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RESUMEN

El Dibutil ftalato (DBF) es un contaminante del medio ambiente y toxico para el humano. En
la actualidad existen escasos estudios sobre la degradacion de este plastificante utilizando
hongos y sobre la toxicidad de los productos obtenidos derivados del crecimiento de estos
organismos. Por lo tanto, el propdsito de esta investigacion fue evaluar el crecimiento sobre
DBF de Neurospora sp, Hypocrea lixxi y Aspergillus niger (cepas aisladas previamente del
proceso de reciclado de una industria productora de papel) con el objeto de determinar si estas
cepas utilizan este compuesto como fuente de carbono y energia asi como la toxicidad de los
productos generados después de la degradacion de estos compuestos. Para realizar este
proposito, se utilizaron tres medios de cultivo diferentes: 1) medio con 1000 mg/1 de DBF, 2)
medio con 500 mg/l de DBF y 3) medio sin adicion de ftalato. En general, las tres cepas de
hongos estudiadas fueron capaces de crecer en los dos medios de cultivo que contenian
diferente concentracion de DBF. Asimismo, se observo que la cepa de Neurospora sp presentd
mayor velocidad radial (Vr) en el medio que contenia 1000 mg/l de DBF en comparacion con
las otras dos cepas. La cepa de Aspergillus niger produjo mayor biomasa en el medio de
cultivo de 500 mg/l de DBF en comparacion con las otras dos cepas. La cepa de Hypocrea lixii
mostré mayor velocidad de crecimiento especifica (i) en comparacion con las otras dos cepas
en el medio de 500 mg/l de DBF. Para las tres cepas de hongos, se observéd que el pH de los
medios de cultivo disminuy6 conforme aumentaba el tiempo de incubacion. Con respecto al
ensayo de toxicidad, se determindé que para el DBF, la Clsy fue de 473 mg/l. Se observd
desarrollo de colonias de E. coli desde el inicio de la fermentacion. El nimero de colonias de
la bacteria aumentaba a medida que transcurrian los dias de incubacion. En las tres cepas se
observo un mayor niamero de colonias en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF. La zona
joven (ZM) y la zona madura (ZM) en medio solido de las tres cepas de hongos, mostraron

mayor grosor de la pared y diametro de la hifa en el medio conteniendo 1000 mg/1 de DBF.



Asimismo, las tres cepas de hongos mostraron mayor grosor de la pared y didmetro de las
hifas durante los 21 dias de fermentacion en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF. Estos
resultados muestran que las cepas de hongos pueden utilizar el DBF como fuente de carbono y
energia, que la pared celular de las hifas no es afectada por este compuesto y que los productos
generados después de la degradacion de este ftalato no son toéxicos. Esta es una forma de

evaluar de manera indirecta la toxicidad de los productos de degradacion de los ftalatos.
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1. INTRODUCCION
1.1. Ftalatos

Los ftalatos son dialquil o arilalquil ésteres derivados del acido ftalico (acido 1-2
bencendicarboxilico). Poseen tres isémeros conformados por el orto o acido ftalico (AF), para
o acido tereftalico (AT) y meta o é4cido isoftdlico (Al) (Liang y cols. 2008). Asimismo, son
liquidos claros de aspecto aceitoso, poco solubles en agua y con una volatilidad baja.
Presentan principalmente dos cadenas laterales alifaticas o lineales pero también pueden
presentar grupos alifaticos ramificados, cicloalifaticos o aromaticos (ECPI 2001, Mendoza

2008).

Estos compuestos quimicos proporcionan flexibilidad y manejabilidad tanto en la manufactura
del proceso como al producto final. Se utilizan ampliamente como plastificantes en la
produccion de PVC. Ademas, se usan en la manufactura de plasticos, textiles, papel, repelente
contra insectos, pesticidas, cosméticos, polivinil acetatos y poliuretanos. También se emplean
para la elaboracion de pinturas, lacas, adhesivos, lubricantes, fragancias, recubrimientos de
piso, papel tapiz, alfombras, vestiduras de muebles, impermeabilizantes, mangueras, peliculas
fotograficas, manteles, juguetes y cepillos dentales (Chang y cols. 2004, Kim y cols. 2002,
Mendoza 2008, Bustamante y cols. 2001).

Los ftalatos, cuando se emplean como plastificantes, no se unen quimicamente al polimero y
pueden migrar eventualmente al ambiente (Liang y cols. 2008). Se ha estimado que la tasa
promedio de consumo indirecto de estos compuestos por el humano es de 8 mg/persona/dia.
La produccion de plastificantes en Estados Unidos de Norteamérica rebasa los 500 millones de
kilogramos por ano (Chang y cols. 2008; Kim y cols. 2002, Mendoza 2008, Bustamante y
cols. 2001). Estos contaminantes se han detectado en aire, suelo, sedimentos y agua como

resultado de la produccion, uso y disposicion de los plasticos (Liang y cols. 2008).



1.2. Dibutil ftalato (DBF)

El DBF es un liquido inodoro de color amarillo cuyo peso molecular es 278.34 gr/mol.
Pertenece a la familia de los ésteres de acido ftalico. Presenta baja solubilidad en agua pero
alta en octanol. En consecuencia, este contaminante tiende a acumularse en suelo o
sedimentos. El nivel de penetracion depende de su solubilidad, de su coeficiente de particion y

de su tasa de degradacion por rutas quimicas o biologicas (Xiaoran 2007) (Fig. 1).
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Fig 1. Estructura quimica del DBF

Seis ftalatos se han designado como contaminantes por la Environmental Protection Agency
(EPA): dibutil ftalato (DBF), dimetil ftalato (DMF), dietil ftalato (DEF), butil bencil ftalato
(BBzF), di-n- octil ftalato (DnOF) y dietilhexil ftalato (DEHF) (Furtmann 1994).

El DBF posee excesiva importancia por su produccion y aplicacion. Asimismo, se producen
cerca de veintiséis mil toneladas al afio desde hace mas de 40 afos en la Union Europea
(CERHR 2006). Se emplea principalmente en los productos de uso cotidiano y de cuidado

personal como desodorantes, perfumes, lociones de afeitar, champus y geles (ECB 2003).

El DBF no forma enlaces covalentes con el plastico por lo tanto se libera al ambiente con el
tiempo y el uso (Lee y cols.2007). Se ha reportado que las altas concentraciones del toxico en
el ambiente se encuentran mayoritariamente en las aguas residuales y superficiales cercanas a

las zonas de produccion y procesado (CERHR 2006).

Este plastificante se acumula en invertebrados, peces y plantas. La mayor fuente de exposicion
a ftalatos se da por ingesta de alimentos, probablemente por la alta migracion de los ftalatos

contenidos en los contenedores de plastico. Existen reportes de hepatotoxicidad, atrofia



testicular, teratogénesis y carcinogénesis relacionados con ftalatos (Huber y cols. 1996,

Hashizume y cols. 2002).

Para reducir los efectos dafiinos de DBF es necesario degradarlo y mineralizarlo. Numerosos
estudios han demostrado que los plastificantes con cadenas cortas como el Dimetilftalato
(DMF), Difenilftalato (DFF), Butilbencilftalato (BBF) y Dibutilftalato (DBF) pueden ser
rapidamente degradados y mineralizados en comparaciéon con los de cadenas largas como el
Dietilhexilftalato (DEHF) y Dioctilftalato (DOF) que son menos susceptibles a la degradacion
(Wang y cols. 2000, Chang y cols. 2008). Esta diferencia de degradabilidad se debe al
impedimento estérico que provocan las cadenas largas. Como consecuencia, esconden los

centros de union de las enzimas inhibiendo la hidrélisis del ftalato (Xia y cols. 2004).

Existen investigaciones acerca de la degradacion de DBF de manera biologica (Hashizume y
cols. 2002). Se ha observado la efectividad del sistema ligninocelulésico de los hongos de
pudricion blanca para degradar el DBF a CO,. Este tipo de hongos muestran capacidades
oxidativas para degradar varios contaminantes como compuestos clorados y fenolicos. Debido
a la poca especificidad de las enzimas les permite degradar mezclas complejas de estos
contaminantes. Las enzimas presentes en este sistema extracelular (lignina peroxidasas,
manganeso peroxidasas y lacasas) se relacionan con la biodegradacion de plastificantes. Por lo
tanto, los hongos poseen varios méritos en la biodegradacion de compuestos toxicos, por la
habilidad de mineralizacién, oxidacion de sustratos insolubles y secrecion de enzimas

extracelulares (Lee y cols. 2007).

En general, sin importar el medio en el que se encuentren, la biodegradacion de ftalatos tiene
caracteristicas similares. Estas se enlistan a continuacion: 1) existe una disminucién en la
degradacion conforme aumenta la cadena carbonada, 2) la degradacion anaerdbica es
generalmente mas lenta que la aerdbica, 3) la degradacion primaria del ftalato es de primer
orden y 4) altas concentraciones del plastificante o de sus metabolitos inhiben su

biodegradacion (Liang y cols. 2008).



1.3 Concentracion inhibitoria media de una sustancia toxica (Clsg)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) ha sido el indicador mas utilizado, en terapia
antimicrobiana, durante décadas. Esta CMI se defina como la concentracion mas baja de
medicamento que previene el crecimiento visible de microorganismos luego de 24 horas de
cultivo. La CMI se considera un parametro fundamental, sin cuyo conocimiento no se tendria

éxito en la terapia antibacteriana.

Sin embargo, este pardmetro también se utiliza para medir el efecto de la concentracion de
desinfectantes (cloro), sustancias toxicas o contaminantes en un microorganismo en
especifico. Por lo tanto, la CMI es la concentracion mas baja de la sustancia utilizada que

mantiene o reduce la viabilidad del inoculo microbiano.

Asimismo, la concentracion inhibitoria media (Clsop) es una medida de la efectividad de un
compuesto para inhibir una funcion biolodgica o bioquimica. Este parametro cuantitativo indica
cuanto se necesita de algin medicamento en particular u otra sustancia (inhibidor) para inhibir
un proceso bioldgico (o componente de un proceso como enzimas, células, receptores o
microorganismos) en un 50%. Este concepto se utiliza comunmente para medir la potencia
antagonista de un medicamento. De acuerdo con la FDA (Food and Drug Administration), la
Cls representa la concentracion de la sustancia utilizada que es requerida para inhibir el 50%
del crecimiento microbiano en experimento in vitro. Este parametro es comparable con la
DLsp. Sin embargo, ésta se utiliza para experimentos in vivo (Cheng y Prusoff 1973,

Hoetelmans 2011).

Se ha reportado la CMI y Clso de DEF para E. coli, Aspergillus niger y Staphylococcus
aureus. Esta CMI estd definida como la concentracion minima de DEF a la cual el crecimiento
microbiano de los tres microorganismos fue inhibido. La Clsy la definieron como la
concentracion de DEF que inhibe el 50% de la tasa de crecimiento microbiano (Gogra y cols.

2010).



1.4. Estructura de las hifas en el desarrollo de los hongos

El aspecto bésico, figura y estructura de un organismo (hongo, planta o animal) no se originan
al mismo tiempo. El aspecto y la forma emergen como resultado de una serie de ajustes que
ocurren durante el crecimiento. Cada uno de estos ajustes son usualmente irreversibles dentro
de la secuencia morfogenética pero generalmente reversibles cuando ocurren alteraciones
graves como trasplantes nucleares y celulares, regeneracion después de un dafio, etc. El
proceso completo en el cual la organizacion final y patrones del organismo son establecidos

se conoce como morfogénesis (Moore 1998).

