento convencionales de aguas
residuales no estan disefiadas para eliminarlos; motivo de preocupacion cientifica
y para las entidades ambientales reguladoras. Los CE comprenden una amplia
gama de compuestos quimicos como los productos farmacéuticos, de cuidado
personal, agentes tensoactivos, plastificantes y aditivos industriales, que no estan
incluidos en el monitoreo actual de programas de tratamiento de aguas; también
incluyen la sintesis de nuevos compuestos quimicos o cambios en el uso y
disposicion de los productos quimicos ya existentes, de los cuales hay una limitada
informacion disponible sobre el efecto que pueden causar en la salud humana y en
la ecologia (Murray et al., 2010). Por estas razones, la mayoria de las nuevas
investigaciones han centrado sus estudios en la aparicion de estos contaminantes
organicos en aguas superficiales, como las utilizadas en actividades domésticas,
gue luego reciben tratamiento quimico; en aguas de arroyos; aguas residuales con

tratamiento biologico, y en agua potable, entre otras, ya que estas son mas
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susceptibles de contener concentraciones mayores de CE que las aguas
subterrdneas (Stuart et al, 2012).

1.1.1 Bisfenol-A

El bisfenol-A (BFA) o 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, es un compuesto organico
formado por dos moléculas de fenol unidas por un puente metilo y 2 grupos metilo,
fue descubierto en 1891 por el quimico ruso Alexander Pavlovich Dianin, su uso
comercial comenzd en 1957; sintetizado a partir de la condensacion de 2 moléculas
de fenol con 1 de acetona en presencia de un catalizador (una resina de intercambio
i6nico fuertemente acida). La estructura molecular estd formada por 1 a&tomo de
carbono tetraédrico central con 2 grupos metilo y 2 grupos fenol (Figura 1), presenta
una solubilidad en agua de 120-300 mg/L a temperatura ambiente (EPA, 2014), se
disocia en matrices alcalinas (pKa 10.29 + 0.69) y presenta un coeficiente de

particion octanol/agua Kow= 3.64 + 0.32, (Corrales et al., 2015).

CH3

HO C OH
CH3

Figura 1. Estructura quimica del Bisfenol A

Este compuesto se utiliza como intermediario (aglutinante, plastificante y
endurecedor) en plasticos, pinturas/lacas, materiales aglomerantes y materiales de

relleno, asi como aditivo para la eliminacion del exceso de acido clorhidrico durante
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la fabricacion del cloruro de polivinilo (PVC), en retardantes de llama, liquidos de
frenos y papeles térmicos. Alrededor del 95% del BFA producido en la industria se
emplea en la fabricacion de resinas de policarbonato (71%) y resinas epoxi (29%)
(Rikz, 2001; Huang et al., 2011).

Se estima que las matrices ambientales con mayor acumulacion de BFA son
principalmente aquellas asociadas con el agua y sélidos suspendidos (53%), el
suelo (25%) o los sedimentos (23%) (Sangai et al, 2016). Es recurrente que el
Bisfenol-A se lixivie durante la fabricacion, transporte y procesamiento de productos
quimicos, ademas durante las emisiones posteriores al consumo a través de la
descarga de las plantas municipales de tratamiento de aguas residuales a
diferentes efluentes; la lixiviacion de vertederos, la combustion de desechos
domésticos y la descomposicion natural de los plasticos en el ambiente (Sangai et
al., 2016).

1.1.2 Efectos téxicos del Bisfenol A

La exposicion de los organismos al BFA se presenta a través de diferentes
maneras, es decir, cuenta con diferentes vias de exposicion: oral, inhalatoria y
cutdnea. Las fuentes mas importantes de exposicion al BFA son a través de: la
dieta, agua, polvo, al contacto con papel térmico, materiales dentales y dispositivos
0 aparatos utilizados en medicina (Geens et al., 2012). Debido a la presencia en el
ambiente del BFA, la poblacion se encuentra expuesta a este de manera crénica

y/o en las etapas mas sensibles de la vida (Flint et al., 2012).

El BFA forma parte de un grupo de compuestos denominados disruptores
endocrinos (DE) los cuales son consideradas sustancias exdgenas al organismo
gue se encuentran en el ambiente, en los alimentos y productos destinados a los
consumidores, que interfieren con la biosintesis de hormonas, en el metabolismo y
acciones resultantes de este, provocando una alteracion en la homeostasia normal

del individuo expuesto o en la de sus descendientes (Diamanti-Kandarakis et al.,
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2009). Se ha demostrado que el BPA tiene afinidad por los receptores de los
estrogenos y, por tanto, posee la capacidad de producir efectos estrogénicos. Es
importante destacar que los efectos mas graves de los DE, y por tanto del BFA, se
han visto en hijos de madres expuestas durante el embrazo y lactancia, por ello
muchos estudios se centran en la evaluacion de la exposicion prenatal y los efectos

adversos en niflos (Braun et al., 2011).

Los DE siguen un comportamiento particular en sus curvas dosis-efecto, es decir,
el efecto maximo se produce a dosis bajas; por lo que es de interés, evaluar y
analizarlos a concentraciones muy bajas (Vandenberg et al., 2012).

1.2 Fermentacion

Desde el punto de vista biotecnoldgico, la fermentacion se define como el proceso
por el cual los microorganismos producen biomasa y metabolitos a partir de la
descomposicion de sustancias organicas, dicho proceso puede darse en ausencia
0 presencia de oxigeno (Hernandez, 2003). Desde el enfoque bioquimico, la
fermentacion es definida como un conjunto de reacciones catabdlicas que producen
adenosin trifosfato (ATP), en las cuales los compuestos organicos sirven tanto de
donadores primarios como de aceptores finales de electrones, produciendo el ATP
por fosforilacion a nivel sustrato (Madigan et al., 1998). Se trata de un proceso
intracelular, catabdlico de oxidaciéon incompleta, siendo el producto final un
compuesto organico (Hesseltine, 1998). Desde el punto de vista microbiolégico, la
fermentacién es un proceso que degrada moléculas complejas para transformarlas
en otras mas simples en el que los microorganismos producen metabolitos y/o
biomasa, a partir de la utilizacion de sustancias organicas. En general la
descomposicion de los sustratos se lleva a cabo por enzimas producidas por los
microorganismos implicados en los procesos fermentativos, los cuales pueden
obtener su energia y su fuente de carbono por la degradacién de los compuestos

organicos (Suarez y Nieto, 2013).
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Las fermentaciones pueden clasificarse como naturales o artificiales, segin haya o
no intervencion del hombre, por el tipo de producto que se desea obtener, por la
presencia o0 ausencia de oxigeno, ademas segun el estado del sustrato. Se
clasifican en fermentacion sumergida (FS) y fermentaciones en estado sélido (FES)
(Hernandez, 2003; Suarez y Nieto, 2013).

1.2.1 Fermentacion sumergida (FS)

Es aquel sistema de cultivo en el cual hay por lo menos la misma concentracion de
agua y de nutrimentos implicados en el proceso, es decir, que hay una solucién
homogénea de estos, lo cual implica que el microorganismo de estudio crecera en
un medio completamente acuoso y en el caso de los hongos miceliales, estos
pueden formar pequefas esferas de micelio denominadas “pellets” cuando hay
agitacion, de otra forma, crecen en la superficie. Este es el tipo de fermentacién
mas utilizado en la industria debido a que es sencillo, pueden controlarse muchas
mas variables que en la FES vy el producto final es mucho mas facil de recuperar
(Chen y Seviour, 2007). La FS a su vez puede dividirse en continua, por lote y
alimentada, segun la entrada y salida tanto del sustrato como del producto,
respectivamente. El desarrollo de los microorganismos se presenta de una forma
tipica, dando origen a una fase de latencia, otra de crecimiento (fase logaritmica),

una estacionaria y, finalmente llegar a la de muerte. (Suérez y Nieto, 2013).

1.2.2 Diferencias entre fermentacion sumergida (FS) y en estado soélido (FES)
La principal diferencia con la FES radica en que el crecimiento de los
microorganismos se efectua en un sustrato soélido con una limitada concentracion
de agua, pero con la suficiente para soportar el crecimiento y metabolismo del
microorganismo (Fazenda et al., 2008). Este tipo de fermentacién presenta
problemas como la baja transferencia de Oz y CO2, remocion de calor y la
contaminacion bacteriana o por hongos levaduriformes, ademas, es un proceso

lento debido precisamente a su baja actividad de agua, convirtiendose en un
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proceso dificil de monitorizar, controlar y escalar, dificultando su implementacién en
la industria a pesar de que la mayoria de ella, en especial la farmacéutica, la utiliza.
Ante esto la FS se ha convertido en el mejor método para aplicacion industrial por
el facil control de la transferencia de O2. Ademas, la homogeneidad del cultivo es
muy superior, facilitando y optimizando la repetitividad y monitoreo del proceso
dependiendo de la cepa y metabolitos de interés (Suarez y Nieto, 2013).

