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RESUMEN

Di (2 etilhexil) ftalato (DEHF) es un plastificante que es adicionado al policloruro de
vinilo para proporcionarle flexibilidad y elongacion, este compuesto no se encuentra
adherida a la matriz del PVC, por consecuencia puede migrar hacia el ambiente asi
como a los productos que se encuentran en contacto con el. En estudios realizados en
laboratorio a mostrado alta toxicidad, provocando esterilidad, malformaciones

esqueléticas, absorcion fetal, hipospadia y cancer.

Debido a esto y otras anomalias de sumo interés que provoca ha los organismos que se
encuentran en contacto con el. Se realizan estudios microbiologicos para la eliminacion
de DEHF en el ambiente. Un método para eliminarlo es la utilizacion de

microorganismos, como son bacterias y hongos, que degraden al compuesto.

Este trabajo se caracterizd por el aislamiento se cepas flingicas dentro del proceso de
reciclado de un industria productora de papel. De las que se aisl6 un total de 49 cepas.
La cepas que se utilizaron en esta investigacion fueron la cepa Al que corresponde a

Neurospora, la cepa B Aspergillusniger, E13 que resulto ser Hypocrealixii.

Se observo que las tres cepas flingicas aislados de la industria recicladora de papel e
identificados, crecieron en presencia de DEHF, siendo las cepas Newrospora vy
Aspergillusniger las que muestran mayor probabilidad de degradar al compuesto, ya que
la densidad de biomasa se incremento al incrementarse la concentracion del
xenobiotico, y la cepa Hypocrealixii mostrd ser al menos tolerante a las concentraciones

de DEHF empleadas en este estudio.
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1. INTRODUCCION

Los ftalatos son un grupo de sustancias quimicas sintéticas, relacionadas estructuralmente con
el acido ftalico, estos compuestos son conocidos como plastificantes. Dentro de los ftalatos
mas empleados se encuentra el Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF). El proposito general de los
ftalatos es proporcionar flexibilidad y elongacion al policloruro de vinilo (PVC) (Nalli y cols.
2002, Kim y cols. 2003, Quan y cols. 2004, Hauser y Calafat, 2005), por lo que estan
presentes en una amplia gama de productos industriales, para el hogar e incluso de higiene
personal como productos empaques para alimentos, aceites lubricantes, componentes para
automoviles, pinturas, cristales de seguridad, cables eléctricos, cosmeéticos, detergentes,
tuberias, revestimientos para pisos y paredes, materiales de techado, adhesivos, tintes, calzado,
articulos de papeleria, productos farmacéuticos, utensilios médicos, champus y juguetes (Kim
v cols. 2002, Kim y cols. 2003, Quan y cols. 2004, Hauser y Calafat, 2005, Kim y cols. 2007).
Aun en el papel destinado al contacto con alimentos, se encontrd un alto contenido de DEHF,

en concentraciones de 50 a 159 ppm de éste compuesto.

La ingestion y exposicién dérmica se consideran importantes rutas de exposicion a éste
compuestos. La exposicion via oral es por el consumo de productos alimenticios, que se
encuentran en contacto con empaques de PVC conteniendo DEHF, si consideramos que en la
manufactura de los alimentos se encuentran en contacto constante con utensilios de plastico
conteniendo DEHF, y la exposicion por via dérmica es por la utilizacion de productos

cosméticos que contienen DEHF, otra via es por inhalacion de polvo con particulas de DEHF

estos compuestos por el humano es de 8 mg/persona/dia (CERHR 2006). La produccion de
DEHF tan solo en los Estados Unidos de Norteamérica es de alrededor de 500 millones de
slogramos por afio (CERHR, 2006). El DEHF puede ser liberado al medio ambiente por agua
v aire (Kim y cols. 2002, Kim y cols. 2003, Ahn y cols. 2004, Kim y cols. 2007).

wros estudios, reportan que algunos de estos compuestos se consideran carcinogénicos,

eratogénicos y mutagénicos (Cartwright y cols. 2000, Niazi y cols. 2000). También se han



mostrado que los ftalatos pueden afectar a nivel endocrino y el desarrollo de algunos animales
(Latini 2005). Sin embargo, Hauser y Calafat (2005) observaron que los ftalatos al entrar en
un organismo son rapidamente metabolizados y excretados en orina y heces. El Centro de
Informacion sobre Ftalatos (PIC 2007) reportd que el riesgo de estos compuestos al sistema

reproductivo y a la salud en general es minimo o nulo.