El desarrollo de distintos patrones del micelio fungico es una consecuencia directa de su
crecimiento. En algunos casos, el desarrollo micelial de un inoculo no diferenciado a
estructuras complejas con distintas zonas de diferenciacion celular forman patrones como los
anillos concéntricos cuando se encuentra en un medio solido. En la naturaleza, el micelio
fingico se observa muy rara vez. Ademas, éste puede crecer como una enorme masa esparcida
por debajo de la tierra y entre los organismos vivos que se encuentran cerca. La estructura
micelial puede tomar distintas formas, incluyendo rizoformos, micorrizas, esclerotia o una
forma difusa parecida a la que se obtiene en un laboratorio. Esta forma difusa también llamada
colonia se observa cuando el hongo crece sobre una superficie de agar. Esta colonia se acerca
a una coleccion de organismos independientes los cuales forman una red de células tubulares
que interactian para formar la fase vegetativa del hongo. Esto permite las funciones de
adquisicion de nutrientes, crecimiento, dormancia y migracion. Ademas, esta fase forma la

estructura de soporte para el desarrollo del cuerpo fructifero (Moore 1998).

El micelio es responsable de desarrollar respuesta a factores ambientales usando un repertorio
restringido de formas celulares (forma tubular). Por esta razon, los hongos se adaptan
facilmente al crecimiento en condiciones de laboratorio. Por lo tanto, el micelio fingico se
considera ideal para el estudio experimental de los mecanismos de desarrollo. El micelio se
desarrolla por el crecimiento de células individuales, las cuales por elongacion, ramificacion y
fusion dan origen a los diferentes tejidos y organos del hongo. El micelio forma una

comunidad de hifas en donde la célula inicial puede poseer esporas sexuales o asexuales o un



fragmento de micelio. El desarrollo micelial comienza por el crecimiento de células tubulares
en apices y por ramificaciones que eventualmente produce una colonia de células
interconectadas. En condiciones de laboratorio, se definen diferentes pardmetros de
crecimiento relacionados con el incremento celular (tasa de elongacion de la punta, sitio de

ramificaciones, entre otras) (Moore 1998).

La estructura celular de los hongos es semejante a la mayoria de los eucariontes, donde sus
organelos estdn delimitados por membranas: nucleo, mitocondrias, vacuolas, reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi. El compartimiento de la punta de la hifa es rico en
organelos, incluyendo una zona densa de mitocondrias y pequefias vesiculas membranosas a
las cuales se les denomina grupo de vesiculas apicales. La punta de la hifa también puede
tener notables vacuolas, estas son pequefias al inicio, pero se alargan progresivamente. En los
compartimientos maduros, €stas pueden ocupar un gran volumen, restringiendo el nucleo y el
resto del citoplasma hacia la zona periférica. En las hifas maduras el compartimiento puede
estar vacio y la pared puede romperse por lisis enzimatica. Usualmente le protoplasma y las
reservas de energia almacenadas han sido retiradas de este compartimiento y movilizadas a

otra parte del micelio (T¢llez 2002).

Las vacuolas de los hongos poseen varias funciones, incluyendo el almacenar compuestos y el
reciclamiento de metabolitos celulares. El sistema excretor lo constituye el reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi y vesiculas. Este sistema implica el crecimiento de la punta
y la secrecion de enzimas para degradar nutrimentos externos. La membrana plasmatica es el
limite entre lo que constituye la célula y el ambiente, ésta evita el paso del material celular
hacia el ambiente y viceversa. La membrana plasmdtica es una estructura lipoproteica que
separa a las células entre si y del medio pero, esta separacion no es completa ya que debe
haber un intercambio entre el interior y el ambiente, liberando productos de excrecion y
absorbiendo nutrientes. La membrana plasmatica y la pared celular forman un mecanismo

fisicoquimico que regula la entrada de moléculas (Téllez 2002).

La pared celular define la forma de la hifa, le provee de fuerza mecénica para resistir la

presion interna. La pared celular de muchos hongos filamentosos estd compuesta



principalmente de polisacéridos, proteinas y lipidos. Consiste en una pared primaria interna
compuesta de microfibrillas de quitina y una pared secundaria externa compuesta de glucanos.
Esta se puede dividir en dos fracciones, una soluble en alcali la cual contiene a-glucanos,
heteroglucanos y glicoproteinas y, la otra fraccioén es insoluble en alcali que contiene quitina,
celulosa y B-glucanos. Estos componentes forman una red fibrilar que le proporciona a la

pared dureza y forma (T¢llez 2002).
1.5. Ascomicetos

Las especies de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger pertenecen a la clase de
ascomicetos. Estos tienden a producir dos o mas tipos de esporas, unas de las cuales pueden
ser meidticas. Estas se consideran esporas sexuales llamadas ascosporas. Estas etapas
sexuales, llamadas teleomorfas, se reconocen taxondmicamente como miembros del phylum
Ascomycota. Los mismos hongos pueden producir uno o mas tipos de esporas asexuales,
generalmente llamadas conidios o clamidiosporas, en las etapas denominadas anamorfas, que

se han clasificado en un phylum independiente (Deuteromycota) (Chaverri y cols. 2003).

Los ascomicetos o Ascomycota constituyen un grupo monofilético dentro de la division
eumicetes del reino Fungi con aproximadamente 64 0000 especies conocidas. Representa el
mayor filo de hongos y uno de los mas diversos y ubicuos de los eucariontes (Conrad y cols.
2009). Habitan medios diversos como saprobios, parasitos y simbiontes. Esta clase de hongos
poseen enorme importancia cientifica, economica y practica. El caracter esencial de estos
hongos se debe a la formacion de esporangios especiales caracteristicos de su estado
reproductivo sexual, llamados ascas o ascos, en cuyo interior se generan esporas denominadas
ascosporas. Su talo puede ser unicelular aunque generalmente estd constituido por un micelio
bien desarrollado, con hifas ramificadas y septadas, cuyas células poseen de uno a varios
nucleos. Los ascomicetos llevan a cabo una reproduccion sexual y asexual. El estado de
reproduccion asexual o conidial se denomina anamorfo y al sexual o ascogeno se le denomina

teleomorfo (Herrera y Uloa 1998).

En general, los hongos de la familia de los ascomicetos causan pudricion blanda. Los hongos

causantes de la pudricion blanda utilizan un ataque similar al utilizado por los causantes de la



pudricion marrén. Se degrada preferentemente la celulosa. Este tipo de hongos atacan la
celulosa de las paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas en la pared

secundaria celular (Schwarze y cols. 2000).
1.5.1. Morfologia y estructura

Aunque el talo de algunos ascomicetos esta reducido a una sola célula, como suceden en las
levaduras, la mayoria tienen un micelio bien desarrollado, micro o macroscopico, con aspectos
y coloraciones muy diversos. EIl micelio esta formado por hifas septadas, delgadas o gruesas,
simples o muy ramificadas, cortas o largas, las que por lo general se extienden en todos
sentidos constituyendo micelios amorfos o con una forma regular y definida. Los septos de las
hifas son discoidales y se forman a expensas de la pared lateral que se va cerrando hacia el
centro. El cierre del tabique no es completo, pues en el centro queda un pequeiio orificio de
estructura sencilla, a través del cual generalmente se comunica el protoplasma de las células
contiguas. En ciertos casos, el poro estd obstruido por un tapén formado por corpusculos, los
que a su vez se originan en los cuerpos de woronin (cuerpos esféricos cristalinos, situados

cerca de los septos) (Ingraham y cols. 1995).

En la gran mayoria de los ascomicetos, las hifas estan estrechamente unidas formando
prosénquimas, o bien pseudoparénquimas. Estas representan estructuras que se observan en
los cuerpos fructiferos, en los estromas y esclerocios (Ingraham y cols. 1995).Todas las células
poseen pared celular, membrana celular, protoplasma y de uno a varios nucleos. La pared
celular es delgada o gruesa y estd constituida fundamentalmente por quitina, aunque presenta
menores cantidades de celulosa, compuestos péptidicos, proteinas, lipidos y sales minerales.
El protoplasma por lo comun es hialino y transparente. Contiene vacuolas y reservas de grasa

y glucogeno (Herrera y Uloa 1998).



1.5.2. Ciclo de vida, reproduccion sexual y asexual (Fig. 2)

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

activacion de ascosporas (Ingraham y cols. 1995).

El ciclo de vida de los ascomicetos comprende la formacion de hifas dicarioticas que tiene
lugar como consecuencia de diversos procesos de reproduccion sexual que llevan al
apareamiento de nucleos. Tales procesos de reproduccion pueden ser: contacto gametangial,
espermatizacion y somatogamia. En cualquier proceso de reproduccion, una vez que el
ascogonio esta fecundado se empiezan a originar diverticulos que pronto reciben copias de los
nucleos paternos y maternos y los organizan en hifas dicaridticas, con un nticleo de cada tipo
por célula. Estas células suelen crecer y ramificarse dentro de los tejidos del futuro ascoma,
integrados por hifas monocariodticas. En las células situadas en el extremo de las numerosas
ramificaciones de las hifas ascogenas tendra lugar la cariogamia. Debido a la ramificacion de
las hifas dicaridticas, una sola fecundacion inicial producira un extenso niimero de zigotos,
cada uno de los cuales actia como una célula madre de un asca. El crecimiento de las hifas
ascogenas se produce por uncinulacion. Este es un proceso exclusivo de los ascomicetos en
donde la primera célula dicaridtica se curva apicalmente en forma de gancho (uncinulo) que se
desarrolla en sentido opuesto al crecimiento. A la vez, se dividen ambos nucleos y uno de ellos
emigra al uncinulo. Posteriormente, se separa por tabiques transversales el par apical de
nucleos. Mientras tanto, el par apical del uncinulo se fusiona con la célula originada e
introduce en ella el ntcleo recibido. Este sistema de division celular se repite en cada célula
apical hasta la formacion del asco. Este mecanismo asegura que los nucleos hermanos se
separen en dos células, y por lo tanto se mantiene el caracter dicaridtico de dichas células. Las
células apicales binucleadas (primordio del asco) completan la reproduccion sexual con la
cariogamia. Sus dos nucleos se fusionan para dar el nucleo zigoético y se convierte en un

esporangio claviforme. A la célula diploide formada se le conoce como célula madre del asca.



Estas sufren meiosis para originar cuatro nucleos haploides que se dividen por mitosis

originando de esta forma los ochos nucleos haploides (Ingraham y cols. 1995).

Cada nucleo se delimita en una porcion del citoplasma y el reticulo endoplasmatico llamado
vesicula ascal que se va invaginando para formar las ascosporas. En los ascomicetos, las ascas
se forman protegidas por hifas monocaridticas derivadas de las que rodean el ascogonio,
constituyendo los cuerpos fructiferos llamados ascomas o ascoscarpos. En el proceso de
formacion de las ascosporas, los ascomicetos suelen expulsar a las esporas de forma activa por
una abertura apical. Estas ascosporas pueden ser elipsoidales o fusiformes, a veces alargadas,
unicelulares o pluricelulares, hialinas o con melanina. Cuando las ascosporas caen sobre un
medio adecuado, absorben agua, se hinchan y germinan. Esto ocurre por la accion del material
sintetizado en el reticulo endoplasmico como la quitina y los glucanos (necesarios para la
formacion de la pared). Estos compuestos son enviados a los dictiosomas a través de vesiculas.
En los dictiosomas ocurre la transformacion del material a membrana plasmatica, enzimas de
sintesis de la pared o ablandamiento. Posteriormente, estas vesiculas son transportadas al tubo
de germinacion en donde se unen a la membrana donde liberan su contenido, aumentando la
pared. La elongacion sufrida en el apice del tubo de germinacion se debe a la presion ejercida
por el protoplasto o presion osmdtica interna. Por esta razon, las hifas solo crecen en longitud,
pero no poseen preferencia de direccion, lo que da lugar a colonias radiales o esféricas
dependiendo del sustrato en el que se encuentre el hongo. De esta manera, comienza el

crecimiento del micelio haploide (Ingraham y cols. 1995, Madigan y cols. 2005).