1.3 Hongos filamentosos

Los hongos tienen un gran impacto en la vida diaria, se utilizan en biotecnologia
para obtener diversos productos para la humanidad, desempefian un papel
importante en los ecosistemas, proporcionando un equilibrio saludable. Los hongos
filamentosos son un grupo diverso que usualmente se conoce con el nombre de
“mohos”, es comun observarlos en alimentos en descomposicién y sobre detritos,
forman una estructura en forma de agregado de hifas las cuales se organizan para
dar soporte a los procesos de produccion y diseminacion de esporas (Kavanagh,
2005), juegan un papel importante en la biosfera como descomponedores de
materia organica, lo que permite el reciclaje de carbono, nitrégeno y fésforo (Adrio
y Demian, 2003). Las hifas, poseen forma de cilindro largo con un apice ligeramente
conico, el término se acufio inicialmente hace unos 2 siglos para describir un "tallo
mas o menos filamentoso, acuoso o fibroso, que se forma por ramificaciones
repetidas”. Los hongos filamentosos estan constituidos por cadenas de hifas
independientes que en conjunto forman una red denominada micelio, éste puede o
no subdividirse en células individuales mediante paredes transversales o septos.
Las hifas de los hongos sin septos son continuas y multinucleadas (Alexander,
1980). La mayoria de las especies de hongos se desarrollan en condiciones
mesofilicas (10-30 °C); requieren de azucares en el medio para su crecimiento,
ademas de condiciones acidas preferentemente a pH de 4 a 6, y atmdésferas
aerdbicas (Walker y White, 2017). Muchas especies de hongos filamentosos se
utilizan en procesos industriales para la produccidon de acidos organicos,

antibioticos, vitaminas y enzimas, para la produccion industrial de metabolitos, la
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cual ha aumentado considerablemente en los ultimos afios (Papagianni et al.,
2001), destacando el potencial de secrecion de enzimas hidroliticas, y su formacion
de hifas con capacidad en matrices sélidas y resistencia a condiciones de alta

presion osmatica y pH (Lynd et al., 2002; Escudero et al., 2013).

Distintos tipos de hongos mesofilos o termafilos pueden producir enzimas celulasas
para la hidrélisis de material lignoceluldsico. Dentro de los diferentes géneros y
especies de hongos productores de celulasas se encuentran Trichoderma,
Phanerochaeta, Sporotrix, Alternaria, Geotrichum, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium, Neurospora crassa, ademas de algunos hongos comestibles
como Lentinula edodes, Volvariella volvacea y Pleurotus sp. (Lynd et al., 2002).
Estos organismos estan ampliamente distribuidos y crecen tipicamente sobre o
dentro de materiales so6lidos como plantas, granos y animales, son eficientes en la
produccion de enzimas utilizadas para la degradacion de los sustratos, que les
sirven como medio de soporte y fuente de alimento para la sobrevivencia (Kazunari
et al, 2011).

Dentro de los hongos filamentos, se incluyen organismos de importancia econémica
ya sea benéfica o no. Los hongos del género Hypocrea se caracteriza por ser un
organismo empleado en el control biolégico, actia sobre hongos patdégenos de
plantas e insectos (Hidalgo, 1989), en el caso de algunas especies del género
Trichoderma, son empleadas en el control de hongos fitopatégenos (Domsch et al.;
1993; Rossman, 1996).

1.3.1 Género Trichoderma

Este género fue descrito por Persoon en 1794, posteriormente Rifai en 1969
describié nueve especies considerando diferencias morfolégicas y fisiol6gicas:
Trichoderma piluliferum Webster & Rifai, Trichoderma polysporum (Link ex Pers)
Rifai, Trichoderma hamatum (Bon) Bain, Trichoderma koningii Rifai, Trichoderma

aureoviride Rifai, Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma longibrachiatum Rifai,
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Trichoderma pseudokoningii Rifai y Trichoderma viride Pers ex S. F. Gray

(Martinez-Infante y Peteira, 2015)

Las especies del género Trichoderma estan representadas por un grupo de hongos
filamentosos de acuerdo con Samuels (2005) y Jaklitsch et al. (2006), la
clasificacion taxon6mica de las especies pertenecientes a este género es la

siguiente:

Reino: Macetea (Fungi)
Division: Eumycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Subdivisién: Ascomycotina

Geénero: Trichoderma e Hypocrea

Figura 2. Clasificacion taxonémica del género Trichoderma (Jaklitsch et al., 2006).

A la fecha se han descrito cerca de 40 taxones, sin embargo, basados en la
morfologia anamorfa del orden de los Hypocreales, el nUmero real podria superar
los 200 taxones. La mayoria de las especies de Trichoderma, se han descrito de

Norteamérica y Europa (Samuels, 1996).

La temperatura Optima de crecimiento en agar y produccion de micelio es de 20 a
28 °C, aunque puede crecer bajo condiciones extremas desde 6 hasta 32 °C. El
contenido minimo de humedad para su crecimiento vegetativo es del 92% y para
su esporulacion es del 93 al 95%. Tiene cierta respuesta a la luz, especialmente a
la azul y violeta, ya que promueve la formacién de esporas, crecimiento micélico y
la coloracién (Hidalgo, 1989; Domsch et al.,, 1993). El micelio es escaso y

velutinoso, la escasa formacion de micelio aéreo hace que la superficie sea

17



levemente hirsuta, con el tiempo el centro de la colonia se torna algodonoso y se
observa la esporulacion en la zona periférica de la colonia en pustulas conidibgenas
de color blanco, que luego se tornan verde grisaceo, el medio se torna a color vino
tinto (Domsch et al., 1993).

1.3.2 Ciclo de vida de Trichoderma harzianum (Rifai)

T. harzianum (Rifai), puede ser encontrado en diferentes tipos de materia organica
y suelos, esta adaptado a diferentes condiciones ambientales, lo que facilita su
amplia distribucién, algunas especies se desarrollan en sitios secos y templados, y
otras en templados y frios. Estos hongos son ampliamente conocidos por su
produccion de toxinas y antibiéticos. Se han identificado diferentes especies y
cepas, en el cultivo de hongos comestibles, algunas son inofensivas y otras muy
dafiinas, por lo que su relacién antagénica con los hongos cultivados todavia no

estd completamente conocida y varia entre especies y cepas (Seaby, 1996).

Las especies de este género normalmente se desarrollan bajo condiciones acidas
(pH 4.5 a 5) con alto contenido de humedad y contenido estable de bioxido de
carbono en la atmésfera. Varios factores genéticos asexuales como la
recombinacién parasexual, mutacion y otros procesos contribuyen a la variacion
entre los ndcleos en un solo organismo (talo). Asi, los hongos son altamente
adaptables y evolucionan rapidamente (Rifai, 1969; Przybylowicz y Donoghue,
1988; Stamets y Chilton, 1983; Vijay y Sohi, 1989; Pandey y Tewari, 1990).

Los hongos de este género tiene la habilidad de producir enzimas que atacan o
inhiben a hongos fitopatdogenos haciéndolos un excelente agente de biocontrol
(Michel-Aceves, 2001), lo cual radica en el hecho de que presenta un amplio
espectro antagonico para muchos fitopatdbgenos como Rhizoctonia, Pythium,
Sclerotium y Phytophthora entre otros, que afectan a diversos cultivos de interés

socioeconémico como maiz, cebolla, tomate, frijol, trigo, etc. (Chet et al., 1998).
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Figura 3. Trichoderma harzianum crecido sobre agar de papa y dextrosa (PDA).

El ciclo de vida de T. harzianum (Rifai), inicia cuando las hifas creceny se ramifican
alcanzado un diametro de entre 5 a 10 y. Presenta esporulacién asexual ocurre al
liberarse las esporas cuando alcanzan un didmetro de 3 a 5 p de diametro. En el
estadio temprano de T. harzianum (Rifai), el color del micelio es blanco y
eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacion (Figura
3). En condiciones in vitro las colonias de T. harzianum (Rifai), crecen y maduran
rapidamente a los cinco dias de incubacion en medio de cultivo agar de dextrosa y
papa (PDA) a 25°C.

1.3.3 Sistema enziméatico de hongos
La ruptura del enlace carbono-carbono es una propiedad que poseen los hongos
para transformar una gran variedad de compuestos organicos, logrando la

conversion de estos a CO2 y H20, lo que ofrece un gran potencial para ser utilizados

19



en procesos de remocion de agentes contaminantes. La capacidad altamente
oxidante de sus enzimas les otorga ser considerados como organismos potenciales
para degradar diferentes compuestos organicos polinucleares, asi como diversos
compuestos xenobidticos. Entre estos contaminantes podemos encontrar
pesticidas, hidrocarburos aromaticos (benzo-pireno, fenantreno y pireno),
compuestos  organicos clorados  (pentaclorofenoles, cloroanilinas vy

bifenilospoliclorados) y azocolorantes (Bezalel et al., 1996).

1.4. Enzimas

Son proteinas especializadas en la catdlisis de las reacciones biolégicas. Se
encuentran entre las mas notables de las biomoléculas conocidas debido a su
extraordinaria especificidad y a su poder catalitico (Lehninger, 1995). Estan
disefiadas para catalizar reacciones quimicas con alta selectividad y eficiencia en
términos de ahorro de energia. A pesar del hecho de que las enzimas tienen una
amplia diversidad de aplicacion, su uso en procesos industriales a gran escala se
ve obstaculizado en muchos casos por su poca o nula estabilidad operativa y baja
resistencia a las condiciones del proceso. En numerosas ramas de la industria se
utilizan procesos enzimaticos, entre otras cosas se debe a que son rapidos, realizan
transformaciones quimicas especificas, ahorran reactivos y energia (Wesenberg et
al., 2003)

1.4.1 Enzimas lacasas

Las lacasas son proteinas N-glicosiladas con un contenido en carbohidratos que
representa entre el 10 y el 45% del peso de la molécula, generalmente,
aparecen en forma monomérica, con una masa molecular entre 36 y 80 kDa,
aunque la mayoria se encuentra entre 50-70 kDa. Presentan un punto
isoeléctrico (pl) entre 2.6 y 4.5, y su maxima actividad varia en un rango de pH,
entre 2.0 y 8.5 (Thurston, 1994; Leonowicz et al., 2001; Saparrat et al., 2002;
Wesenberg et al., 2003).
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Las lacasas (p-difenol: oxigeno oxido reductasa, EC 1.10.3.2) son enzimas de
tipo fenoloxidasas ampliamente distribuidas en plantas, insectos, hongos y
algunas bacterias, con funciones segun el requerimiento de cada organismo
(Ullrich y Hofrichter, 2007). En plantas, intervienen en la sintesis de lignina 'y en
el proceso de respuesta primaria, en hongos producen pigmentacion de
conidios, sintesis de la pared celular y, ademas, son parte fundamental del
proceso de ligninolisis llevado a cabo principalmente por Basidiomycetes de

pudricién blanca (Thurston, 1994).