Mellado y cols. (2002), reportaron una serie de mecanismos que los organismos desarrollan
permitiéndoles sobrevivir en ambientes contaminados. Se clasifican en resistencia intrinseca,
primaria y/6 adquirida. En estudios recientes, aislaron de suelos contaminados con petroleo,
un total de 240 cepas fungicas agrupadas en 15 géneros, que mayoritariamente
correspondieron a los géneros Penicillium, Absidia y Mortierella, con la capacidad de
degradar hidrocarburos. Se han aislado microorganismos en ambientes contaminados con altos
contenidos de dimetil ftalato, dietil ftalato, di-n-butil ftalato, di-isobutil ftalato, di-n-octil
fialato, y DEHF, los cuales pueden degradar ésteres de ftalato como es el caso de
Pseudomonas fluresences FS1, este tiene la habilidad de utilizar a estos compuestos como

anica fuente de carbono y energia (Zeng y cols. 2004).

1.1. Di (2-etilhexil) ftalato

la estructura quimica de DEHF consiste en un anillo aromatico con dos cadenas
aidrocarbonadas y dos ramificaciones de tipo etilo (Fig. 1). Dada la estructura quimica, este

compuesto puede ser asimilable por algunos organismos.
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Fig. 1. Estructura quimica del DEHF.

_abe mencionar que México participa en el convenio de Estocolmo, que establece la
=liminacion de algunos productos quimicos como los organoclorados, compuestos quimicos a
nase de estructuras cicladas mas cloro unido a su estructura, incluyendo al DEHF como un
compuestos que se encuentra en los productos utilizados dentro de la industria y de uso
personal (Yarto y cols. 2003). El DEHF tiene un amplio margen de toxicidad en los
organismos que se encuentran expuestos al plastificante, una manifestacion son la anomalias
el sistema reproductivo. El Departamento de Salud y Servicios Humanos de Estados Unidos
DHHS), ha determinado que es razonable predecir que el DEHF es carcinogénico en seres
sumanos. Por otra parte la EPA (Environmental Protection Agency), determina que el DEHF
== probablemente carcinogénico en seres humanos. Estas aseveraciones se basaron en trabajos

Ze investigacion realizados en roedores que fueron expuestos al plastificante observando

Imvestigacion del Cancer (IARC 2000), ha declarado que el DEHF no puede ser clasificado en
cuanto a su carcinogenicidad en seres humanos. Sin embargo, en exposiciones orales a DEHF,
=ste es rapidamente hidrolizado en el intestino por enzimas lipasas, siendo adsorbido como

MEHF (Kurahashi y cols. 2005, Bhattacharya y cols. 2005).

_as exposiciones de nifios prematuros a ftalatos por los tratamientos a los que se les somete en
erapias intensivas neonatales con contacto a plasticos, resulta en la disminucién de pesos con

=specto a nifios sin tratamiento con utensilios plasticos. El DEHF es conocido por su

vicidad testicular en evaluaciones con animales en laboratorio (Kurahashi y cols. 2005). El

metabolito responsable de la toxicidad del DEHF es el Mono Etilhexil Ftalato (MEHF)




Bhattacharya y cols. 2005, Chandrasekaran y cols. 2006), debido a la afinidad del compuesto

que tiene con las células de Sertoli disminuyendo la maduraciéon espermatica, resultando
=sterilidad y atrofia testicular (Parks y cols. 2000). Por otro lado, en las exposiciones a DEHF
sc observa anormalidades del sistema reproductivo, como malformaciones del pene,

Zisminucion del descenso testicular, desarrollo pobre de préstata y vesicula seminal.

La toxicidad que manifiestan las ratas en desarrollo al ser expuestas al plastificante, es
relacionado con la destruccion de células germinales. Estas son llevadas a decrecer la
produccion espermatica. El punto de accion de los plastificantes es sobre la proteina TRPS53,
de la misma manera las proteinas CASP8 y FADD, las cuales regulan la apoptosis. Se ha
establecido que en general depende del dafio fisico como quimico que ocasiona el toxico al ser

=xpuestos los testiculos (Bhattacharya y cols. 2005, Chandrasekaran y cols. 2006).