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

el micelio o agrupados (Ingraham y cols. 1995, Kendrick 1985).
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Fig. 2 Ciclo de vida de los ascomicetos
1.5.3. Sistema enzimatico

Muchos ascomicetos (particularmente el género Aspergillus y Trichoderma) presentan un
sistema enzimatico xilanolitico. Estas enzimas (en su mayoria extracelulares) se enlistan a

continuacion (Chéavez 2006).

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

e [-xilosidasas: liberan xilosa de oligosacaridos cortos.

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

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

e Acetilxilanesterasas: hidrolizan grupos acetatos de la cadena principal.

e Ferulil y cumaril esterasas: hidrolizan los acidos aromaticos respectivos unidos a

residuos arabinofurandsidos.



En este trabajo, se utilizaron las cepas de Aspergillus niger, Neurospora sp € Hypocrea lixii.
Estas se identificaron con base en el andlisis de comparacion de las secuencias mediante PCR

de ITS (Cuamatzi 2011).
1.6. Microorganismos de interés
1.6.1. Neurospora sp

El género de Neurospora sp. se utiliza como un organismo modelo porque es fécil de cultivar
y tiene un ciclo de vida haploide que los hace simples para analisis genéticos, ya que los
rasgos recesivos se mostraran en la descendencia. El analisis de la recombinacion genética es
facilitado por la disposicion ordenada de los productos de la meiosis en Neurospora
(ascosporas). La totalidad de genoma de siete cromosomas ha sido secuenciada (Ingraham y

cols. 1995).

En Neurospora sp la pared celular de la region madura presenta al menos cuatro zonas
concéntricas (capas). La zona externa consiste de glucanos con enlaces B (1-3) y B (1-6), los
cuales son degradados por laminarinasas, la capa siguiente tiene un sistema de glicoproteinas
embebidas en una matriz de proteinas, la otra es una capa de proteinas y la region interna tiene

microfibrillas embebidas en proteinas (T¢llez 2002).
1.6.2. Hypocrea lixii

Los hongos de la familia Hypocreaceae s6lo se conocen por sus anamorfos y permanecen
ajenos a los teleomorfos conocidos. Estos anamorfos incluyen al género cosmopolita
Trichoderma. Las filogenia molecular ha demostrado conexiones anamorfo-teleomorfo en este
grupo (Kuhls y cols. 1996, Chaverri y cols. 2001, Dodd y cols. 2002), demostrando que H.

lixii es el teleomorfo de la especie Trichoderma harzianum (Papavizas 1985).

Los ascomicetos del orden de los Hypocreales y sus anamorfos incluyen hongos de
importancia econémica que van desde patogenos virulentos de plantas hasta efectivos agentes
de control bioldgico (tales como H. lixii) contra varias enfermedades de cultivos, hortalizas y

frutas (Harman y cols. 2004).



Este hongo puede utilizar casi cualquier compuesto organico y/o nutriente debido a su enorme
complejo de enzimas liticas. Sus materiales organicos constan de una amplia gama de azlcares

heteropolisacaridos (Scherm 2007).
1.6.3. Aspergillus niger

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios. Los
productos metabolicos de la invasion fungica suelen ser toxicos, tanto para el hombre como
para otros animales. También producen inhibicion de la germinacidn de las semillas. El color
es la principal caracteristica macroscopica para su identificacion. Poseen distintos tonos de
verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. Las cabezas conidiales presentan cuatro formas

basicas: globosa, radiada, columnar o claviforme (Kozakiewicz 1989).

Aspergillus niger es un ascomiceto filamentoso ubicuo para el ambiente. Este se ha implicado
en infecciones oportunistas en humanos. A. niger es conocido ampliamente como productor de
acido citrico. La fermentacion de este hongo se ha utilizado como modelo de dicho proceso.
En la naturaleza, este hongo desempefia un papel importante ya que participa en el ciclo del
carbono debido a que las enzimas hidroliticas y oxidativas que posee contribuyen en la
degradacion ligninocelul6litica de las plantas. Ademas, se ha observado que A. niger es un
organismo ampliamente utilizado en la produccion de una gran variedad de glucanasas que
pueden degradar completamente la celulosa. Estas enzimas se han utilizado en diversos
procesos industriales como bioblanqueo, extraccion y clarificacion de jugos, elaboracion de

alimento animal, entre otros (Villena y cols. 2003).

Por lo tanto, 4. niger muestra ventajas para la produccion industrial de enzimas: tiene un alto
nivel de producciéon industrial, presenta buenas propiedades para el cultivo, sus productos
generalmente son considerados seguros, lo que permite su aplicacion en la industria de

alimentos tanto para el hombre y animales (Villena y cols. 2003).



1.6.4. Escherichia coli

E. coli es una bacteria entérica que se caracteriza fenotipicamente por ser un bacilo recto gram
negativo de la familia Enterobacteriaceae. Se adapta facilmente ye que cuenta con procesos
que confiere a la célula la capacidad de probar su ambiente y moverse a regiones mas

favorables para su metabolismo (Padilla 2003).

Este microorganismo es no esporulado, moévil por flagelos peritricos, anaerobio facultativo,
oxidasa negativo y normalmente reduce nitratos a nitritos. Puede crecer tanto en condiciones
aerobias como anaerobias, catabolizan glucosa, lactosa y otros azlicares, mientras que no
pueden usar urea ni citratos. La temperatura de crecimiento 6ptima es de 35-40°C, es
quimioheterdtrofo y se reproduce por fision binaria. Pueden crecer en un rango de pH de 5 a 8

(Madigan y cols. 2005, Ingraham y cols. 1998, Padilla 2003).

E. coli forma parte de la flora normal habitual en el tracto digestivo de humanos, sin embargo,
existen algunas cepas patogenas causantes de diarrea. Estas se dividen en seis categorias
principales de acuerdo a sus diferentes mecanismos de patogenicidad, su interaccion con la
mucosa intestinal, sintomas diarreicos y caracteristicas epidemiologicas. Estas cepas son la
enteropatigénica  (EPEC),  enterohemorragica  (EHEC), enteroinvasiva  (EIEC),
enteroagregativa (EAggEC), enterotoxigénica (ETEC) y difusiva-adherente (DAEC) (Nataro y
Kaper 1998).



2. ANTECEDENTES

Se han llevado a cabo diversos estudios acerca de los ftalatos. Hashizume y cols. (2002)
estudiaron particularmente el DBF y DEHF. Estos investigadores encontraron a estos
compuestos en varias muestras de agua del rio Tempaku (Yagotoyama, Japén). De las ocho
cepas estudiadas del rio Tempaku, tres de ellas (R1, R7 y D1) no degradaron DMP, pero
mostraron habilidad para degradar otros ftalatos. En las pruebas de degradacion de ftalatos se
encontro que se degradd aproximadamente el 100% de DEHF, di-isobutil ftalato (DIBF) y
DBF, mientras que solo degrad6 alrededor del 70% de DEHF. Las cepas de Acitenobacter
Iwoffii R1-R3 y D1 mostraron una alta capacidad de degradacion de DBF.

Tanaka (2000) observo la degradacion de DBF por la enzima lipasa de Candida cylindracea
en un pH de 7.El producto de degradacion (BF) fue detectado por HPLC en 24 horas. La

concentracion de éste disminuyo en tres dias y se degrado en acido ftélico.

Por otro lado, Patrauchan y cols. (2005) realizaron estudios genémicos y protedmicos para
investigar el catabolismo de los ftalatos y benzoatos en Rhodococcus sp. (actinomiceto
degradador de bifeniles policlorados). Esta cepa fue aislada de suelo contaminado y mostrd
habilidad para degradar de manera aerobia los bifeniles policlorados (PCBs). La mencionada

cepa utilizo6 el benzoato y ftalato como fuente de carbono y energia.

Wang y cols. (2000) estudiaron la degradacion de dimetil tereftalato (DMTF) empleando las
bacterias Variovorax paradoxus y Sphingomonas yanoikuyae. Estas se aislaron de sedimentos
de la profundidad del océano del Mar del Sur de China. Las cepas de S. yanoikuyae mostraron
una alta capacidad de degradacion de DMTF a monometil tereftalato (MMTF). Por otro lado
las cepas de V. paradoxus mostraron habilidad de utilizar DMTF como unica fuente de

carbono y de energia.

Méndez y cols. (2007) estudiaron 20 cepas de hongos aislados de rellenos sanitarios capaces
de degradar polietileno. La actividad biodegradadora la determinaron con la técnica de
Kavelman y Kendrick a temperatura de 20 y 30° C y a pH 4.5-8.0. La cepa que degrad6 con

mayor eficiencia fue Aspergillus flavus.



En la degradacion de DBF por Polyborus brumalis, se observo crecimiento micelial a los 12
dias a tres diferentes concentraciones (250, 750 y 1250 uM). En la concentracion se 1250 uM
se observé un ligero crecimiento. El Dietil ftalato y monobutil ftalato fueron detectados como
intermediarios en la degradaciéon de DBF. La concentracion de ambos ftalatos decrecid
rapidamente después de 12-15 dias de incubaciéon. El principal producto de degradacion
resulto ser el &cido ftalico anhidro. La tasa de degradacion de DBF se determino por HPLC y

los productos de degradacion del DBF se determinaron por GC/MS (Lee y cols. 2007).

En otra investigacion se observo la degradacion de DBF en un biorreactor utilizando células
inmovilizadas de Bacillus sp. Este microorganismo se aisld de lodos activados. A las 33 horas
se logré la completa eliminacion del compuesto cuando la concentracion fue de 18mg/l. En
una segunda prueba se utilizO una concentracion de 22 mg/l. Se obtuvo la completa
degradacion de DBF en 12 horas. Estos estudios muestran que las células inmovilizadas de
Bacillus sp se adaptan rapidamente al DBF debido a que se observo crecimiento microbiano y

acumulacion de biomasa (Xiaoran 2007).

Se ha investigado la degradacion de DEF, DMF y DBF empleando Pleurotus ostreatus, Irpex
lacteus, Polyporus brumalis, Merulius tremellosus, Trametes versicolor y T. versicolor. Estos
mostraron una alta capacidad de degradar la mayoria de los ftalatos después de incubarse por
12 dias. Las cepas de Pleurotus ostreatus mostraron la mayor velocidad de degradacion de los
tres ftalatos probados. De éstos DBF fue degradado con mas rapidez por todas las cepas

estudiadas (Hwang y cols. 2008).

Por otra parte, las cepas de hongos aislados de suelo y desarrollados sobre DEHF mostraron
produccion de biomasa después de 20 dias de fermentacioén conteniendo 50 pl de DEHF como

unica fuente de carbono y energia por 50 ml de medio de cultivo (Sanchez y cols., 2009).

Recientemente, se encontrd que cepas aisladas de una productora de papel fueron capaces de
crecer en DEHF. Se observé crecimiento de las cepas en medio sélido a dos concentraciones

diferentes de DEHF: a 500 y 1000 mg/1 de medio de cultivo (Cuamatzi 2011).



En general, la degradacion de ftalato consiste en dos procesos: la biodegradacion primaria de
los ésteres de ftalato y monoésteres de ftalato a acido ftélico. Este se degrada posteriormente a

CO; y/o CHy4 (Staples y cols. 1997).

Kim y cols. (2002) utilizaron la bacteria E. coli para estudios de degradacion de DEHF. Se
investigo la eficacia de dos enzimas lipoliticas: cutinasa y esterasa. Cuando se uso la cutinasa
cerca del 90% de DEHF fue degradado dentro de las primeras 12 horas de incubacion. Por el
contrario, usando la misma concentracion de esterasa cerca del 85% de DEHF aun permanecia
en el medio de cultivo después de tres dias de tratamiento. En esta investigacion se encontrd
que en ambos procesos enzimaticos se formo rapidamente 1,3-isobenzofurandiona (IBF) por la
hidroélisis del grupo éster del DEHF. Los efectos toxicos de los productos de degradacion se
evalud usando la bacteria recombinante E. coli. En el proceso enzimatico utilizando esterasa se
forma el componente X que se cree causa un estrés celular significativo. Comparando ambas
enzimas, se encontré que la cutinasa mostrd una actividad especifica superior en la hidrélisis
de éster. En la degradacion de DEHF y BBF, la cutinasa fungica produjo el IBF que no fue

toxico para la bacteria.