En general, las reacciones que producen las lacasas es la oxidacion directa de las
unidades de lignina fendlicas, compuestos fendlicos y otros compuestos aromaticos,
con el oxigeno molecular como aceptor de electrones reduciéndose a agua.
Ademas, estas participan en la produccion de especies reactivas de oxigeno como
H202, OH- y O2- (Guillén et al., 2000), asi como en la oxidacién de Mnz+ a Mns+.
Tanto el Mns+ como el radical hidroxilo intervienen en una fase inicial de la
ligninolisis cuando las enzimas no pueden penetrar a través de las paredes celulares
de las plantas (Evans et al., 1994; Joseleau et al., 1994). Ademas, estas enzimas
puede producir demetoxilacion de compuestos producidos en la oxidacion directa
de la lignina por las peroxidasas LiP y MnP (Thurston, 1994; Leonowicz et al., 1999).

Las lacasas se caracterizan por tener una baja especificidad de sustrato, actividad
en funcién de factores como el pH, el grado de aireacién, la agitacion del medio de
cultivo, la fuente de nitrégeno o la presencia de inductores de la actividad. Los
inductores son compuestos que influyen de forma considerable en la actividad de la
enzima e incluso en la expresion de los genes que la codifican. De hecho, se sabe
gue los hongos de la pudricion blanca producen diferentes isoenzimas de la lacasa
de forma constitutiva o por induccion (Bollag et al., 1984; Mufioz et al., 1997a, De la
Rubia et al., 2002).

Se han identificado varios compuestos inductores de diferente naturaleza, como la

2,5-xilidina (Quaratino et al., 2007; Minussi et al. 2007), compuestos fenélicos como
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la vainillina y determinadas fuentes de carbono (Dekker et al., 2007). Ademas, se
ha descrito que pueden inducir la actividad lacasa por el crecimiento conjunto del
organismo de estudio productor de esta actividad con otro tipo de hongo (Zhang et
al., 2006).

Uno de los inductores de la actividad lacasa mas estudiado, es el Cu, microelemento
presente en la estructura de la enzima, capaz de aumentar significativamente los
niveles de la actividad de esta. A nivel genético se ha estudiado el papel del Cu en
la regulacion del gen de lacasa y la expresion de las diferentes isoenzimas (Palmieri
et al., 2000; Quaratino et al., 2008). Hoshida et al. (2005) demostraron que son
necesarios niveles elevados de Cu en el medio para la produccion de lacasa activa
por hospedadores heterdlogos y que es un elemento esencial para el proceso
transcripcional de esta proteina. Sin embargo, el Cu también puede inhibir la
produccion de lacasa por algunos hongos como Panus tigrinus (Quaratino et al.,
2007).

Otro tipo de compuestos influyentes en la actividad catalitica de esta enzima son los
mediadores, para las lacasas, son compuestos de bajo peso molecular que actlan
permitiendo la formacion de interacciones especificas entre lignina y enzimas
ligninoliticas, que de otra manera estan limitadas debido al gran volumen y
complejidad del polimero. Ademas, estos actlan aumentando el bajo potencial
Redox de estas enzimas, que sélo permite que la oxidacion directa por las lacasas
se realice sobre las unidades fendlicas de la lignina, que suponen menos del 10%
del total del polimero (Martinez et al., 2005). Debido a estos mediadores la lacasa,
aumenta de forma considerada su potencial Redox y es capaz de degradar
compuestos no fenolicos e incluso xenobioticos. Estos mediadores pueden ser
compuestos naturales, como acidos organicos o fenoles procedentes de la propia
ligninolisis (Camarero et al.,, 2005), o sintéticos, entre los que destacan los
inductores con el grupo funcional N-OH, utilizados en la degradacién de pulpa de la

industria papelera (Wesenberg et al., 2003).
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Figura 4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lacasas (modificada de Mate y Alcalde, 2016).

La enzima lacasa es la encargada de la catdlisis en reacciones de oxidacion en una
variedad de organismos, pertenecen a un tipo de metaloproteinas denominadas
oxidasas multicobre (Solomon y Lowery, 1993), entre las que se incluyen otras
enzimas como la ascorbato oxidasa de plantas o la ceruloplasmina presente en el
plasma sanguineo de mamiferos (Gray et al., 2000). Las lacasas se encuentran
distribuidas tanto en organismos eucariotas (Dittmer et al., 2004), como en
eubacterias (Martins et al., 2002), actinomicetos e incluso arqueobacterias (Claus,
2003). Presentan diferentes funciones dependiendo del tipo de organismo, en
plantas, por ejemplo, estan implicadas con una respuesta primaria a heridas
(Davies y Ducros, 2001), en los tejidos lefiosos, forman parte del sistema de sintesis
de lignina. Mientras que, en hongos presentan diversas funciones en el caso de

Aspergillus nidulans pose al menos dos lacasas; una de ellas implicada en la
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coloracién verde de los conidios y otra expresada en los extremos de la hifa, con

una posible funcion en la sintesis de la pared celular.

Se ha descrito ademas las lacasas en patogénesis, donde podrian estar
relacionadas con el ataque inicial al hospedador por hongos fitopatdégenos (Lewis y
Yamamoto, 1990). Asi, la inhibicién de la actividad lacasa en el hongo Botrytis
cinerea previene la infeccion en curcubitaceas (Viterbo et al., 1993). Cryptococcus
neoformans es un hongo patégeno de humanos, causante de la criptocociosis,
principal patdgeno oportunista en enfermos inmunodeprimidos, la actividad lacasa
aparece como uno de los principales factores de virulencia (Zhu y Williamson,
2004).

Uno de los campos que mas se ha investigado acerca de la funcion de las lacasas
es la degradacién de lignina y otros compuestos recalcitrantes por basidiomicetos
de pudricién blanca (Saparrat et al., 2002); ademas, éstos presentan mayores
niveles de expresion de lacasas con potenciales de oxidorreduccién mas altos,
caracteristicas muy importantes en el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas.
Las lacasas tienen una implicacion directa en el proceso de degradacion de la
lignina (Claus, 2004), sin embargo su funcién no esta del todo clara, pudiendo
participar a través de la activacion de mediadores de bajo peso molecular
(Srebotnik y Hammel, 2000) o bien, junto con oxidasas productoras de H202, en la
formacién de especies reactivas de oxigeno (RO’s), como el radical hidroxilo, que
actiua como agente oxidante difusible (Guillén et al., 2000). Por otro lado, podrian
ejercer una funcion protectora, facilitando la polimerizacion de RO’s producidas
durante el proceso de degradacion de la lignina y asi proteger al hongo de la accion

de estos radicales (Thurston, 1994).

1.4.2 Propiedades bioquimicas de las lacasas
Las lacasas catalizan la eliminacion de 1 electrén y 1 proton de grupos hidroxilo

fendlicos o de grupos amino aromaticos, para formar radicales fenoxilo y amino,
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respectivamente (Leonowicz et al., 2001). Estas pueden oxidar numerosos
compuestos como p-difenol, aminofenoles, polifenoles, poliaminas, y aril diaminas
(Yaropolov et al., 1994), presentando un potencial de oxidorreduccion que varia
entre 500 y 800 mV (Schneider et al., 1999; Xu et al., 2000; Wesenberg et al., 2003).
Los productos iniciales de oxidacion son bastante inestables, pudiendo generar
reacciones espontaneas de hidratacion y desprotonacion, dando lugar a
compuestos insolubles de tipo melanina (Thurston, 1994) o produciendo radicales
que pueden reaccionar entre si originando dimeros, oligdmeros o polimeros
covalentemente unidos mediante enlaces C-C, C-O y C-N (Claus, 2004). Estas
enzimas también llevan a cabo reacciones de desmetilacion en el polimero de

lignina y sobre acidos metoxifendlicos (Kirk et al., 1992).

Al contrario de otras oxidorreductasas, las lacasas oxidan directamente el Oz a H20
a través de un mecanismo de transferencia de 4 electrones. El amplio espectro de
sustratos susceptibles de ser oxidados por las lacasas provoca que su cinética sea
enorme, aunque solo unos pocos sustratos han sido tomados como modelos de
oxidacion por estas enzimas. Entre estos se encuentran el ABTS (acido 2,2'-azino—
bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico), la siringaldizina (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldehido azina) o el 2,6-dimetoxifenol, que también pueden ser

oxidados por peroxidasas en presencia de H202 (Claus, 2004).

La comparacion del consumo de Oz con la oxidacion del sustrato reductor rinde una
relacion tipica de 4 moléculas de sustrato por molécula de Oz (Davies y Ducros,
2001).