Los ftalatos son conocidos por su accioén en cuanto a la proliferacion de peroxisomas en las
celulas de los organismos que se encuentran en contacto con ellos, dando una denominacion
como proliferadores de peroxisomas (PPs) (Bhattacharya y cols. 2005). Los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARSs), son una familia de factores de

ranscripeidn nucleares que pertenecen a la superfamilia de receptores esteroideos.

La familia de PPARs incluye a PPARa, PPARB/S, PPARY] y PPARY2. Los PPARs forman un
neterodimero con el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) y se unen a elementos de
respuesta presentes en los genes blancos. Ellos controlan la expresion de genes de la sintesis y
iz la oxidacion de acidos grasos, y estan involucrados en el almacenamiento de acidos grasos
=n diferentes tejidos. A su vez se localizan en la mayoria de los tejidos, siendo el PPARa la
forma mas abundante en el higado y el musculo esquelético, mientras que el PPARy se
s»caliza principalmente en el tejido adiposo. Los ligandos naturales de los PPARs son los

acidos grasos poliinsaturados (Bhattacharya y cols. 2005).

Miura y cols. (2007), evaluaron los efectos del DEHF en higado, rifion y pancreas de ratones

ziimentados por 10 dias con dietas al 2% de DEHF, y observaron un aumento en el estrés



oxidativo dentro de los organos (higado, rifion y pancreas) evaluados, por la presencia de

radicales libre como son 6xido de nitrogeno, por la peroxidacion de 6xido nitrico.

Con respecto a los efectos que se tiene por la inhalacion de DEHF, se ha estudiado en ratas
con dosis de 5 0 25 mg/m® inhalatorias de DEHF con exposiciones de 6 h por 4 y 8 semanas,
resultando en el aumento en la concentracidn de testosterona, relacionado al aumento de peso
en las vesiculas seminales (Kurahashi y cols. 2005). Por otro lado, un estudio que realizd
Bhattacharya y cols. (2005), en cuanto a los dafios causados en testiculos y en higado, observo
que causa degeneracion testicular, proliferacion anormal de hepatocitos y carcinogenesis. En
esta evaluacion se observd que la muerte celular programada (apoptosis) se presentd en
testiculos, pero no hubo cambios significativos en higado analizado en los mismos animales.
En cuanto al analisis de PPARSs, asi como a receptores del acido retinoico, se tiene la misma

zbundancia en testiculos como en higado.

Tomita y cols. (1986), determinaron que la administracion oral de 1ml de DEHF/kg a ratonas
de 8 dias de gestacion, resultaron en la obtencion de menos del 32% de fetos vivos, todos con
deformaciones. Cuando se administraron 10 ml de DEHF /kg a ratonas prefiadas de 8 dias de
gestacion, encontraron remanentes en los fetos aproximadamente un 0.03% y 0.003% después

de 12 h de la administracion con DEHF y MEHF respectivamente.

1.2. Diversidad microbiologica en ambientes contaminados

2 contaminaciéon ambiental es causada por una amplia gama de componentes quimicos
iesechados por las industrias, autos y actividad social en general (Kumar y cols. 2005,
Romero y cols. 2006). Miles de sitios de desechos peligrosos han sido generados por todo el
=—undo resultado de acumular xenobidticos en suelo y agua a lo largo de los afios (Rivera-Cruz

cols. 2002). El petroleo crudo puede estar constituido por compuestos nitro-aromaticos,
=drocarburos policiclicos aromaticos y compuestos organicos halogenados (Harayama y cols.

299_ Rivera-Cruz y cols. 2002, Kumar y cols. 2005).



Debido a la complejidad que tienen estos contaminantes la mayoria de los microorganismos

no pueden crecer en este tipo de ambientes, aunque existe una tolerancia que tienen algunos
que les permite sobrevivir en estrés, dando como consecuencia la selectividad natural de
rzanismos que puedan existir en estos ambientes. Las estrategias de remediacion fisico-
guimicas para limpiar sitios contaminados no son rentables o adecuadas (Kumar y cols. 2005)
« la busqueda de métodos bioldgicos se esta incrementando (Martin y cols. 2004) utilizando
microorganismos para degradar y eliminar contaminantes (Rivera-Cruz y cols. 2002, Martin y

cols. 2004, Benavides y cols. 2006).