En esta investigacion se estudio el crecimiento de cepas de hongos aislados del proceso de
reciclado de una industria productora de papel en DBF. Asi como la evaluacion de la toxicidad
del sobrenadante resultante de la fermentacion liquida de las cepas de hongos crecidas sobre
diferentes medios de cultivo conteniendo ya sea 500 o 1000 mg/l de DBF después de 21 dias

de crecimiento de dichas cepas.



3. JUSTIFICACION

El DBF es un contaminante del medio ambiente y toxico para el humano. Existen muy pocos
estudios sobre la degradacion de ftalatos empleando hongos, asi como sobre la toxicidad de
los compuestos obtenidos después del crecimiento de los hongos en estos contaminantes. Por
lo que en este trabajo se estudiard el crecimiento de Neurospora sp, Hypocrea lixii y
Aspergillus niger en DBF con el objeto de determinar si estas cepas emplean este compuesto
como fuente de carbono y energia y si los compuestos generados después de la fermentacion

liquida son toxicos.



4. HIPOTESIS

Las cepas de hongos aisladas previamente (Neurospora sp, Hypocrea lixxi, Aspergillus niger)
de la industria productora de papel seran capaces de crecer utilizando DFB como fuente de

carbono y energia

No se presentard un efecto toxico del sobrenadante obtenido de la fermentacion liquida de las
cepas de hongos crecidos sobre los diferentes medios de cultivo en el desarrollo de la cepa de

E. coli



5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar el crecimiento de cepas de hongos aisladas del proceso de reciclado de una industria
productora de papel utilizando DBF y evaluar la toxicidad de los compuestos obtenidos

después del crecimiento de estos organismos en fermentacion liquida.

5.2 Objetivos particulares

e Determinar la velocidad de crecimiento radial de hongos aislados del proceso de
reciclado de una industria productora de papel crecidos en dos concentraciones de DBF
(500 y 1000 mg/1)

e Determinar la velocidad de crecimiento especifica de hongos aislados del proceso de
reciclado de una industria productora de papel crecidos en dos concentraciones de DBF
(500 y 1000 mg/1)

e Determinar la toxicidad del sobrenadante de los cultivos mediante la evaluacion de la

viabilidad de E. coli.



6. METODOLOGIA

Las cepas utilizadas en este estudio fueron la cepa de Neurospora sp (aislada de la etapa de
pulpeo), Hypocrea lixii (aislada del agua residual) y Aspergillus niger (aislada de la etapa de
papel hidratado con biocida).

6.1. Velocidad de crecimiento radial (Vr)

La Vr de las cepas aisladas se evalué en tres medios de cultivo diferentes: 1) medio sin
adicion de DBF, 2) medio de cultivo con 1000 mg/l de DBF y, 3) medio de cultivo con 500
mg de DBF/I respectivamente. El medio sin ftalato se prepar6 por litro de agua con 1.0 g de
(NH4)2S04, 0.5 g de KH,POy4, 0.5 g de MgSO4, 0.3 g de CaHy (POy), 0.02 g de FeSO4, 0.02 g
de ZnSOy4, 0.02 g de MnSO4 y 20 g de agar bacterioldgico. El medio de DBF se prepar6 con
los mismos reactivos del medio sin ftalato méas 1000 y 500 mg de DBF/ 1 de medio de cultivo
respectivamente. Para la concentracion de 1000 mg de DBF/I se agrego6 0.56 gr de (NH4),SOs.
Asimismo, para la concentracion de 500 mg de DBF/ se le afiadi6 0.28 gr de (NH4),SO4. Para

determinar la Vr se afiadié 50 ml de medio cultivo a cada caja Petri utilizada.

El avance radial diario del micelio se determin6 en la fase exponencial de crecimiento del
hongo, y se empleod la ecuacion lineal para el procesamiento de los datos donde la pendiente
corresponderd a la V. Los datos obtenidos se reportaron en mm de avance radial micelial por
hora. Al final del avance radial del micelio se calculd la biomasa. Esta se valord por el método
del peso seco. El micelio completo junto con el agar contenido en la caja Petri se vacid a un
matraz de 50 ml. Posteriormente, se calentd en el autoclave a 60°C por 15 minutos hasta que
el agar se hizo liquido. Después, el micelio se filtr6é en un papel filtro previamente pesado y se
puso a secar durante 24 horas a 80°C hasta obtener un peso constante. Transcurrido el tiempo,
se peso el papel filtro con la biomasa seca y por diferencia de peso se determin6 la biomasa

obtenida al final del avance radial en mg/ml (Reeslev y cols. 1995).



6.2. Velocidad especifica de crecimiento (i)

Para determinar la p, cada una de las cepas se desarrollaron por separado en matraces de 250
ml que contenian 50 ml de medio de cultivo: 1) medio sin adicion de DBF, 2) medio de
cultivo con 1000 mg/l de DBF y, 3) medio de cultivo con 500 mg de DBF/I respectivamente.
El medio sin ftalato se prepard por litro de agua con 1.0 g de (NH4)2SO4, 0.5 g de KH,POy, 0.5
g de MgS0s, 0.3 g de CaHy4 (POy), 0.02 g de FeSOy4, 0.02 g de ZnSO4 y 0.02 g de MnSO,. El
medio de DBF se prepar6 con los mismos reactivos del medio sin ftalato mas 1000 y 500 mg
de DBF/ 1 de medio de cultivo respectivamente. Para la concentracion de 1000 mg de DBF/1 se
agregd 0.56 gr de (NH4),SO4. Asimismo, para la concentraciéon de 500 mg de DBF/ se le
afiadid 0.28 gr de (NH4),SOa.

Los matraces se inocularon con un fragmento de micelio de 10 mm de didmetro. Se incubaron
a 25 °C por 21 dias a 200 rpm. Se retiraron tres matraces cada veinticuatro horas. La biomasa
se separd por filtracion y se puso a secar en un horno a 60 °C hasta obtener peso constante.
Antes de determinar la velocidad especifica de crecimiento se determiné el pH de cada matraz
retirado a lo largo de los 21 dias de fermentacion. La p se determiné en la fase exponencial de
crecimiento del hongo, y se empled la ecuacion lineal para el procesamiento de los datos

donde la pendiente correspondera a la p.

6.3. Determinacion de la toxicidad del sobrenadante de los cultivos mediante la

evaluacion de la viabilidad de crecimiento de bacterias

Para determinar la toxicidad del sobrenadante de los cultivos de la fermentacion liquida se
utilizé agar R2A (especifico para bacterias) y 47.3 ml del sobrenadante obtenido después de la
filtracion de la biomasa de los cultivos liquidos empleados para determinar la p. Los medios
de cultivo se inocularon con 4.63 E+9 colonias de E. coli. Los medios de cultivo se incubaron
a 37 °C por 24 horas. El desarrollo de colonias se cuantific con un procesador de imagenes.

Asimismo, se llevo a cabo el analisis estadistico de los resultados.



6.4. Determinacion de la Clsode DBF
6.4.1. Preparacion del inoculo para la determinacion de la Cls, del plastificante

Se tomo una colonia de la cepa de E. coli. Se inocul6 en caldo de soya tripticaseina durante 24
horas a 37°C. Después de este tiempo de incubacion, se tomo con un asa bacteriologica una
parte del indculo liquido y se sembrd por estriado en una caja Petri con Agar Eosina Azul de
Metileno (agar selectivo de E. coli). Se incubd durante 24 horas a 37°C y se refrigerd para

mantener la cepa pura de la bacteria.
6.4.2. Medios de cultivo para la determinacion de Clsode DBF

Para la realizacion de la curva estandar de ftalato se prepararon diferentes medios de cultivo.
Estos contenian diferentes concentraciones de DBF: agar R,A (especifico para bacterias) con
0, 200, 500, 700, 1000 y 1200 mg/l de DBF respectivamente. Para cada medio de cultivo se
ajusto el pH a 6.5, se esterilizo y se enfrié a 37°C. Cuando se alcanzo la temperatura indicada

se agrego el ftalato.
6.4.3. Determinacion de la curva estandar de DBF y de la Cls,

Se tomo6 una colonia pura de la placa de E. coli con una asa bacteriologica y se sembrd en un
tubo que contenia 3 ml de caldo de soya tripticaseina + 2% de sacarosa. Se incubo durante 24
horas a 37°C en bafio maria. Transcurrido el tiempo de incubacion se tomaron 2.5 ml del
indculo y se coloco en un tubo vacio estéril. Posteriormente, se realizé una serie de diluciones
hasta 10, Se sembraron 4.63 E+9 colonias de E. coli en la caja de petri estéril y se agreg6 el
agar con las diferentes concentraciones de ftalato a 37°C. Se mantuvo en agitacion vertical y
horizontal la caja petri hasta que solidificd el agar. Se incubd durante 24 horas a 37°C.
Después del tiempo de incubacion se contaron las colonias empleando un procesador de
imagenes. Para calcular la Clsy se graficod la concentracion de DBF y el porcentaje de
mortalidad de bacterias. Se transformo la concentracion a la funcion Log concentracion y el
porcentaje de la mortalidad se transformd a unidades probit (Monje 2007) utilizando el

programa estadistico GraphPad Prism 5 ©. Las unidades probit representan unidades de



desviacion estdndar incrementadas en cinco con la finalidad de evitar el uso de ntimeros
negativos. Esta transformaciéon asume que la respuesta de los individuos se distribuye en
forma normal, correspondiendo la curva de respuesta a una de funcion de distribucién normal
(Criado y Muiiz 1978). Esta curva normal tiene una media de 5, valor que corresponde a un
umbral proporcional de respuesta del 50% (Infante y Calderon 1994). Con los datos obtenidos
se determiné la Cls utilizando la ecuaciéon de la linea recta, donde y=DLso. Se estima con el
modelo calculado el valor para un 50% de mortalidad. En unidades Probit 50% corresponde a

5 (Monje 2007).

6.5. Determinacion del grosor de la pared y diametro de las hifas de la ZJ y ZM de las

cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger

Para diferenciar la zona joven (ZJ) de la zona madura (ZM) se utilizaron colonias de
Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger de siete dias de desarrollo en tres diferentes
medios de cultivo so6lidos: 1) medio sin adicion de DBF, 2) medio de cultivo con 1000 mg/l
de DBF vy, 3) medio de cultivo con 500 mg de DBF/I respectivamente. El medio sin ftalato se
prepard por litro de agua con 1.0 g de (NH4)2SOy4, 0.5 g de KH,PO4, 0.5 g de MgSOy4, 0.3 g de
CaHys (POy4), 0.02 g de FeSO4, 0.02 g de ZnSO4, 0.02 g de MnSO4 y 20 g de agar
bacteriologico. El medio de DBF se preparé con los mismos reactivos del medio sin ftalato
mas 1000 y 500 mg de DBF/ I de medio de cultivo respectivamente. Para la concentracion de
1000 mg de DBF/I se agregd 0.56 gr de (NH4),SO4. Asimismo, para la concentracion de 500
mg de DBF/ se le afiadio 0.28 gr de (NH4),SO4. Estas colonias se tifieron con azul de
toluidina al 0.1%. El reactivo se coloco sobre la colonia y después de veinte minutos se retiro,
lavando el exceso con agua destilada. Posteriormente, se midieron las zonas diferenciadas ZJ y

ZM utilizando un procesador de iméagenes.