1.4.3 Mecanismo catalitico de las lacasas

Estas glicoproteinas requieren de un oxigeno (O2z) para oxidar fenoles, polifenoles,
aminas aromaticas, sustratos organicos por medio de la substraccién de 1 electron
transformandolo en H202 y radicales activos, se caracterizan por la presencia de

varios atomos de cobre en su estructura, en estado Cuz* de oxidacion. Estos
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atomos de cobre se agrupan en tres tipos diferentes de centros de cobre: tipo 1, 2
y 3. En estas enzimas, los diferentes centros de cobre actian conduciendo
electrones desde un sustrato reductor hasta el oxigeno molecular de una manera
controlada, sin la formacion de intermediarios toxicos (Palmer et al., 2001; Paez,
2012). Esta reaccion tiene lugar a través de 4oxidaciones monoelectrénicas del
sustrato catalizadas en el centro de Cu T1 (o cobre azul), el cual media la
transferencia electronica hasta el centro T2/T3, teniendo lugar la union y reduccion
del oxigeno molecular a agua (McGuirl y Dooley, 1999; Davies y Ducros, 2001).
Este primer paso de reduccion del centro T1 por el sustrato constituye el paso
limitante en el ciclo global de oxidorreduccion de las lacasas, con respecto a la
reduccion del Oz, el centro trindclear T2/T3, reducido completamente, reacciona
con el oxigeno para dar lugar a un peroxido como intermediario, en un paso de
reduccién con 2 electrones, donde el atomo de cobre de tipo 2 y 1 de los atomos
de cobre de tipo 3 se unen mediante un enlace hidroperoxido. Este intermediario
se activa llevando a cabo una reduccion adicional, dando lugar a un intermediario
tipo nativo dénde los 2 4tomos de cobre anteriores estan unidos mediante un
producto tipo oxo o tipo hidroxilo (Solomon et al.,, 2001). La formacién del
intermediario nativo implica la ruptura del enlace O-O de la molécula de dioxigeno
a través de la transferencia de 2 electrones (Palmer et al., 2001). Asi, la reduccién
del oxigeno con 4 electrones tiene lugar a través de 2 pasos de reduccion con 2
electrones cada uno. El dltimo paso, el intermediario nativo se relajaria lentamente

dando lugar a la enzima en estado de reposo (Rodriguez-Sanchez, 2006).
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2. ANTECEDENTES
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Si bien la mayoria de los trabajos de investigacion respecto a la produccién de
enzimas lacasas, usos y modificacion ha sido ampliamente descritas en hongos
ligninoliticos ( Basidiomicetos), caracterizados por mineralizar la lignina basados en
la produccién de radicales libres, principalmente por medio de las enzimas
extracelulares lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa, sin
embargo, otros trabajos proponen que también los hongos filamentosos
(ascomicetos) pueden tener una produccion importante de enzimas ligninoliticas,
especificamente la enzima lacasa. Valdes (2018) evalu6 el indice de potencia (IP)
de enzimas lacasas, en un medio con ABTS empleando diferentes cepas de hongos
basidiomicetos; Ganoderma sp; Trametes sp; Cyathus sp, y hongos filamentosos
como Fusarium sp., Aspergillus sp. y Tricoderma sp, este Ultimo fue utilizado como
control positivo. Los resultados expusieron que Cyathus sp y Ganoderma sp difieren
del resto de las cepas, pero no mostraron diferencias significativas entre ellos (p<
0.0001), seguido de Tricoderma sp a los 10 dias (32.7 x 10 Ul), Cyathus sp a los
7 dias (16.48 x 10* Ul) y Trametes sp a los 7 dias (10.5 x 10* Ul), siendo
Trichoderma sp. el hongo con mayor indice de potencia de actividad enzimatica de

lacasas.

Ravelet et al. (2000) aislaron 41 cepas de hongos de suelos contaminados con
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HAP), cuales fueron expuestos a una
concentracion de 10 mg/L* de las 41 especies aisladas 9 presentaron la capacidad
de degradarlos, ademas de poder utilizarlos como fuente de carbono. Cabe resaltar
que T. harzianum fue capaz de degradar 2.47 mg/L de HPA en 48 h.

Divya et al. (2013) realizaron una purificacion de lacasa extracelular de T.
harzanium Rifai (NFCCI 2745), para generar la oxidacion del papel térmico
catalizada por esta enzima para asi, eliminar la propiedad estrogénica provocada
por el BFA que es utilizado como revelador de color en dicho papel, esta reaccion
catalitica produjo un compuesto soluble en agua y otro insoluble. En este estudio la
enzima lacasa elimino la actividad estrogénica del papel térmico en un 20, 60 y

100% en 1, 2 y 3 h respectivamente, en este analisis se observo una reduccion en
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la concentracién de compuestos fendlicos totales después de la incubacién con

lacasa.

Shin-Ya et al. (2002) evaluaron la efectividad de la enzima lacasa en el proceso de
oxidacion del BFA, transformandolo en isooctano. Presentandose con mayor
efectividad en medios de cultivo a pH=5.

En 2010, Schuster y Schmoll mencionaron que las especies del género
Trichoderma se han considerado como buenos sistemas para la expresion
heter6loga de proteinas debido a que pueden realizar modificaciones
postraduccionales en eucariotas, ya que son productores eficientes de enzimas
extracelulares que degradan una gran variedad de sustratos e incluso compuestos
xenobidticos. Complementando a lo ya descrito Kovacs et al. (2009) en algunas
especies de hongos, como es el caso de Trichoderma reesei, el cual es utilizado
para la produccion industrial de celulasas y hemicelulasas (enzimas utilizadas en el
ablandamiento de la pulpa de papel), ademés, en Trichoderma atroviride se ha
demostrado que es un buen productor de celulasa, asimismo, Cazares-Garcia et
al. (2014) corroboraron lo anteriormente mencionado al realizar el andlisis del
genoma de Trichoderma en donde revelaron que en este género se contienen
varios genes de fenoloxidasa putativos, muchos de los cuales se expresan
intracelularmente dependiendo de la especie, ademas esto puede favorecer su

utilizacion en la degradacion de compuestos fendlicos o aminas arématicas.

Zafra et al. (2014) demostraron el potencial de Trichoderma asperellum, un hongo
aislado de suelos contaminados del estado de Tlaxcala para ser utilizado en
procesos de biorremediacion, este trabajo es el primer informe que describe la
participacion de este hongo filamentoso ya que es capaz de tolerar concentraciones
de hasta 900 mg/L de (HAPS).

Bhosle y Thore (2016) realizaron un estudio en donde expusieron 4 especies de

hongos:Trichoderma viride, T. koningii, Penicillium chrysogenum y Rhizopus
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stolanifer al 2,4-D bajo concentraciones de 300 mg/L, 600 mg/L y 900 mg/L , su
degradacion se evalué midiendo la reduccion de la concentracion de pesticida en
los cultivos con un método de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), los
resultados indicaron que la totalidad de las especies tienen la capacidad de
degradar a este compuesto ademas de utilizarlo como fuente de carbono, en el
caso de Trichoderma viride fue capaz de degradar en un 59.99%, 59.47% y 04.83%

de este compuesto, respectivamente.

Hongyan et al. (2019) realizaron un estudio en el que midieron la interaccion entre
el BFA y la enzima lacasa, producida y obtenida de Trametes versicolor mediante
simulacién de acoplamiento molecular, ademas evaluaron la degradacion catalitica
de BFA utilizando la solucién enzimatica en crudo. Las condiciones 6ptimas de
degradacion se obtuvieron mediante la metodologia de superficie de respuesta
(RSM). Analizando los productos de transformacion después de 3y 6 h de reaccion
mediante cromatografia de gases acoplado a un espectrofotometro de masas (GC-
MS). Los resultados muestran que la reaccion entre lacasa y BFA fue espontanea,
y la tasa de degradacién en 24 h alcanz6 el 88.76%. Los resultados de RSM
mostraron que se alcanzo6 la maxima tasa de degradacion a una concentracion de
5 mg/L de BFA del 97.68% después de 1 h de reaccion a 44.6 °C, con un pH de
5.2. De los productos intermedios generados por la catalisis del BFA a través de la
accion enzimatica de la lacasa, fueron hallados; etilbenceno, p-xileno y
ciclohexanona 1-metil-4-isopropenil-2-ciclohexenol. El andlisis de la degradacion
de BFA por la lacasa cruda de T. versicolor comienza a partir de los atomos de C

entre dos anillos de benceno que conectan BFA.
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3. JUSTIFICACION
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Las especies del género Trichoderma son microorganismos de vida libre, simbiontes
de plantas y ampliamente utilizados como agentes de control biolégico (Harman et
al.,, 2004). Durante la interaccion con las raices de las plantas, confieren
atribuciones benéficas entre las que destaca la promocion del crecimiento y
aumento de la resistencia sistémica, ejerciendo efectos sobre el desarrollo y
productividad de las plantas (Harman, 2006). Durante las primeras etapas de
colonizacion Trichoderma spp. degrada la pared celular de las plantas, constituida
principalmente por celulosa y hemicelulosa y cuya degradacion esta mediada por la
participacion de enzimas hidroliticas, estas logran ser de utilidad para el incremento
en la actividad de xilanasa y celulasa encargadas de degradar celulosa y
hemicelulosa de la biomasa vegetal para la bioproduccion de compuestos de alto
valor agregado (Van et al., 1998; Stricker et al., 2008). El uso de Trichoderma spp.
como agente de control biol6gico, se debe basicamente a su capacidad inductora
de resistencia sistémica en plantas a diferentes patdégenos , mediante mecanismos
que implican la competencia por espacio y nutrimentos, antibiosis y
micoparasitismo, debido a esta caracteristica, las especies de hongos que
pertenecen al género Trichoderma han sido plenamente caracterizadas por tener
aplicacion en el &mbito agricola, principalmente para el control biolégico de otros
organismos patdgenos que atacan a los cultivos. Sin embargo, los estudios sobre
su comportamiento y su efecto en ambientes terrestres y acuaticos contaminados
han sido escasamente estudiados, y dado que T. harzianum es un hongo que
pertenece a este género se requiere conocer su potencial para degradar distintas
concentraciones del plastificante Bisfenol-A y asi, poder ser empleado en la

biorremediacion de sitios contaminados con este xenobibtico.
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4. OBJETIVOS
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4.1 General
Evaluar la degradacion de diferentes concentraciones de BFA por Trichoderma
harzianum crecido en un sistema de fermentacion sumergida e identificar los

productos generados durante este proceso.