Lz biorremediacion implica el uso de microorganismos para la recuperacion del medio
ambiente (Kumar y cols. 2005, Udeani y cols. 2009). Rivera-Cruz y cols. (2002), la definen
como la aplicacion de procesos bioldgicos a tratamientos de descontaminacion debido a la
ersatilidad metabolica de los microorganismos generada en presencia de contaminantes

Kumar y cols. 2005, Benavides y cols. 2006).

Dentro de microorganismos aislados de ambientes contaminados se encuentran Aspergillus
. Paecilomyces sp. Penicillium sp., Trichoderma (Rivera-Cruz y cols. 2002), Pseudomona
scaligenes, Pseudomona stutzeri, Bacillus sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus
apidermidis, Micrococcus sp., Micrococcus sp., Rhodococcus (Benavides y cols. 2006),
Talaromyces helicus (Romero y cols. 2006), Pseudomona sp. (Arun y cols. 2008), Bacillus
wearothermophilus, Cyanobacteria (Udeani y cols. 2009).
= uso de microorganismos en procesos de biorremediacion implica conocer su
comportamiento en diferentes condiciones ambientales, determinando el tipo y velocidad de
Jegradacion de compuestos xenobidticos, asi como el efecto de agregado de nutrientes,
'zeno, otros factores que pueden favorecer el crecimiento y metabolismo de
mucroorganismos (Rivera-Cruz y cols. 2002). Debe destacarse que normalmente se realizan las
=vzluaciones en condiciones ideales de crecimiento (temperatura, oxigeno, agitacion
smergetica, mezcela homogénea de agua y suelo). Por ello, se espera que la degradacion en

wsacion real, llevada en ambientes abiertos, ocurra lentamente. Es también importante
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~=zlizar ensayos de toxicidad (Rivera-Cruz y cols. 2002), ya que, estos organismos podrian no

==Zucir la toxicidad de los xenobioticos, puesto que se ha visto que en algunas ocasiones

~==ulta el aumento en efectos adversos al ambiente.

_os microorganismos que han mostrado capacidad de degradar compuestos xenobidticos,
seguramente desarrollaron en primera instancia resistencia secundaria que les permitio

sobrevivir en ambientes contaminados (Fig. 2).

resistencia de los hongos frente a contaminantes es un concepto amplio que puede

casificarse como resistencia microbiologica (Mellado y cols., 2002). Esta se puede subdividir

z)Resistencia intrinseca o innata, que es la que presentan todas las cepas de una misma
especie de hongos. Sin tener ninguna relacion con la exposicion a compuestos

quimicos.

b)Resistencia primaria, es cuando una especie de cepas normalmente sensibles a un
antifingico aparece de forma espontanea cepas resistentes, sin haber estado en

contacto previo con el antifiingico.

c) Resistencia secundaria o adquirida, es el desarrollo de mecanismos de resistencia
después de la exposicion a los antifingicos y que puede ser debida a alteraciones

fenotipicas o genotipicas que se manifiestan de forma estable o transitoria.

11




Fig. 2. Representacion esquematica de los mecanismos de resistencia de los hongos.

=n el hongo sensible el antifingico interacciona con la diana (14-a esterol demetilasa,
sroducto de gen CYPS51) bloqueando las sintesis del ergosterol e inhibiendo el crecimiento del
=ismos (Fig. 2A). El hongo resistente puede defenderse: aumentando las bombas de
siminacion activa (MDR y CDR), que disminuiria la concentracion intracelular del
amtifungico; aumentando el numero de copias de la diana (CYP 51A y/o CYP51B) de forma

gue la interaccion del antifiingico con la diana sea ineficiente (Fig. 2B).