6.6. Determinacion del grosor de la pared de la hifa y el diametro de las hifas del
sobrenadante de la fermentacion liquida de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y

Aspergillus niger

Para determinar el grosor de la pared de la hifa y el diametro de las hifas de las tres cepas de

hongos utilizadas se tomaron muestras de los 21 dias de fermentacion del sobrenadante



obtenido después de la filtracion de la biomasa de los tres diferentes medios de cultivos
liquidos que fueron empleados para la determinacion de la velocidad de crecimiento especifica
y se midio el grosor de la pared de la hifa y el diametro de las mismas utilizando el procesador

de imagenes.



7. RESULTADOS

7.1. Evaluacion de la velocidad de crecimiento radial de las tres cepas de hongos aisladas

de la industria productora de papel

La cepa de Neurospora sp e Hypocrea lixii invadieron la caja Petri a las 42 horas de

incubacion. Para la cepa de Aspergillus niger fue a las 64 horas de su incubacion.

Para la cepa de Neurospora sp se observé una velocidad radial menor en el medio sin adicion
de DBF y mayor en el medio de 500 mg/l de DBF. Por el contrario, la cepa de Hypocrea lixii
mostré una velocidad radial menor para el medio de 1000 mg/l de DBF y mayor Vr en el
medio sin adicion de DBF. En el caso de la cepa de Aspergillus niger mostré mayor Vr en el

medio de 500 mg/l de DBF y menor Vr en el medio sin adiciéon de DBF (Tabla 1).

Para las tres cepas estudiadas se realizaron analisis estadistico. Se empled una prueba de
ANOVA de una sola via. La variable independiente fue la Vr y los medios de cultivo fueron el

factor de tres niveles (1000 mg/l DBF, 500 mg/l DBF y sin adicién de ftalato).

Para el caso de la cepa de Neurospora sp se observo que no existe una diferencia significativa
de la Vr entre los medios de cultivo de 1000 y 500 mg/l de DBF (P>0.05). Por el contrario
para los medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y el medio sin adicion de ftalato; asi como
para el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicion de ftalato se observé una diferencia

significativa (P<0.0001).

Para el caso de la cepa de Hypocrea lixii se observo que no existe una diferencia significativa
de la Vr entre los medios de cultivo de 1000 y 500 mg/l de DBF (P>0.05). Por el contrario
para los medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y el medio sin adicion de ftalato; asi como
para el medio de 500 mg/l Para la cepa de Hypocrea lixii, se observo que no existe una

diferencia significativa de la Vr en los tres medios de cultivo utilizados (P=0.1717)

Por otro lado, para la cepa de Aspergillus niger se observo diferencia significativa entre los

tres medios de cultivo (P<0.0001) con respecto a la Vr.



Tabla 1. Vr (mm/h) de las tres cepas de hongos filamentosos

MEDIO DE CULTIVO
CEPA Sin adicion de DBF (mg/l)
ftalato
500 1000
Neurospora sp 1.065 (0.017) 1.318° (0.015) 1.309b(0.003)
Hypocrea lixii 0.742% (0.019) 0.555b(0.005) O.573b(0.001)
Aspergillus niger 0.327%(0.003) 0.715° (0.015) 0.685° (0.005)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglon con diferente letra
son significativamente diferentes (P<0.05)

Por otro lado, se evalu¢ la cantidad de la biomasa producida después de que la caja petri habia
sido invadida por el sustrato de las tres cepas de hongos aislados previamente de la industria
productora de papel, lo cual es un indicador del consumo del DBF. Como se observa en la
Tabla 2, en la cepa de Neurospora sp se obtuvo menor biomasa en el medio sin adicion de
ftalato. Asimismo, se observd mayor biomasa en el medio de 1000 mg/l de DBF en
comparacion con el de 500 mg/l .Aunque la diferencia entre los tres medios de cultivo con

respecto a la biomasa obtenida al final del avance radial no result6 significativa (P=0.1649).

En el caso de la cepa de Hypocrea lixii se observd mayor biomasa en el medio sin adicion de
DBF. En el medio de 1000 mg/l de DBF se obtuvo menor biomasa que en el de 500 mg/l de
DBF. En general, la diferencia entre los tres medios de cultivo con respecto a la biomasa

obtenida no es significativa (P=0.3819).




En el caso de la cepa de Aspergillus niger se observd mayor biomasa en el medio de 500 mg/1
de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo. En el medio de 1000 mg/l de
DBF se observdo mayor biomasa en comparacion con el medio sin adicion de ftalato. La
diferencia entre los tres medios de cultivo con respecto a la biomasa obtenida no resulto

significativa (P=0.3173).

Tabla 2. Biomasa (mg/ml) obtenida al final del avance radial de las tres cepas de hongos

filamentosos
MEDIO DE CULTIVO
CEPA Sin adicion de DBF (mg/l)
ftalato
500 1000
Neurospora sp 0.0573* (0.030) 0.1073% (0.045) 0.1133%(0.022)
Hypocrea lixii 0.1593% (0.023) 0.0820% (0.001) 0.0613% (0.030)
Aspergillus niger 0.1227* (0.042) 0.1223%(0.118) 0.1327*(0.116)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra

son significativamente diferentes (P<0.05)




7.2. Evaluacion de la velocidad especifica de crecimiento y pH de la fermentacion liquida

de las tres cepas de hongos aisladas de la industria productora de papel

Como se muestra en la Tabla 3, para la cepa de Neurospora sp se observo una u mayor en el
medio sin adicion de ftalato en comparacion con los otros dos medios de cultivo. Asimismo,
se observo mayor p en el medio de 500 mg/l de DBF en comparacion con el medio de 1000
mg/l de DBF. Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observo que no existe

una diferencia significativa de la p entre los tres medios de cultivo utilizados (P=0.0822).

En el caso de Hypocrea lixii se observd una p mayor en el medio conteniendo 1000 mg/l de
DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo. Asimismo, se observd mayor | en
el medio sin adicion de ftalato en comparacion con el medio de 500 mg/l de DBF. Realizando
el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observdo que no existe una diferencia

significativa de la p entre los tres medios de cultivo utilizados (P=0.2673).

Para la cepa de Aspergillus niger, se observo una p mayor en el medio conteniendo 500 mg/1
de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo. Asimismo, se observd mayor p
en el medio conteniendo 500 mg/l de DBF en comparacién con el medio sin adicién de ftalato.
Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observdO que no existe una
diferencia significativa de la p entre los medios conteniendo 1000 y 500 mg/l de DBF
respectivamente (P>0.05). Con respecto a los medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y el
medio sin adicion de ftalato si se observo diferencia significativa. Asimismo, para los medio

de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicion de ftalato (P=0.0014).



Tabla 3. Velocidad especifica de crecimiento (h™") de las tres cepas de hongos

filamentosos
MEDIO DE CULTIVO
CEPA Sin adicion de DBF (mg/l)
ftalato
500 1000
Neurospora sp 0.0036 (0.0003) 0.0034" (0.0004) 0.0025" (0.0006)
Hypocrea lixii 0.0055" (0.0007) 0.0048" (0.0008) 0.0060" (0.0009)
Aspergillus niger 0.0014" (0.00005) 0.0050° (0.0007) 0.0039° (0.0008)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra

son significativamente diferentes (P<0.05)




Con respecto al pH, para la cepa de Neurospora sp en el medio de 1000 mg/l de DBF el pH
inicial fue de 6.38 y el pH final fue de 3.73 (en el dia 21 de la fermentacion liquida). Para el
medio de 500 mg/l de DBF, el pH inicial fue de 6.48 y el pH final se determind en 2.65.
Asimismo, para el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 4.60 y el pH final fue de

2.72 (Fig. 3)
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Fig. 3. pH del sobrenadante de los cultivos durante el tiempo de fermentacion liquida de
Neurospora sp desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (), 500 mg/l de DBF (A) y sin

adicion de ftalato (e)



Para la cepa de Hypocrea lixii, se observo que en el medio de 1000 mg/1 de DBF el pH inicial
fue de 6.00 y el pH final fue de 3.93 (en el dia 21 de la fermentacion liquida). Para el medio de
500 mg/l de DBF el pH inicial fue de 6.41 y el pH final se determin6 en 4.97. Asimismo, para
el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 4.60 y el pH final fue de 3.30 (Fig. 4).
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Fig. 4. pH del sobrenadante de los cultivos durante el tiempo de fermentacion liquida de
Hypocrea lixii desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (), 500 mg/l de DBF (A) y sin

adicion de ftalato (o)



Con respecto al pH de la cepa de Aspergillus niger, en el medio de 1000 mg/l de DBF el pH
inicial fue de 5.98 y el pH final fue de 3.58 (en el dia 21 de la fermentacion liquida). Para el
medio de 500 mg/l de DBF el pH inicial fue de 6.32 y el pH final se determind en 4.25.
Asimismo, para el medio sin adicion de ftalato el pH inicial fue de 5.31 y el pH final fue de

2.46 (Fig.5).

7.00 -

6.00 -

5.00 -

4.00 A

pH

3.00 -

2.00 A

1.00 -

0.00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo de fermentacion (h)

Fig.5. pH del sobrenadante de los cultivos durante el tiempo de fermentacion liquida de
Aspergillus niger desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (4), 500 mg/l de DBF (A) y sin

adicion de ftalato (o)



7.3. Realizacion de la curva estandar de DBF y determinacion de la Cls

En la tabla cuatro se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) en una dilucion 10*
obtenidas por ml. Se observa que en el medio utilizado (agar R2A) las UFC/ml disminuyen
conforme aumenta la concentracion de ftalato. Es decir, en la concentracion mas alta de ftalato
(1200 mg/l DBF) contamos menos colonias por ml que en la menos concentrada (200 mg/l

DBF).

Tabla 4. Unidades formadoras de colonias (109)/ml obtenidas en agar R2A conteniendo

diferentes concentraciones de DBF

Medio de Concentracion de DBF (mg/l)
cultivo
0 200 500 700 1000 1200
R,A 4.63 3.58 2.41 2.05 1.14 0.46

Después de obtener las UFC/ml en las diferentes concentraciones de DBF utilizadas,
convertimos los datos de concentracion de DBF al log de la concentracion y el porcentaje de la
mortalidad de bacterias lo transformamos a unidades Probit (Monje 2007) para obtener los
parametros utilizados (Tabla 5) para la curva estandar de DBF y posteriormente determinamos

la ClIsp de DBF en agar R2A.




Tabla 5. Parametros utilizados para obtener la Clsy de DBF

Concentracion de

Log de la concentracion

Porcentaje de

Probit del

DBF (mg/l) de DBF (mg/l) mortalidad porcentaje de
mortalidad
0 0 0 0
200 2.30 22.70 4.25
500 2.70 47.95 4.95
700 2.85 55.72 5.14
1000 3.00 75.38 5.69
1200 3.08 90.07 6.29




Al graficar el log de la concentracion de DBF y las unidades Probit del porcentaje de
mortalidad (Fig. 6) obtuvimos la ecuacion de la recta: y=1.917x-0.0635, determinando que la

Clso para DBF fue de 473 mg/I.