4.2 Especificos

e Caracterizar los parametros especificos de crecimiento de T. harzianum
desarrollado bajo diferentes tratamientos con BFA utilizando un sistema de
fermentacién sumergida.

e Cuantificar el efecto con diferentes tratamientos de BFA en la produccion y
parametros enzimaticos de lacasas de T. harzianum crecido en un sistema
de fermentacion sumergida.

e Analizar los intermediarios de la degradacion de BFA por medio

cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS).
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5. HIPOTESIS
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El hongo T. harzianum crecido con distintas concentraciones de BFA empleando
un sistema de fermentacidbn sumergida degradard a este xenobidtico en

subproductos fendlicos de menor toxicidad.
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6. METODOLOGIA
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6.1 Microorganismo de estudio

La cepa utilizada como indculo para la realizacién del trabajo fue T. harzianum
adquirida en el Laboratorio de Algas Continentales, Taxonomia y Ecologia de la
UNAM, su conservacion y propagacion se realizé en medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) a temperatura de 25 °C, en el Laboratorio
de Biologia Experimental de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala.

6.2 Desarrollo de la fermentacion
6.2.1 Medio de cultivo liquido para los diferentes tratamientos
El crecimiento de T. harzianum se realiz6 en un medio de cultivo de glucosa y

extracto de levadura (GYE) cuyos ingredientes se citan en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes del medio de cultivo de Glucosa y Extracto de levadura (GYE)* (Autoria

propia).

Reactivo g/L
Glucosa 10
Extracto de levadura 5
Fosfato de Potasio monobasico (KH2POj4) 0.6
Sulfato de Magnesio (MgSOs-7H20) 0.5
Fosfato de Potasio dibasico (K2HPOa) 0.4
Sulfato de Cobre (CuSOs-5H20) 0.25
Sulfato de Hierro (FeSO4-7H20) 0.05
Sulfato de Manganeso (MnSOQOy) 0.05
Sulfato de Zinc (ZnS0O4-7H20) 0.001

*pH ajustado a 4.5 con &cido lactico (CsHeO3)

6.2.2 Esterilizaciéon e inocuidad de medio de cultivo empleado en la
fermentacion sumergida
Cada tratamiento (fermentacion) tuvo una duraciéon de 160 h, se emplearon 60

matraces Erlenmeyer de 125 mL, la toma de muestra se hizo cada 8 h para cada
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uno de los tratamientos. A cada uno de los matraces de cada tratamiento se le
adicion6 50 ml de medio de cultivo con sus respectivas concentraciones de BFA,;
[0] para el tratamiento control, 50 y 100 mL/L para los dos tratamientos empleados,
posteriormente se esterilizaron por 15 min a 121 °C y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente (figura 5).

Figura 5. Matraces Elermeyer de 125 mL con 50 mL de medio GYE para fermentacién sumergida
(autoria propia).

6.2.3 Siembra de in6culos de T. harzianum y desarrollo de la fermentacion
sumergida

Los matraces de cada tratamiento previamente estériles y frios fueron inoculados
con tres fragmentos (“pellets”) de 10 mm de didmetro cada uno, tomados de la
periferia de las cajas Petri de la cepa de T. harzianum previamente propagadas en
PDA, una vez realizada la inoculacién se incubaron a 25 °C con agitacion orbital a
120 rpm. Todos los tratamientos y analisis fueron realizados por triplicado,
reportando la media y desviacion estandar.
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6.3 Obtencidn del extracto crudo enzimético (ECE)

A partir de 8 h después de iniciados los tratamientos se retiraron 3 matraces de la
incubadora y asi cada 8 h, de los matraces tomados por hora/muestreo se obtuvo
el ECE por filtrado y retencién de la biomasa utilizando un papel filtro (Whatman
No. 4) empleando una bomba de vacio (marca FELISA-SCHUCO INC., modelo
5711130). Una vez obtenida la biomasa se deshidraté a 50 °C en un horno de

secado (marca Terlab) hasta peso constante.

6.4. Evaluacion de la velocidad especifica de crecimiento
Para obtener los valores del progreso de la biomasa en funcion del tiempo X = X(t)

se ajusto la ecuacion logistica de Verlhus-Pearl:

dX_ (1 X )X
ac M Xmax

La solucion a la ecuacion se presenta de la siguiente manera:

Y= Xmax
(1 + Ce 1)

Donde:

K = Maxima velocidad especifica de crecimiento (g/h)

Xmax = Valor de la biomasa maxima o de equilibrio (g/L) cuando dX/dt = 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).

o (Xmax — X,)
= X,
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La estimacién de los parametros cinéticos en las ecuaciones antes mencionadas
se llevd a cabo usando el programa Solver de Microsoft Excel (Viniegra-Gonzéalez
et al., 2003).

6.5. Perfiles de pH
Durante el tiempo de tratamiento se determinaron los perfiles de pH, el cual se midio
con un potenciémetro (marca HANNA, modelo HI 9811-5) directamente con el

sobrenadante de cada uno de los tres matraces obtenidos por muestreo.

6.6 Determinaciéon del consumo de glucosa como fuente de carbono
asimilable

Se cuantificé el consumo de glucosa empleando la técnica de azucares reductores
por medio del reactivo DNS (4cido dinitro-salicilico). Se mezclaron 100 uL de
sobrenadante conteniendo el extracto crudo enzimatico , 900 uL de agua destilada
y 2 mL del reactivo DNS. La mezcla se sometio a bafio Maria a una temperatura de
90 °C por 5 min, posteriormente se colocé en un bafio de hielo para detener la
reaccion, después de enfriarse se leyé la absorbancia a 575 nm en un
espectrofotometro UV/visible (marca JENWAY, modelo 6715). Previamente se
prepard una curva de calibracién con glucosa (Cérdoba-Sosa et al., 2014a; 2014b).

6.7 Cuantificaciéon de la actividad enzimética extracelular

6.7.1 Actividad enzimatica de lacasas

La actividad de lacasas se cuantificd utilizando como sustrato el 2,6-dimetoxifenol
(DMP), 2 mM en buffer de acetatos 0.1 My pH de 4.5. La mezcla de reaccion (475
uL de sustrato, 50 uL de ECE) se incubo a 39 °C por 1 min. Se midio la absorbancia
a 468 nm en un espectrofotbmetro UV/Visible (marca Jenway, modelo 6715) en
donde una unidad de actividad de lacasas (U) sera la cantidad de enzima que
provoque incrementos de 1.0 unidad en la absorbancia por min de incubacion
(Pérez-Montiel et al., 2017).
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6.7.2 Parametros cinéticos enzimaticos

Una vez obtenido el extracto enzimatico se calcul6 el rendimiento tedrico de la
enzima con respecto a la biomasa (Yex) usando la relacion entre la Emax (U/L) y
Xmax (g/L). La productividad enzimatica (P = Emaxn) Se evaluo utilizando el tiempo
(h) en el momento que la actividad fue la maxima (Emax), esto ademas ayudo a
calcular el pico maximo de actividad (Pro = Emax/Tiempo de fermentacion). La tasa
especifica de formacion de la enzima se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion
(Ahuactzin-Pérez et al., 2016):

dp = WY g/x)

Donde:

Pro = M&xima productividad enzimatica (U/h).

Emax = Enzima maxima (U/L).

gp = Tasa especifica de formacion de la enzima.

p= Velocidad especifica de crecimiento (g/h).

Ye/x= Rendimiento de la enzima con respecto a la biomasa (U/g).

6.8. Analisis de los subproductos de degradacién de BFA en el ECE por
Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS)
6.8.1 Preparacion de las muestras

Las muestras analizadas fueron las correspondientes al tratamiento con 50 mg de
BFA, se deshidrataron en un horno (marca Terlab®) a una temperatura de 50 °C
durante 48 h, se resuspendieron con 1 mL de acetonitrilo grado HPLC (marca
Meyer) e incubadas a temperatura ambiente durante 5 min, posteriormente se agito
en Vortéx durante 1 min, cada una de las muestras tratadas fueron filtradas
empleando filtros con poro de 25 um de diametro, el extracto se coloco en viales de

1.5 mL (marca Agilent).
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6.8.2 Analisis de los sobrenadantes en GC-MS

Los productos intermedios de la biodegradacion de BFA se analizaron en un
Cromatografo de Gases (marca Agilent, modelo 7820% acoplado a un
Espectrofotometro de Masas 5977E (GC-MS, por sus siglas en inglés). Equipado
con un detector de triple eje y una columna capilar Agilent (HP-5MS) con 5% de
fenitrilo siloxano de metilo (325 °C, 30 m, 320 um, 0.25 um). Se inyectd una alicuota
de 1 uL de las muestras, con una fuente de inyeccion (GC ALS) a una temperatura
de puerto de 300 °C con la valvula de purga en modo dividido, utilizando una
relacion de division 20:1 y flujo dividido de 21.14 mL/min. El helio fue utilizado como
gas acarreador a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min, la temperatura del inyector
fue de 280 °C, mientras que la del horno se mantuvo inicialmente a 60 °C durante 2
min, aumentd después a 120 °C durante 6 min y posteriormente a 280 °C durante 2
min. La interfaz GC-MS se mantuvo a 280 °C con 57.4 kpa. El analisis del espectro
de masas se realizé a una energia de 70 eV, la carga de masa m/z comenz6 a 40y
termind con 400 m/z una duracion de exploracion de 0.50 s. Las estructuras de los
productos de degradacién se confirmaron comparando patrones de fragmentacion
de los espectros de masas con los de compuestos auténticos utilizando la biblioteca
del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) V. 2.0. (Modificado y
estandarizado de Vijayalakshmi et al. (2017)).