% mortalidad (unidades probit)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Concentracion DBF (log)

Fig. 6. Porcentaje de mortalidad de colonias de E. coli obtenido en diferentes

concentraciones de DBF



7.4. Determinacion de la toxicidad del sobrenadante de los cultivos de la fermentacion
liquida de Neurospora sp mediante la evaluacion de la viabilidad de crecimiento de

bacterias en los tres medios cultivo utilizados

Para la cepa de Neurospora sp en el medio de 1000 mg/l de DBF se observo que a medida que
pasaban los dias de fermentacion aumentaba el nimero de colonias de E. coli. Es decir, se
presentaron mayor nimero de colonias de bacterias en el dia 21 (1.6E10) en comparaciéon con
el primer dia de la fermentacion (1.1E9). En el medio de 500 mg/l de DBF se observo que al
igual que en el medio de 1000 mg/l de DBF a medida que pasaban los dias de fermentacion
aumentaba el numero de colonias de E. coli. Es decir, se presentaron mayor nimero de
colonias de bacterias en el dia 21 (3.1E10) en comparaciéon con el primer dia de la
fermentacion (6.0E8). En el medio sin adicion de ftalato se obtuvieron 3.07E9 colonias de E.
coli durante los 21 dias de le fermentacion, mostrando un crecimiento uniforme durante el
tiempo que durd la fermentacion liquida (Fig. 7). Se observo que de los tres medios utilizados,
en el medio conteniendo 500 mg/l de DBF se obtuvieron mayor nimero de colonias de E. coli

en el ultimo dia de la fermentacion.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el primer dia de la fermentacion
de los tres medios de cultivo utilizados se observd que no existe una diferencia significativa
del niimero de colonias de E. coli entre los medios de cultivo de 1000 y 500 mg/l de DBF
respectivamente (P>0.05). Por el contrario, para los medios de 1000 mg/l de DBF y sin
adicion de ftalato se observd una diferencia significativa del niimero de colonias de E. coli
(P=0.0002). Asimismo, para los medios de 500 mg/l de DBF y sin adicion de ftalato también

se observo una diferencia significativa del numero de colonias de E. coli (P=0.0002).

Para el punto medio (240 h) de la fermentacién se observo una diferencia significativa entre

los tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).

Para el punto final de la fermentacion (540 h) se observo una diferencia significativa entre los
medios que contenian 1000 mg/l de DBF y 500 mg/l de DBF (P<0.0001). Asimismo, se
observo diferencia significativa entre los medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y sin adicion

de ftalato una diferencia significativa entre los tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).



Por el contrario, no se observd diferencia significativa entre los medios de cultivo de 500 mg/1

de DBF y sin adicion de ftalato (P>0.05).
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Fig. 7. Nimero de colonias de E. coli obtenidas a lo largo de la fermentacion liquida en

el sobrenadante de los cultivos de Neurospora sp desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF

(4), 500 mg/l de DBF ( A) y sin adicion de ftalato (e)



7.5. Determinacion de la toxicidad del sobrenadante de los cultivos de la fermentacion
liquida de Hypocrea lixii mediante la evaluacion de la viabilidad de crecimiento de

bacterias en los tres medios cultivo utilizados

Para la cepa de Hypocrea lixii en el medio de 1000 mg/l de DBF se observé que a medida que
pasaban los dias de fermentacion aumentaba el nimero de colonias de E. coli. Es decir, se
presentaron mayor nimero de colonias de bacterias en el dia 21 (3.1E10) en comparaciéon con
el primer dia de la fermentacion (2.0E8). En el medio de 500 mg/l de DBF se observo que al
igual que en el medio de 1000 mg/l de DBF a medida que pasaban los dias de fermentacion
aumentaba el numero de colonias de E. coli. Es decir, se presentaron mayor nimero de
colonias de bacterias en el dia 21 (2.9E10) en comparacion con el primer dia de la
fermentacion (3.3E7). En el medio sin adicion de ftalato se obtuvieron 3.3E10 colonias de E.
coli durante los 21 dias de le fermentacion, mostrando un crecimiento uniforme durante el
tiempo que durd la fermentacion liquida (Fig. 8). Se observo que de los tres medios utilizados,
en el medio sin adicion de ftalato se obtuvieron mayor nimero de colonias de E. coli en el

ultimo dia de la fermentacion.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el primer dia de la fermentacion
de los tres medios de cultivo utilizados se observd que no existe una diferencia significativa
del niimero de colonias de E. coli entre los medios de cultivo de 1000 y 500 mg/l de DBF
respectivamente (P>0.05). Por el contrario, para los medios de 1000 mg/l de DBF y sin
adicion de ftalato se observd una diferencia significativa del niimero de colonias de E. coli
(P<0.0001). Asimismo, para los medios de 500 mg/l de DBF y sin adicion de ftalato también

se observo una diferencia significativa del numero de colonias de E. coli (P<0.0001).

Para el punto medio (240 h) de la fermentaciébn se observd que existe una diferencia

significativa entre los tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).

Para el punto final de la fermentacion (540 h) se observo una diferencia significativa entre los
medios de cultivo conteniendo 500 mg/l de DBF vy sin adicion de ftalato (P=0.0223). Por el
contrario, no se observo diferencia significativa entre los medios de cultivo conteniendo 1000

y 500 mg/l de DBF respectivamente (P>0.05). Asimismo, no se observo diferencia



significativa entre los medios de cultivo conteniendo 1000 mg/l de DBF y sin adicion de

ftalato (P>0.05).
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Fig. 8. Numero de colonias de E. coli obtenidas a lo largo de la fermentacion liquida en el
sobrenadante de los cultivos de Hypocrea lixii desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (4 ),

500 mg/l de DBF ( A)y sin adicion de ftalato (e)



7.6. Determinacion de la toxicidad del sobrenadante de los cultivos de la fermentacion
liquida de Aspergillus niger mediante la evaluacion de la viabilidad de crecimiento de

bacterias en los tres medios cultivo utilizados

Para la cepa de Aspergillus niger en el medio de 1000 mg/l de DBF se observé que a medida
que pasaban los dias de fermentacién aumentaba el nimero de colonias de E. coli. Es decir, se
presentaron mayor nimero de colonias de bacterias en el dia 21 (3.19E10) en comparacion
con el primer dia de la fermentacion (6.7E7). En el medio de 500 mg/l de DBF se observé que
al igual que en el medio de 1000 mg/l de DBF a medida que pasaban los dias de fermentacion
aumentaba el numero de colonias de E. coli. Es decir, se presentaron mayor numero de
colonias de bacterias en el dia 21 (3.06E10) en comparacion con el primer dia de la
fermentacion (6.3E7). En el medio sin adicion de ftalato se obtuvieron 3.21E10 colonias de E.
coli durante los 21 dias de le fermentacion, mostrando un crecimiento uniforme durante el
tiempo que durd la fermentacion liquida (Fig. 9). Se observo que de los tres medios utilizados,
en el medio sin adicion de ftalato se obtuvieron mayor nimero de colonias de E. coli en el

ultimo dia de la fermentacion.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el primer dia de la fermentacion
de los tres medios de cultivo utilizados se observd que no existe una diferencia significativa
del niimero de colonias de E. coli entre los medios de cultivo de 1000 y 500 mg/l de DBF
respectivamente (P>0.05). Por el contrario, para los medios de 1000 mg/l de DBF y sin
adicion de ftalato se observd una diferencia significativa del nimero de colonias de E. coli
(P<0.0001). Asimismo, para los medios de 500 mg/l de DBF y sin adicion de ftalato también

se observo una diferencia significativa del numero de colonias de E. coli (P<0.0001).

Para el punto medio (240 h) de la fermentacién se observd una diferencia significativa entre

los tres medios de cultivo utilizados con respecto al nimero de colonias de E. coli (P<0.0001).

Para el punto final de la fermentacioén (540 h) de los tres medios de cultivo utilizados no se
observo una diferencia significativa entre los tres medios de cultivo utilizados con respecto al

numero de colonias de E. coli (P=0.2878).
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Fig. 9. Numero de colonias de E. coli obtenidas a lo largo de la fermentacion liquida en el

sobrenadante de los cultivos de Aspergillus niger desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF

(4), 500 mg/l de DBF ( A)y sin adicién de ftalato ()



7.7. Determinacion del grosor de la pared y diametro de las hifas en medio sélido de la

7J y ZM de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger

En la tabla 6 y 7 se muestran los datos del grosor de la pared de la hifas de la ZJ y ZM

respectivamente de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger.

Se observéd que para la cepa de Neurospora sp el grosor de la pared de la hifa de la ZJ en el
medio de 1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacion con los otros dos medios de cultivo.
Asimismo, en el medio de 500 mg/l de DBF se presentd mayor grosor de la pared de la hifa en
comparacion con el medio sin adicidon de ftalato. Con respecto a la ZM observamos que en el
medio de 1000 mg/l de DBF también se obtuvo mayor grosor de la pared de la hifa en
comparacion con los otros dos medios de cultivo. Para el medio de 500 mg/l de DBF se

observo mayor grosor de la pared de la hifa comparandolo con el medio sin adicién de ftalato.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observo que si existe una diferencia
significativa del grosor de la pared de la hifa de la ZJ en los medios de cultivo de 1000 mg/I de
DBF y el medio sin adicion de ftalato (P=0.0005). También se observd una diferencia
significativa entre el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicioén de ftalato (P=0.0005).
Por el contrario, no se encontr6 una diferencia significativa entre los medios de cultivo de

1000 mg/l de DBF y 500 mg/l de DBF (P>0.05).

Para el caso de la ZM realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observé que si
existe una diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa de la ZM en los medios de
cultivo de 1000 mg/l de DBF y el medio sin adicién de ftalato (P=0.0001). También se
observo una diferencia significativa entre el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicion
de ftalato (P=0.0001). Por el contrario, no se encontrd una diferencia significativa entre los

medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y 500 mg/l de DBF (P>0.05).

Para la cepa de Hypocrea lixii se observo que el grosor de la pared de la hifa de la ZJ en el
medio de 1000 mg/l de DBF fue mayor en comparaciéon con los otros dos medios de cultivo.
Asimismo, en el medio de 500 mg/l de DBF se presentd mayor grosor de la pared de la hifa en

comparacion con el medio sin adicion de ftalato. Con respecto a la ZM observamos que en el



medio de 1000 mg/l de DBF también se obtuvo mayor grosor de la pared de la hifa en
comparacion con los otros dos medios de cultivo. Para el medio de 500 mg/l de DBF se

observo mayor grosor de la pared de la hifa comparandolo con el medio sin adicién de ftalato.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observo que si existe una diferencia
significativa del grosor de la pared de la hifa de la ZJ en los medios de cultivo de 1000 mg/I de
DBF y el medio sin adicion de ftalato (P=0.0020). También se observd una diferencia
significativa entre el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicioén de ftalato (P=0.0020).
Por el contrario, no se encontré una diferencia significativa entre los medios de cultivo de

1000 mg/l de DBF y 500 mg/l de DBF (P>0.05).

Para el caso de la ZM realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observé que si
existe una diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa de la ZM en los medios de
cultivo de 1000 mg/l de DBF y el medio sin adicién de ftalato (P<0.0001). También se
observo una diferencia significativa entre el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adicion
de ftalato (P<0.0001). Por el contrario, no se encontrd una diferencia significativa entre los

medios de cultivo de 1000 mg/l de DBF y 500 mg/l de DBF (P>0.05).

En el caso de la cepa Aspergillus niger se observo que el grosor de la pared de la hifa de la
ZJ en el medio de 1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacion con los otros dos medios de
cultivo. Asimismo, en el medio de 500 mg/l de DBF se presentd mayor grosor de la pared de
la hifa en comparacion con el medio sin adicion de ftalato. Con respecto a la ZM se observo
que en el medio de 1000 mg/l de DBF también se obtuvo mayor grosor de la pared de la hifa
en comparacion con los otros dos medios de cultivo. Para el medio de 500 mg/l de DBF se
observé mayor grosor de la pared de la hifa comparandolo con el medio sin adicién de ftalato.
Se comparo la ZJ de los tres medios de cultivo para cada cepa. Asimismo, se compar6 la ZM
de los tres medios de cultivo para cada cepa. No se hizo una comparacion entre la ZJ y la ZM

de las tres cepas de hongos.

Realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observd que existe una diferencia

significativa del didmetro de la hifa ZJ en los tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).



Para el caso de la ZM realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observd que
existe una diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa de la ZM en los tres medios

de cultivo utilizados (P=0.0008).

Tabla 6. Grosor de la pared (um) de la ZJ de las tres cepas de hongos filamentosos

MEDIO DE CULTIVO

CEPA DBF (mg/l)
Sin adicion de ftalato
500 1000
Neurospora sp 0.1138(0.01) 0.213" (0.008) 0.251°(0.03)
Hypocrea lixii 0.124" (0.02) 0.200° (0.003) 0.221°(0.02)
Aspergillus niger 0.103% (0.007) 0.175" (0.01) 0.222°(0.01)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra
son significativamente diferentes (P<0.05).



Tabla 7. Grosor de la pared (um) de la ZM de las tres cepas de hongos filamentosos

MEDIO DE CULTIVO

CEPA DBF (mg/l)
Sin adicion de ftalato
500 1000
Neurospora sp 0.128%(0.02) 0.248 (0.01) 0.290° (0.02)
Hypocrea lixii 0.130% (0.003) 0.230 (0.006) 0.239° (0.007)
Aspergillus niger 0.167% (0.02) 0.206" (0.005) 0.251°(0.01)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra
son significativamente diferentes (P<0.05).

En la tabla 8 y 9 se muestran los datos del diametro de las hifas (um) de la ZJ y ZM

respectivamente de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger.

Se observd que para la cepa de Neurospora sp el didmetro de la hifa de la ZJ en el medio de
1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacién con los otros dos medios de cultivo. Asimismo,
en el medio de 500 mg/l de DBF se present6 mayor diametro de la hifa en comparacion con el
medio sin adicion de ftalato. Con respecto a la ZM se observo que en el medio de 1000 mg/1
de DBF también se obtuvo mayor didmetro de la hifa en comparacion con los otros dos
medios de cultivo. Para el medio de 500 mg/l de DBF se observd mayor didmetro de la hifa

comparandolo con el medio sin adicion de ftalato.



Realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observé que si existe una diferencia
significativa del didmetro de la hifa de la ZJ entre los tres medios de cultivo utilizados

(P<0.0001).

Para el caso de la ZM realizando el anélisis estadistico (ANOVA de una via) se observd que
también existe una diferencia significativa del diametro de la hifa de la ZM entre los tres

medios de cultivo utilizados (P<0.0001).

Para la cepa de Hypocrea lixii se observo que el diametro de la hifa de la ZJ en el medio de
1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacién con los otros dos medios de cultivo. Asimismo,
en el medio de 500 mg/l de DBF se presentd mayor didmetro de la hifa en comparacion con el
medio sin adicion de ftalato. Con respecto a la ZM se observo que en el medio de 1000 mg/1
de DBF también se obtuvo mayor diametro de la hifa en comparacion con los otros dos
medios de cultivo. Para el medio de 500 mg/l de DBF se observd mayor didmetro de la hifa

comparandolo con el medio sin adicion de ftalato.

Realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observé que si existe una diferencia
significativa del didmetro de la hifa de la ZJ entre los tres medios de cultivo utilizados

(P=0.0002).

Para el caso de la ZM realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observd que
también existe una diferencia significativa del diametro de la hifa de la ZM entre los tres

medios de cultivo utilizados (P<0.0001).

En el caso de la cepa Aspergillus niger se observo que el diametro de la hifa de la ZJ en el
medio de 1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacion con los otros dos medios de cultivo.
Asimismo, en el medio de 500 mg/l de DBF se presentd mayor didmetro de la hifa (1.344) en
comparacion con el medio sin adicion de ftalato. Con respecto a la ZM se observo que en el
medio de 1000 mg/l de DBF también se obtuvo mayor diametro de la hifa en comparacion
con los otros dos comparandolo con el medio sin adicion de ftalato (1.164). Se comparé la ZJ

de los tres medios de cultivo para cada cepa. Asimismo, se comparo la ZM de los tres medios



de cultivo para cada cepa. No se hizo una comparacion entre la ZJ y la ZM de las tres cepas de

hongos.

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) se observo que si existe una diferencia
significativa del diametro de la hifa de la ZJ en los medios de cultivo de 1000 mg/1 de DBF y
el medio sin adicion de ftalato (P=0.006). También se observd una diferencia significativa
entre el medio de 500 mg/l de DBF y el medio sin adiciéon de ftalato (P=0.006). Por el
contrario, no se encontrd una diferencia significativa entre los medios de cultivo de 1000 mg/1

de DBF y 500 mg/l de DBF (P>0.05).

Para el caso de la ZM realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) se observd que
existe una diferencia significativa del didmetro de la hifa de la ZM entre los tres medios de

cultivo utilizados (P<0.0001).

Tabla 8. Diametro de las hifas (um) de la ZJ de las tres cepas de hongos filamentosos

MEDIO DE CULTIVO

CEPA DBF (mg/l)
Sin adicion de ftalato
500 1000
Neurospora sp 1.017%(0.03) 1.581°(0.14) 1.969%0.07)
Hypocrea lixii 1.097* (0.04) 1.497° (0.07) 1.767(0.10)
Aspergillus niger 1.109* (0.05) 1.344° (0.04) 1.477°(0.07)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra

son significativamente diferentes (P<0.05)



Tabla 9. Diametro de las hifas (um) de la ZM de las tres cepas de hongos filamentosos

MEDIO DE CULTIVO

CEPA DBF (mg/l)
Sin adicion de ftalato
500 1000
Neurospora sp 1.127%(0.02) 1.664° (0.10) 2.210°(0.14)
Hypocrea lixii 1.122%(0.07) 1.593 (0.09) 1.959°(0.05)
Aspergillus niger 1.164%(0.02) 1.395°(0.01) 1.694° (0.09)

Se reporta la media y entre paréntesis la desviacion estandar. Las medias del mismo renglén con diferente letra

son significativamente diferentes (P<0.05)



7.8. Determinacion del grosor de la pared de la hifa del sobrenadante de la fermentacion

liquida de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger

Para la cepa de Neurospora sp, con respecto al grosor de la pared de la hifa (0.588 um) se
observo que para el medio de 1000 mg/l de DBF fue mayor en comparacion con los otros dos
medios de cultivo al final de los 21 dias de la fermentacion. De la misma manera, en el medio
de 500 mg/l de DBF se observd mayor grosor de la pared de la hifa (0.531 um) en

comparacion con el medio sin adicion de ftalato (0.288 um) (Fig. 10).

Realizando el andlisis estadistico (ANOVA de una via) para el tltimo dia de la fermentacion
(540 h) se observo que existe diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa entre los

tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 10. Grosor de la pared de la hifa de Neurospora sp de la fermentacion liquida

desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (4 ), 500 mg/l de DBF ( A) y sin adicién de ftalato
(®)



En el caso de la cepa de Hypocrea lixii se observd mayor grosor de la pared de la hifa (0.591
um) para el medio de 1000 mg/l de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo
al final de los 21 dias de la fermentacion. De la misma manera, en el medio de 500 mg/l de
DBF se observo mayor grosor de la pared de la hifa (0.529 pm) en comparacion con el medio

sin adicion de ftalato (0.285 um) (Fig. 11).

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el ultimo dia de la fermentacion
(540 h) se observo que existe diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa entre los

tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 11. Grosor de la pared de la hifa de Hypocrea lixii de la fermentacion liquida

desarrollado sobre 1000 mg/l de DBF (4 ), 500 mg/l de DBF ( A) y sin adicién de ftalato
(*)

Para la cepa de Aspergillus niger, con respecto al grosor de la pared de la hifa (0.578 um) para

el medio de 1000 mg/l de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo al final de



los 21 dias de la fermentacion. De la misma manera, en el medio de 500 mg/l de DBF se
observo mayor grosor de la pared de la hifa (0.521 pm) en comparacidon con el medio sin

adicion de ftalato (0.248 um) (Fig. 12).

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el tltimo dia de la fermentacion
(540 h) se observo que existe diferencia significativa del grosor de la pared de la hifa entre los

tres medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 12. Grosor de la pared de la hifa de Aspergillus niger de la fermentacion liquida
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7.9. Determinacion del diametro de la hifa del sobrenadante de la fermentacion liquida

de las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger

En el caso del diametro de la hifa, para Neurospora sp se observo mayor didmetro (3.778um)
para el medio de 1000 mg/l de DBF en comparacioén con los otros dos medios de cultivo al
final de los 21 dias de la fermentacion. De la misma manera, en el medio de 500 mg/l de DBF
se observo mayor diametro de la hifa (3.260 pm) en comparacion con el medio sin adicion de

ftalato (2.066 um) (Fig. 13).

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el tltimo dia de la fermentacion
(540 h) se observd que existe diferencia significativa del diametro de la hifa entre los tres

medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 13. Diametro de la hifa de Neurospora sp de la fermentacion liquida desarrollado
sobre 1000 mg/l de DBF (4 ), 500 mg/l de DBF ( A)y sin adicion de ftalato (e)

En el caso de la cepa de Hypocrea lixii se observo mayor diametro de la hifa (3.8610 um) para
el medio de 1000 mg/l de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo al final de

los 21 dias de la fermentacion. De la misma manera, en el medio de 500 mg/l de DBF se



observé mayor diametro de la hifa (3.273 um) en comparaciéon con el medio sin adicion de

ftalato (2.066 um) (Fig. 14).

Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el tltimo dia de la fermentacion
(540 h) se observo que existe diferencia significativa del didmetro de la hifa entre los tres

medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 14. Diametro de la hifa de Hypocrea lixii de la fermentacion liquida desarrollado
sobre 1000 mg/l de DBF (4 ), 500 mg/l de DBF ( A)y sin adicion de ftalato (o).

Para la cepa de Aspergillus niger, con respecto al didmetro de la hifa (3.757 um) para el
medio de 1000 mg/l de DBF en comparacion con los otros dos medios de cultivo al final de
los 21 dias de la fermentacién. De la misma manera, en el medio de 500 mg/l de DBF se
observo mayor grosor de la pared de la hifa (3.236 um) en comparacion con el medio sin

adicion de ftalato (1.822 um) (Fig. 15).



Realizando el analisis estadistico (ANOVA de una via) para el ultimo dia de la fermentacion
(540 h) se observd que existe diferencia significativa del diametro de la hifa entre los tres

medios de cultivo utilizados (P<0.0001).
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Fig. 15. Diametro de la hifa de Aspergillus niger de la fermentacion liquida desarrollado
sobre 1000 mg/l de DBF (4 ), 500 mg/l de DBF (A)y sin adicién de ftalato ()



8. DISCUSION

Lee y cols. (2006) observaron el efecto, en el crecimiento micelial del hongo Polyporus
brumalis, del DBF a tres diferentes concentraciones (250, 750 y 120 uM). Reportaron que en
general, el crecimiento micelial disminuyd conforme aumentaba la concentracion de DBF. En
el medio de 250 uM no reportaron una inhibicion significativa del crecimiento micelial. En los
medio de 750 y 120 uM observaron una inhibicion significativa del crecimiento del hongo.
Contrario a esto, los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que las tres cepas de
hongos aisladas previamente de la industria productora de papel (Neurospora sp, Hypocrea
lixii y Aspergillus niger) crecieron en los dos medios de cultivo a una concentracion de 1800
y 3500 uM de DBF (concentraciones mas altas que las utilizadas en el estudio de Lee y cols.
2006). Por lo tanto, se muestra que estas cepas fueron capaces de utilizar el DBF como fuente
de carbono y energia. Se ha reportado que la adsorciéon fisica de DBF por el micelio ocurre
gradualmente conforme se incrementa el tiempo de incubacion (Lee y cols. 2006). De esta
manera, el hongo Neurospora sp, mostré mayor Vr tanto en el medio de 1800 y 3500 DBF

uM (500 y 1000 mg/l de DBF respectivamente).

En otro estudio previo (Cuamatzi 2011, tesis de maestria), se midi6 la Vr de las tres cepas
utilizadas en este trabajo de investigacion crecidas sobre DEHF. Se observo que la cepa de
Neurospora sp mostr6 mayor Vr en DEHF al igual que en DBF. En este mismo estudio, se
observo que las tres cepas fueron capaces de crecer en 1000 mg/l y 500 mg/l de DEHF
respectivamente. Al igual que los resultados obtenidos en esta tesis, se encontré que en el
trabajo de Cuamatzi (2011, tesis de maestria), la cepa de Hypocrea lixii obtuvo mayor Vr en el
medio mineral en comparacion con los medios conteniendo1000 y 500 mg/l de DBF. Sin
embargo, para ambos trabajos no se observo una diferencia estadistica significativa, entre los

tres medios de cultivo para esta cepa.