6.9 Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se evaluaron los datos
mediante un ANOVA de una via y una prueba de intervalos multiples (post hoc) de
Tukey con un alfa de 0.05 utilizando el programa The Graph Pad Prism® program
(San Diego, CA, USA) (Cordoba-Sosa et al., 2014a; 2014b).
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/. RESULTADOS
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7.1. Parametros cinéticos evaluados durante el crecimiento de T.
harzianum en FS

La biomasa producida (X) por la cepa de T. harzianum crecida en fermentacion
sumergida de cada uno de los tratamientos (0, 50 y 100 mg/L de BFA) tuvo una
duracion de 160 h, durante este tiempo T. harzianum mostré una curva tipica de
crecimiento microbiano dividido en tres etapas. La primera correspondio a la fase
de adaptacion que transcurrié durante las primeras 16 h de incubacion para los tres
tratamientos, seguida por la fase exponencial que en todos los tratamientos (control,
50 y 100 mg/L de BFA) terminé a las 64, 80 y 86 h, respectivamente. La duracién
de la fase exponencial fue mayor en los dos tratamientos con BFA con respecto al
tratamiento control, la Ultima etapa de crecimiento correspondid a la fase
estacionaria, que en los tres tratamientos terminé a las 160 h de crecimiento (Figura
6).

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos de la cuantificacion de los
pardmetros cinéticos de crecimiento. El valor de la velocidad especifica de
crecimiento (1) fue mayor en el tratamiento testigo (sin BFA) reportando 0.09 h'ty
en el caso de los tratamientos con 50 y 100 mg/L se obtuvieron valores de 0.05 y
0.06 hl, respectivamente, entre estos Ultimos valores no se observa diferencia

significativa.

En el caso de la Xmax en los tratamientos de 50 y 100 mg/L de BFA en los que se
cuantificaron valores de 5.5 y 5.8 g/L, respectivamente, siendo estos los valores
mas altos reportados para este parametro, a diferencia de lo cuantificado en el

tratamiento testigo donde se obtuvo un valor de 5.0 mg/L.

Para el parametro de rendimiento de la enzima (Y=x;s (gx/gs)), fue mayor en el
tratamiento con 100 mg/L de BFA con un valor de 0.73, en el caso de los
tratamientos testigo y 50 mg/L de BFA se reportaron rendimientos de 0.60 y 0.64,

respectivamente.
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Figura 6. Produccién de biomasa de T. harzianum en 0 mg/L de BFA (Testigo) (‘), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA (@) en FS
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Tabla 2. Parametros cinéticos de crecimiento de T. harzianum crecido sobre BFA en FS

Parametro Medio de cultivo

0 mg/L de BFA 50 mg/L de BFA 100 mg/L de BFA
u(h) 0.09 + 0.0022 0.05 + 0.004b 0.06 + 0.001b
Xmax (9/L) 5.01 +0.132 5.50 + 0.08b 5.82 + 0.06P
Y=ys (gx/gs) 0.60 + 0.012 0.64 + 0.042 0.73 + 0.00P

Se reportan la media y la desviacién estandar.
Las medias del mismo renglén con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).

7.2 Consumo de glucosa por T. harzianum en FS

En la Figura 7 se muestra el tiempo en el que T. harzianum utilizé la concentracion
inicial (10 g/L) de glucosa utilizada en los tres medios de cultivo (0, 50 y 100 mg/L
de BFA), durante la fermentacion; en el tratamiento testigo, T. harzianum el
consumo de glucosa como fuente de carbono la inicio desde las primeras 8 h de
fermentacién; para el caso de los tratamientos con 50 y 100 mg/L de BFA, ésta
comenzo a las 16 h de fermentacion; en ambos tratamientos T. harzianum siguio la
misma tendencia a consumir la glucosa al principio de la fase exponencial (Figura
7).

En el tratamiento testigo, T. harzianum consumio el 50% de la concentracion inicial
de glucosa en 32 h (5.0 g/L) y transcurridas 88 h de fermentacion, el consumo fue
al 100%, mientras que el tratamiento con 50 mg/L de BFA, T. harzianum solo
consumio 6.6 g/L de glucosa en el mismo tiempo. En el tercer tratamiento (100 mg/L
de BFA), el hongo consumié 6.3 g/L de la concentracion inicial de glucosa en el
medio en un promedio de 64 h de fermentacion; el consumo de glucosa en los
tratamientos en presencia de BFA se llevo a cabo en su totalidad a las 104 h de

fermentacion.
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Figura 7. Consumo de glucosa por T. harzianum crecido en 0 mg/L de BFA (Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A )y 100 mg/L de BFA@) en FS.

48



7.3 Analisis de los cambios de pH durante la fermentacién de cada tratamiento
En la Figura 8 se muestra el perfil de pH de los sobrenadantes de la FS de cada
uno de los tratamientos en el que crecidé T. harzianum, en los tratamientos control y
con 100 mg/L de BFA se observo una acidificacion del medio con respecto al pH
inicial de crecimiento (4.5), mostrando valores de 3.9 y 4.1 respectivamente, sin
embargo, a partir de las primeras 16 h de fermentacion, para el caso del tratamiento

con 50 mg/L de BFA se observo un ligero aumento de pH inicial siendo este de 4.6.

Posterior a las 16 h de fermentacién, los tratamientos testigo y el de 50 mg/L de
BFA mostraron pH acidos (4.3 y 4.6 respectivamente) a 40 h de fermentacion, para
el caso del tratamiento de 100 mg/L de BFA el valor de pH a las 48 h fue de 3.8,
considerado acido. Cabe resaltar que a partir de las 40 h (tratamiento control y
50mg/L de BFA) y 48 h (tratamiento con 100 mg/L BFA) de fermentacion, los
sobrenadantes alcanzaron a las 160 h de fermentacion valores de pH bésico (7.7,

7.2 y 8.1 respectivamente).

7.4 Actividad extracelular de lacasas producidas por T. harzianum con
diferentes tratamientos de BFA en fermentacion sumergida

La Figura 9 muestra los perfiles de actividad de enzimas lacasas de T. harzianum
en los 3 tratamientos realizados. En el tratamiento testigo se presentd la mayor
actividad de lacasas a las 8 h de fermentacién. T. harzianum present6 una actividad
creciente (14 U/L), no obstante, esta actividad no se mantuvo y no hubo incrementos
en la misma durante la fase exponencial. Durante la fase estacionaria se observo
un incremento de 34.3 U/L de la actividad enziméatica a las 80 h de fermentacion, a
pesar de ello la valor disminuy6é a 31.4 U/L a las 88 h, pese a esto después se
comenzaron a registrar incrementos hasta las 120 h de fermentacion en el que se
presentd la maxima actividad de enzimas lacasas con 44.8 U/L, posteriormente se

observa un decremento en la actividad enziméatica en este tratamiento.
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Figura 8. Perfiles de pH de los cultivos de T. harzianum crecido en 0 mg/L de BFA (Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A)y 100 mg/L de BFA (@) en
FS.
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Figura 9. Actividad de enzimas lacasas producidas por T. harzianum crecido en 0 mg/L de BFA (Testigo) (@), 50 mg/L de BFA (A)y 100
mg/L de BFA (@) en FS.
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En el tratamiento con 50 mg/L de BFA durante la fase de crecimiento exponencial
de T. harzianum, se observé que la actividad de lacasas en el intervalo de 16 a las
72 h se observan incrementos paulatinos de 7.9 a 12.7 U/L y fue hasta las 96 h de
fermentacion (fase estacionaria) donde se registré un valor de 42.8 U/L siendo esta

la mayor actividad enzimatica en este tratamiento.

En el caso del tratamiento con 100 mg/L de BFA comparado con los dos
tratamientos anteriores, en éste se registro el pico con menor Emax (Tabla 3) y el
perfil con menor actividad catalitica, en este tratamiento la mayor actividad de
lacasas se dio a las 88 h (ultimo punto de la fase exponencial) con un registro de
20.3 U/L.

7.5. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de T. harzianum en los
diferentes tratamientos en fermentacién sumergida

La actividad maxima de enzimas lacasas se registré en el tratamiento testigo (0
mg/L de BFA) alcanzando un valor de 44.8 U/L. Mientras que en el tratamiento con
50 mg/L de BFA la Emax registrada fue de 42.9 mg/L inferior al anteriormente
mencionado se reporté en el tratamiento con 42.9 U/L. Con respecto al tratamiento
con 100 mg/L de BFA se registré la menor Emax comparada con los 2 tratamientos

anteriores, siendo ésta de 20.3 U/L a las 88 h de fermentacion (Tabla 3).

El rendimiento de la enzima con respecto a la biomasa producida (Yex) por T.
harzianum fue mayor en el tratamiento con 50 mg/L de BFA, con 9.5 U de enzimas
lacasas formadas por cada gramo de biomasa (U/g X), seguida del tratamiento
testigo (0 mg/L de BFA) con 8.5 U/g X. No obstante, en el tratamiento con 100 mg/L
de BFA se obtuvo el valor mas bajo del Yexx de 3.4 U/g X. Revelando asi, que el
medio en que se desarrolle T. harzianum tendra efecto sobre la evaluacion de este
pardmetro, aunado a esto, se encontré que la concentracion de este compuesto

tiene efecto en la determinacion de este parametro.
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Tabla 3. Parametros cinéticos de produccion de enzimas lacasas de T. harzianum crecido en
diferentes tratamientos de BFA en fermentacion sumergida.