Las tres cepas de hongos aisladas previamente de la industria productora de papel
(Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger) invadieron la caja petri en menor tiempo
(alrededor de 3 dias) que Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor y Daldinia

concentrica (hongos de pudricion blanca) (Lee y cols. 2004).



Se observd que Neurospora sp y Aspergillus niger aumentaban su crecimiento radial
conforme aumentaba la concentracion de DBF. Para las tres cepas de pudriciéon blanca se
observo que el crecimiento radial disminuyé conforme aumentaba la concentracion de DBF
(Lee y cols. 2004). La cepa de Hypocrea lixii mostr6 un comportamiento similar al
previamente reportado. Lee y cols. (2004) utilizaron 10, 50, 100, 200 y 500 (misma
concentracion utilizada en esta tesis) mg/l de DBF. Para las cepas de P. chrysosporium y T.
versicolor se inhibio el crecimiento radial a la concentracion de 500 mg/l de DBF. Por el
contrario, Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger crecieron en la concentracion de
500 y 1000 mg/l de DBF respectivamente. Para estas cepas no se observd inhibicion del
crecimiento radial. Las tres cepas de hongos crecieron también en el medio sin adicion de
ftalato lo que podria ser debido a que el hongos la fuente de carbono presente en el agar que
contiene el inoculo. Otra posible razén, es que cuando no existe fuente de carbono para el
hongo, sus células se degradan y utilizan los glucanos que se liberan por la lisis de la pared

celular de las hifas.

Cuamatzi (2011) evalu6 la densidad de biomasa producida al final del avance radial para tres
cepas de hongos aisladas de la industria productora de papel (Neurospora sp, Hypocrea lixii y
Aspergillus niger). Encontré que las cepas de Neurospora sp y Aspergillus niger mostraron un
incremento de biomasa en presencia de DEHF mostrando elevadas probabilidades de
degradacion y metabolizacion de DEHF. Asimismo, la cepa de Neurospora sp y Aspergillus
niger produjeron mayor biomasa en los medios conteniendo 500 y 1000 mg/l de DBF. Estos
resultados muestran que consumieron el compuesto como fuente de carbono y energia para su
crecimiento. Por el contrario, la cepa de Hypocrea lixii produjo mayor biomasa en el medio
sin adicion de ftalato en comparacion con el DEHF, en el cual esta cepa produjo mayor

biomasa en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF (Cuamatzi 2011).

Patil y cols. (2005) reportaron que la bacteria Delfia sp. TBKNP-05 presentd un crecimiento
bacteriano maximo en 4 dias de incubacién en un medio liquido de sales minerales
conteniendo 2000 mg/l de DBF. Las condiciones de incubacion fueron a 32°C +2°C y en
agitacion a 180 rpm. Observaron que esta bacteria fue capaz de degradar completamente esta

concentracion de DBF en 5 dias de incubacion. En nuestro trabajo, las tres cepas de hongos



utilizadas, mostraron crecimiento en la fermentacion liquida en los dos medios de cultivo que
contenian DBF 500 y 1000 mg/l de DBF en 21 dias (25°C, 200 rpm). Se ha reportado que el
tamafo del pellet y la velocidad de agitacion son pardmetros que influyen en el incremento de
la actividad enzimadtica y velocidad de degradacion de ftalatos. A una menor velocidad de
agitacion (100 rpm) se observa mayor degradacion de estos compuestos. Sin embargo, para
hongos de pudricion oscura (ascomicetos), se necesita incrementar la velocidad de agitacion
(150-200 rpm) para lograr mayor degradacion de estos compuestos (Kim y Song 2009). Los
hongos utilizados en esta tesis no alcanzaron la fase estacionaria por lo que no se reporto la
biomasa maxima calculada (se reporto la obtenida experimentalmente). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que el tiempo de incubacion debera incrementarse para futuros estudios.
Por un lado, estos datos muestran que los hongos degradan con menor rapidez a una
concentracion mas baja el DBF en comparacion con las bacterias (especificamente Delfia sp.
TBKNP-05). Por otro, muestran que las tres cepas de hongos previamente aisladas de la
industria productora de papel utilizan el plastificante como tnica fuente de carbono y energia.
A diferencia del medio solido, la cepa de Hypocrea lixii mostré mayor u en el medio de 500

mg/l de DBF en comparacion con las otras cepas.

Durante los 21 dias de la fermentacion, el pH de los tres medios de cultivo disminuy6
progresivamente en comparacion con el primer dia. Esto se debe a que de manera general, la
degradacion de DBF comienza con la biodegradacion primaria de los ésteres de ftalato y
monoésteres de ftalato a &cido ftalico (Staples y cols. 1997) produciendo diferentes acidos
grasos como los acidos hexadecanoicos, octadecanoicos, entre otros (Lee y cols. 2006).
Asimismo, Lee y cols. (2004) reportaron que el pH de los medios de cultivo disminuye

conforme aumenta el tiempo de incubacion (crecimiento).

La ClIsy obtenida fue de 473 mg/l. Se ha reportado que la Clsy de Dietil Ftalato (DEF) para esta
bacteria fue de 197.37 mg/l. Esto indica que E. coli fue més tolerante a este tipo de

compuestos (Gogra y cols. 2010).

En un trabajo previo, se utiliz6 la bacteria E. coli para estudios de degradacion y toxicidad de

los productos de DEHF. En este trabajo, utilizaron 500 mg/l de DEHF. Observaron que el



ftalato fue degradado alrededor del 90% por la accidon de la enzima cutinasa (aislada de un
ascomiceto). Encontraron que los productos de degradacion utilizando cutinasa no resultaron
toxicos para la bacteria E. coli pues no se encontrd dafio proteico ni estrés oxidativo. En este
trabajo reportaron que los hongos filamentosos presentes en el suelo (Aspergillus y
Trichoderma) son productores de cutinasas (Kim y cols. 2006). En este trabajo, se observo que
a medida que pasaban los dias de fermentacion, el nimero de colonias de la bacteria E. coli
aumentaba lo que muestra que el sobrenadante del dia 21 resulto ser menos inhibitorio en
comparacion con los otros dias de fermentacion, ya que los primero dias de incubacion
inhibieron el crecimiento bacteriano. Se observd mayor numero de colonias de E. coli (en el
dia 21 de la fermentacion) para el medio de 1000 mg/l de DBF en las tres cepas de hongos
estudiadas. Por lo anterior, estos resultados demuestran que el hongo degrada el DBF y lo
utiliza como fuente de carbono. Ademas, los productos de degradacion no resultaron toxicos
para la bacteria. Asimismo, se sugiere que el primer paso de la degradacion de DBF ocurre en

el medio a través de una reaccion enzimatica (Lee y cols. 2006).

Por otro lado, se ha reportado que el contenido de glucanos solubles e insolubles de la ZM son
menores en comparacion con los de la ZJ. En esta Gltima, se observa una cantidad alta de
glicogeno. Las hifas de la ZM son mas hidrofobicas en comparacion con las de la ZJ. Estas
zonas se relacionan con el almacenamiento de glucanos, el grosor y cambio de las propiedades
biofisicas de la pared (Sanchez y cols. 2004). Las cepas de Neurospora sp, Hypocrea lixii y
Aspergillus niger presentaron mayor grosor de la pared y diametro de la hifa en el medio que

conteniendo 1000 mg/l de DBF tanto de la ZJ como de la ZM en medio solido.

Las tres cepas de hongos previamente aisladas de la industria productora de papel presentaron
mayor grosor de la pared y didmetro de la hifa a lo largo de los 21 dias de la fermentacion
liquida en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF. En segundo lugar, presentaron mayor
grosor y didmetro de la hifa en el medio conteniendo 500 mg/l de DBF. Asimismo, el grosor
de la pared y diametro de las hifas incrementaron progresivamente conforme transcurria el
tiempo de incubacion. Los resultados del grosor de la pared y didmetro de la hifa dela ZJ y la

ZM. Asi como, los obtenidos del grosor de la pared y didmetro de la hifa en medio liquido



indican que los hongos incorporan el DBF a las hifas como nutriente para poder realizar sus

procesos metabolicos y de crecimiento.

Se ha reportado la degradacion de DEF, DMF y DBF empleando Pleurotus ostreatus. Este
hongo mostrd gran capacidad de degradar estos compuestos después de 12 dias. Esta cepa de
hongo degrado con mayor velocidad el DBF, demostrando que Pleurotus ostreatus utilizo el
DBF como fuente de carbono y energia (Hwang y cols. 2008). En otro trabajo, se reportd que
las cepas de hongos aisladas del suelo y desarrollados sobre DEHF mostraron produccion de
biomasa después de 20 dias de fermentacion conteniendo 5000 mg/l de DEHF como Unica

fuente de carbono y energia (Sanchez y cols. 2009).

Por lo tanto, los experimentos realizados en estas tesis nos muestran que los hongos
Neurospora sp, Hypocrea lixii y Aspergillus niger utilizan el DBF como fuente de carbono y
energia para su crecimiento. Asimismo, demuestran que degradan el DBF a compuestos
menos toxicos, ya que el sobrenadante de la fermentacion liquida de los hongos no resultd

toxico para la bacteria utilizada (E. coli).

Para finalizar, consideramos que se deben realizar otros estudios para corroborar que el DBF
esta siendo degradado a compuestos menos toxicos por un método de cromatografia de gases
acoplado a un espectrofotometro de masas. Asimismo, se puede corroborar la velocidad de

degradacion de este compuesto por un método de HPLC.



9. CONCLUSIONES

Las tres cepas de hongos utilizadas fueron capaces de crecer en los medios que

contenian DBF.

La cepa de Neurospora sp presentd mayor Vr comparacion con las otras dos cepas en
el medio conteniendo 500 mg/l de DBF en. A diferencia de lo anterior, la cepa de
Aspergillus niger produjo mayor biomasa en comparacion con las otras dos cepas en el
medio de cultivo conteniendo 500 mg/l de DBF. La cepa de Hypocrea lixii mostrd
mayor velocidad especifica de crecimiento en comparacion con las otras dos cepas en
el medio de 500 mg/l de DBF. En el caso de la fermentacion liquida, de la cual
obtuvimos la p, el pH de los cultivos de las tres cepas fue disminuyendo conforme

aumentaba el tiempo de fermentacion.

Con respecto al estudio de toxicidad, podemos concluir que el sobrenadante de la
fermentacion liquida no resulto toxica para la E. coli, ya que conforme aumentaba el
tiempo de fermentacion también aumentaba el numero de colonias de la bacteria,

obteniendo una Clsy de 473 mg/l de DBF.

Para las tres cepas de hongos, el grosor de la pared y el didmetro de la hifa en medio
solido de la ZJ y la ZM fue mayor en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF.
Asimismo, el grosor de la pared y el didmetro de las hifas medidos durante la

fermentacion liquida fueron mayores en el medio conteniendo 1000 mg/l de DBF.

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que las tres cepas de hongos
estudiadas, utilizan el DBF como fuente de carbono y energia para su crecimiento.
Asimismo, demuestran que degradan el DBF a compuestos menos toxicos, ya que el
sobrenadante de la fermentacion liquida de los hongos no resulto toxico para la

bacteria utilizada (E. coli).



10. PERSPECTIVAS

e Analisis enzimatico para determinar la presencia de cutinasas en los tres hongos

estudiados.

e (Cuantificar la degradaciéon de DBF después del crecimiento del hongo empleando

técnicas cromatograficas.

e Determinar los productos de degradaciéon de DBF después del crecimiento del hongo

empleando cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas.
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