Parametro Tratamiento

0 mg/L de BFA 50 mg/L de BFA 100 mg/L de BFA
Emax (U/L) 448+ 1.952 42,9 +8.3° 20.3+1.0°
Yex (Ulg X) 85+0.12 9.5+ 7.0 3.4+0.1°
Pro (UL/h1) 0.43 £ 0.042 0.48 £ .0372 0.23 £ 0.01°
dp (Uh/gX) 84.6 +19.8 2 128.5 + 84.0P 51.1 + 6.1°

Se reportan la media y la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferentes letras son
significativamente diferentes (P<0.05).

El tercer parametro evaluado corresponde a la productividad (Pro), el valor mas alto
registrado entre los tratamientos fue en el de 50 mg/L de BFA con 0.48 U/L/h,
seguido del obtenido en el tratamiento testigo con 0.43 U/L/hL. El valor mas bajo de
productividad de la enzima fue calculado para el tratamiento con 100 mg/L con 0.23
U/L/hL. Los valores de este parametro no mostraron diferencias significativas entre
el tratamiento testigo y el de 50 mg/L de BFA, sin embargo, la Pro de estos dos

tratamientos si tuvo diferencias significativas con el de 100 mg/L de BFA.

Respecto a la tasa especifica de formacion de enzima lacasa (qp), el valor mayor se
obtuvo en el tratamiento de 50 mg/L siendo de 128.5 U/g X/h, por debajo de éste
se registraron valores de 84.6 y 51.1 U/g X/h para los tratamientos de 0 (testigo) y
100 mg/L de BFA, respectivamente, siendo este Ultimo tratamiento el que registré
los valores méas bajos de cada uno de los parametros cinéticos de producciéon de

enzimas lacasas por T. harzianum en FS comparado con los otros dos tratamientos.

7.6. Identificacion por GC-MS de intermediarios de la degradacion de BFA por
T. harzianum en fermentacién sumergida

Se analizaron 20 muestras por GC-MS las cuales correspondieron a las etapas de
muestreo de la fermentacion con 50 mg/L de BFA. En la tabla 4 se muestran los 35

compuestos encontrados (incluido el BFA), productos y/o intermediarios de la
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degradacion de BFA por T. harzianum en FS, asi como la formula quimica y tiempos

de retencion (Rt) de cada uno de éstos.

Se observa una gran variedad de compuestos fendlicos entre los que destacan el
D-Limoneno, y-Terpineno, Careno, Fenol, Benzofenona, Ciclohexanona y Bisfenol-
A, los cuales fueron detectados desde la primera etapa de muestreo (8 h de
fermentacion) con un Rt de 6.222; 6.675; 7.128; 17.455; 19.552; 25.843 y 25.852,
respectivamente. El BFA fue detectado a partir de la muestra correspondiente a las
64 h de fermentacion (dentro de fase de crecimiento exponencial). A pesar que
todos los compuestos encontrados en este estudio son relevantes, es importante
resaltar la presencia de Tricetina (Ri= 12.489), compuesto sintetizado a partir del
Glicerol (R= 12.480) tratandose de uno de los principales productos de la
degradacion digestiva de los lipidos, paso previo para el ciclo de Krebs y también

aparece como un producto intermedio en la fermentacion alcohdlica.

En la muestra correspondiente a las 96 h de fermentacidén donde se registro la Emax
fueron encontrados: Glicerol, Acido propanoico, Naftaleno, Benceno vy
Ciclohexanona con Ri= 12.480; 19.082; 20.886; 25.231 y 25.843, respectivamente.

Los compuestos encontrados durante la fase de crecimiento exponencial de las 16
a las 82 h de fermentacion fueron Glicerol: 12.480; Acido propanoico:19.082;1-2-
Difenilciclopropano: 21.070; Dodecilbenceno: 21.339; Benceno, (5-iodopentil):
25.231; D-Limoneno: 6.222; y-Terpineno:6.675; Etoxiacetato de etilo: 2.976; 1,3-
Propanediol: 2.976; 2-hidroxi-2-metilpropiofenona:10.585; Triacetin:12.489; 1-
Dodecanol: 16.583; Fenol: 17.455; Benzonona: 19.552; Benceno: 25.231; Fitano:
20.777; 2,2"-metilenbis(4-etil-6-terc-butifenol): 28.687; Naftaleno: 20.777;1-2-
Difenilciclopropano: 21.070; 1,3-dimetil-2-fenoxibenceno: 20.903; Ciclohexanona:
25.843.

Los compuestos restantes fueron encontrados durante la ultima fase de latencia de

T. harzianum los cuales corresponden al D-Limoneno: 6.222; y-Terpineno:6.675;
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Glicerol: 12.480; Acido propanoico:19.082; Benceno, (5-iodopentil):25.231;
Benceno: 25.231; Ciclohexanona: 25.843; 1,3-Propanediol: 2.976;Careno:7.137,
Triptamina: 22.346; 1-peptona,4,4-dimetil-1,-3difenil: 24.854; Fenol: 17.455; 1,3-
dimetil-2-fenoxibenceno: 20.903; Tridecanol,2-etil-2metil: 20.768; 2-Dodecanol:
18.50; Benzonona: 19.552; 2-(benciloxi)etil metil carbonato: 21.976; Acido férmico:
16.582;

55



Tabla 4. Listado de compuestos identificados en los sobrenadantes del proceso de crecimiento T.
harzianum en presencia de BFA analizados por GC-Ms

# Nombre del compuesto Férmula quimica Tr

1 Etoxiacetato de etilo C3H1203 2.976

2 1,3-Propanediol C3HgO2 2.976

3 Acido 2-amino-5-metilbenzoico CsH9NO> 4.304

4 D-Limoneno CioH16 6.222

5 y-Terpineno C1oHis 6.675

6 Careno C1oHis 7.137

7 2-hidroxi-2-metilpropiofenona C10H1202 10.585
8 Glicerol C7H1205 12.480
9 Triacetin CgH1406 12.489
10  Acido férmico C11H220; 16.582
11 1-Dodecanol C12H260 16.583
12  Fenol C14H220 17.455
13 2,4-i-tert-butilfenol C14H220 17.455
14  Decilubiquinona C19H2804 17.455
15 2-Dodecanol C10H220 18.050
16  Acido propanoico C16H3004 19.082
17 Benzofenona Ci13H100 19.552
18 1,3-Difenilpropano CisHie 19.904
19 Tridecanol,2-etil-2metil C16H340 20.768
20 Fitano CaoHa 20.777
21 Naftaleno CieHis 20.886
22  1,3-dimetil-2-fenoxibenceno C14H140 20.903
23 Dibenzoanato de dipropilenglicol C20H2205 20.970
24 Fenantieno,9,10-dihidroxi-1-metil CisHia 21.070
25 1-2-Difenilciclopropano CisHia 21.070
26  Dodecilbenceno CigHzo 21.339
27  2-(benciloxi)etil metil carbonato C11H1404 21.976
28 Triptamina CioH12N2 22.346
29 Flavano CisHia 24.845
30 1-peptona,4,4-dimetil-1,-3difenil C19H220 24.854
31 Benceno, (5-iodopentil) Ci1Hasl 25.231
32 Benceno Ci11Hss 25.231
33 Ciclohexanona CisH17NOs 25.843
34  2,2-bis (4-hidroxifenil) propano C15H1602 25.853
35 2,2"-metilenbis(4-etil-6-terc-butifenol) CasH3602 28.687
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8. DISCUSION
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En este trabajo se utilizd6 a Tichoderma harzianum como un microorganismo con
potencial para biodegradar a Bisfenol-A, puesto que esta especie ha sido
ampliamente utilizada en la produccién e industria agricola como controlador de
algunas especies de hongos fitopatégenos. Sin embargo, los estudios relacionados
con la interaccion de este género fangico con los contaminantes organicos e
inorganicos, , con el fin de evaluar su potencial como agente biologico aplicado a

sistemas de biorremediacion en sistemas terrestres y acuaticos contaminados.

8.1 Efecto del BFA en el crecimiento de T. harzianum

Ramirez-Mendoza (2018) evalud i, Xmax y Y(x/s) como parametros cinéticos de
crecimiento de Aspergillus fumigatus en concentraciones de 0, 50 y 75 mg/L de BFA,
similares a las concentraciones empleadas en este trabajo (0, 50 y 100 mg/L BFA),
este autor al igual que este trabajo se reportd, que los pardmetros evaluados
tuvieron valores mas altos en los tratamientos con BFA comparado con el testigo, a
excepcion de la p reportada en esta investigacion que fue mayor el tratamiento
testigo con un valor de 0.09. Ramirez-Mendoza (2018) report6 0.1 en la 1, en ambos
casos, para el tratamiento testigo con A. fumigatus y T. harzianum se reportaron las
mismas velocidades especificas de crecimiento en el medio GYE. Ferro et al. (2013)
evaluaron la degradacion de 50 y 100 mg/L de BFA por bacterias de lodos activados,
con éstas concentraciones se obtuvo una pu = 0.034 y 0.030, respectivamente, en
este caso se mostré que la concentracion de BFA limita el crecimiento de las
bacterias, a diferencia a lo encontrado en este trabajo, con las mismas
concentraciones de BFA, los valores observados fueron de p= 0.05 y 0.06,
respectivamente, evidenciando en este trabajo que la concentracion de BFA
propicia un crecimiento mas alto conforme la concentracién del xenobiotico va en
aumento. Asimismo, Ahuactzin-Pérez et al. (2014) crecié a T. harzianum bajo
concentraciones de 500 y 1000 mg/L de Dibutil ftalato (DBF, que al igual que el BFA
es utilizado en la industria plastificante) reportando una velocidad de crecimiento de
pu= 0.56 y 0.57, respectivamente. Por lo anterior se amplié la gama de compuestos

xenobidticos en los que se puede desarrollar este hongo, al igual que en el nuestro,
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el crecimiento de este hongo aumenta conforme se incrementan las
concentraciones del xenobidtico. Respecto a la produccion de biomasa, Ramirez-
Mendoza (2018) reportdé una Xmax = 6.4 g/L en un tratamiento con 50 mg/L de BFA,
este resultado es muy similar al encontrado en el presente estudio siendo Xmax=
5.50 g/L, en ambos trabajos se revela que la produccion de biomasa esta
relacionada con la fuente de carbono en el medio donde se desarrolle este hongo
filamentoso, esta relacion habia sido reportada por Al-Taweil et al. (2009),
comprobando que el aumento de la biomasa de T. viride en fermentacion sumergida
va de entre 7y 13 g/L y esta produccion es directamente proporcional a la fuente de
carbono depositada en el medio de cultivo (10, 45y 80 g/L de glucosa), ademas es
importante sefalar que el T. harzianum consumio el 100 % de la concentracion
glucosa inicial a las 88 h de fermentacion en el medio testigo y en los tratamientos
con BFA el consumo de toda la fuente de carbono se observé antes de las 120 h de
fermentacién. Ahuactzin-Pérez et al. (2018) reportaron que el consumo de glucosa
por Pleurotus ostreatus crecido en 500 y 1000 mg/L de DBP fue lenta en
comparacion con el tratamiento testigo (0 mg/L de DBT) donde el consumo total de
glucosa fue a las 360, 384 y 456 h* en FS.

8.2 Efecto del BFA en la produccion y actividad enziméatica de lacasas

Pérez-Montiel (2017) reporté una produccion de enzimas lacasas por P. ostreatus
crecido en medios con 50 y 75 mg/L de BFA, en el tratamiento de 50 mg/L de BFA
present6 un incremento significativo de actividad a las 264 h de crecimiento con una
actividad de 151 U/L, observando que durante las horas anteriores se obtuvieron
actividades menores a 10 U/L. La mayor actividad en este medio fue de 159 U/L a
las 288 h, con respecto al tratamiento con 75 mg/L de BFA se vio una actividad
inicial de 70 U/L a las 240 h, posteriormente aument6 a las 312 h con una actividad
de 219 UJL, finalizando la actividad maxima a las 336 h con 238 U/L. Ramirez-
Mendoza (2018) con las mismas concentraciones reportd un valor de 67.6 U/L a las
108 h de crecimiento de A. fumigatus en el tratamiento con 50 mg/L de BFA,

observando que durante las horas anteriores los valores fueron menores a 27.6 U/L,
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la mayor actividad en este tratamiento fue de 167.8 U/L a las 144 h. En el caso del
tratamiento con 75 mg/L de BFA se registré una actividad inicial de 7.8 U/L a las 36
h, posteriormente aumenté a 195 U/L, siendo este el valor de la maxima actividad
durante las 72 h, disminuyendo de manera uniforme para finalizar a las 240 h con
4.6 U/L. En el tratamiento con 50 mg/L de BFA la actividad enzimatica de T.
harzianum comenzé desde las 8 horas de fermentacion y presenté incrementos
significativos hasta después de las 76 h aproximadamente, contrario a los trabajos
ya citados, mientras que en el tratamiento con 100 mg/L de BFA la activad de esta

enzima se redujo drasticamente.

8.3 Efecto del pH en la produccion y actividad enzimética

El efecto del pH en la produccion de lacasa es limitado. El valor éptimo del pH varia
segun el sustrato, diferentes sustratos causan distintas reacciones para las lacasas.
Diversos informes sugieren que el perfil en forma de campana se produce en caso
de actividad de lacasa. A un valor de pH acido, la diferencia de potencial entre el
sustrato fendlico y el cobre T1 puede aumentar la oxidacién del sustrato, mientras
que el anién hidroxido (OH-) se une al centro de cobre T2 / T3. Estos efectos nos
ayudan a determinar el valor 6ptimo de pH para la enzima lacasa, Cordi et al. (2007)
uso6 siringaldazina como sustrato y determiné el efecto del pH sobre la actividad
enzimatica en un intervalo de 3.0 a 8.0. El pH 6ptimo para L1 (isoenzima de lacasa)
fue de 4.0, mientras que el pH 6ptimo para L2 fue de 5.0. Han et al. (2005)
apreciaron que la mostraban actividad enzimatica de Trametes versicolour en un
amplio rango de pH, determinando que la actividad 6ptima fue a pH = 3.0. Ramirez-
Mendoza (2018) reporté una Eméax de 6.4 U/L de A. fumigatus con un pH=7.5 a las
144 h de fermentacion con 50 mg/L BFA, en ambos casos, los experimentos
registran mayor actividad de enzimas lacasas en pH neutro y basico. A diferencia
de la lacasa extraida de Stereum ostrea que mostro la mayor actividad a pH = 6.0
(Valeriano et al., 2009).
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8.4 Degradacion de BFA

Se han hecho algunos trabajos sobre la degradacion de BFA a través de distintos
meétodos bioldgicos, fisicos y quimicos. Han et al. (2015) utilizaron ferrato (VI) como
método quimico para la degradacion de BFA, encontrando e identificando 12
compuestos intermedios, permitiéndoles inferir una propuesta de posibles vias para
la degradacion de BPA por oxidacién de ferrato (VI). Para la primera via se reportan
al (2-metil-1-fenil-1-propenil) benceno, (1-metil vinil) benceno y estireno, 2-
fenilpropenal, 1,4-pentadien-3-cetona y acido maleico, y para la segunda via se
reportan p-isopropilfenol, p-isopropenilfenol, isopropanol 2-fenilo, 1- (4-metilfenil)
etanona, hidroquinona, benzoquinona, 1,4-pentadien-3-cetona y acido maleico.

Otro método que se ha utilizado para la degradacion de BFA es el de fotocatélisis
(método fisico) reportado por Kondrakov et al. (2014), donde se identificaron 7
subproductos de degradacion: BFA catecol, BFA dicatechol, derivados de quinona
de BFA, dicatechol de BFA, 4,4'-(1-hidroxietano-1,1-diil) dicatecol, 4,4'-etano-1,1-
diildicatechol y 4-(2-hidroxipropan-2-il) catecol; de estos 7 subproductos los
derivados de quinona de BFA como el reportado en este estudios estan catalogados

como son productos genotoxicos.

A pesar de que los 2 métodos anteriormente mencionados degradan el BFA muchas
veces el activar estos tipos de métodos conllevan a emplear un alto valor energético
ademas de poner en riego al personal operativo, en el caso del trabajo de Kondrakov
et al. (2014) revelaron que el proceso fotocatalitico de degradacién de BFA puede

generar productos aun mas toxicos.

Investigaciones respecto a la degradacion de BFA por un organismo o agente de
origen bioloégico como la hecha por Vijayalakshmi et al. (2017) al igual que esta
investigacién promete ser la tecnologia mas apropiada en la eliminacion de este
xenobidtico, Vijayalakshmi et al., (2017). Evallo los intermediarios de la gradacion
de BFA por Pseudomonas aeruginosa revelando la presencia de fenol, acetofenona,

hidroquinona, acido p-hidroxibenzoico y BFA, de estos cuatro metabolitos diferentes
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involucra diferentes tipos de vias metabdlicas durante la degradacién del BFA.
Daasi et al. (2016) también reportaron una ruta de degradacion de BFA por enzimas
lacasas de Coriolopsis gallica descubriendo seis subproductos de degradacion de
BFA mediados por esta enzima son 1-hidroxibenzotriazol (HBT), Acido
piroglutdmico, Acido tartarico, Acido hidrocinamico, Acido  3-fenil-3-
hidroxipropanoico, 4&cido b-hidroxibutirico. A diferencias de los trabajos
anteriormente mencionados, en nuestra investigacion se identificaron 35
subproductos generados de la degradacion del BFA, como resultado relevante de
este trabajo es el reportar nuevos subproductos de la degradacion de BFA ha
reportado, de los subproductos encontrados en este trabajo y reportado también por
Ahuactzin-Pérez et al (2018) en la propuesta de ruta de biodegradacién DBP por
enzimas lacasas es el benceno, este es oxidado por NADH deshidrogenasa
transformandolo a catecol que a su vez por la interaccion de una oxidasa lo
transforma a &cido micoénico, en los casos de benzofenona puede ser oxidado a
ciclohexanona a su vez esta se transformado en fenol y finalmente a benceno (Han
et al., 2015; Vijayalakshmi et al., 2017) o a D-Limineno y/o y-Terpineno (Kolvenbach
et al., 2007).
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9. CONCLUSION
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Los datos experimentales mostraron que el BFA tuvo efecto sobre los parametros
de crecimientos de T. harzianum crecido en FS, siendo estos mayores en los
tratamientos con este xenobiodtico, el efecto también es notorio en la produccion y
actividad enzimatica de lacasas debido a que en el tratamiento de 100 mg/L los
valores de dichos parametros fueron menores comparados con los otros dos

tratamientos empleados en esta investigacion.

Respecto al consumo de glucosa como fuente inicial de carbono en cada uno de los
tratamientos con BFA, el consumo fue mas lento comparados con el testigo, sin
embargo se dio en su totalidad en cada uno de los tratamientos, el BFA es utilizado
por T. harzianum como una fuente secundaria de carbono, esto se respalda con el
analisis de los 34 intermediarios de degradacion registrados que incluyen
compuestos fendlicos (compuestos menos téxicos que el BFA) y compuestos
organicos como el glicerol, uno de los principales productos de la degradacién

digestiva de los lipidos.
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