En erminos generales, los mecanismos de resistencia identificados por los que una célula
“ungica sensible se hace resistente, es por la incapacidad del fungicida para alcanzar el sitio
sensible dentro de la célula (diana), modificacion en las enzimas de las rutas metabolicas,
sreracion en el procesamiento intracelular (Mellado y cols., 2002). La incapacidad del
“ungicida para alcanzar la diana dentro de la célula, puede ser debida a la existencia de
sarreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo del compuesto al exterior (Bossche,

#37). por otro lado, esto puede ser por aumento del numero de copias de la diana o
smrmimas de las vias metabodlicas. Mutacion de las mitocondrias qué se realiza en el gen para la

smtesis de la enzima citocromo B. Asi mismo, alteracion en el procesamiento intracelular

degradacion o modificacion) del antifingico (Mellado y cols., 2002).

modificaciones, alteraciones morfologicas o fenotipicas, que sufre un organismo

12




merementan las posibilidades de que este ocupe a un fungicida dentro de su metabolismo.
% =sulitando en la degradacion del compuesto en subunidades més pequefias. Con disminucion

% = toxicidad del compuesto inicial. De tal forma que seria inocuo al ambiente al que se

“= especifico, los hongos cuentan con enzimas capaces de degradar una amplia gama de
sompuestos xenobidticos. Los hongos de pudricion blanca excretan enzimas tales como las
scasas. fenoloxidasas, manganeso peroxidasas, lignin peroxidasas. Por lo anterior, las cepas

Sumeicas tienen la posibilidad de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs).

2 ANTECEDENTES

| Se han realizado diversos estudios sobre la degradacion de Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF).

s v cols. (2008) consideran que, la mejor ruta de degradacién, es la microbiologica

wzando bacterias y hongos. Quan y cols. (2004) realizaron un estudio con una cepa de
Sacilus subtilis, observando su capacidad de degradar el DEHF, di-butil ftalato, di-etil ftalato,
&-oentil falato, di-propil ftalato y acido ftalico como fuentes de carbono. La biodegradacion
2= DEHF fue de mas del 99% a una concentracion inicial de 1350 mg/l cuando se incubo a 30
" Zurante 5 dias. En suelo, la remocion fue cercana al 80% cuando se adicion6 un 8% del

—=10 de cultivo conteniendo sales minerales mas extracto de maiz.

®or otra parte, Neelakanteshwar y cols. (2006), aislaron la bacteria Delftia sp., utilizando la
wemica de enriquecimiento. Esta fue capaz de utilizar di n-butil ftalato como unica fuente de
sarhono v energia. Ademas, han reportado que especies de Bacillus mostraron la capacidad de
o zar dimetil ftalato como Unica fuente de carbono y energia (Niazi y cols. 2000). Sin ;
smbargo. Rhodococcus rhodochrous no crecié en presencia de dioctiltera ftalato, bis 2- |
= lexiladipato, dioctil ftalato, a menos que otro compuesto estuviera presente como fuente de

sarhono como es el hexadecano (Nalli y cols. 2002).

“ssgrove y cols. (2007), estudiron las comunidades de hongos que participan en la
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siodegradacion de poliéster de poliuretano (PU). El PU fue sometido a condiciones anaerobias
=n dos suelos de arcilla arenosa a diferentes niveles de carbono organico y dos diferentes pH
55y 6.7). Después de 5 meses, los hongos que se desarrollaron en la superficie de PU se
sislaron para compararlas con los organismos nativos del suelo. Se observo que el PU fue
iegradado por los hongos aislados y por las cepas nativas del suelo (Geomyces pannorum y un

- —

Phoma sp.).

Weeb y cols. (2000), estudiaron el efecto de la exposicion de PVC que contenia di-octil ftalato
somo plastificante al medio ambiente durante dos afios. Después de este lapso se cuantificaron
= identificaron las poblaciones de hongos y de bacterias. La Bacteria Aureobasidium pollulans
fue la principal colonizadora del PVC. Entre las 25 y 40 semanas de exposicion también se
“hservaron hongos y levaduras, entre estos Rhodotorula aurantiaca y Kluyveromyces sp. Se
shservo que la cepa fungicadureobasidium pollulans fue capaz de crecer sobre PVC y de esta

manera utilizar el plastificante para su crecimiento.

£n estudios de degradacion enzimética en el que se utilizé la cutinasa, (enzima lipolitica que
degrada a la cutina), se evalu6 la degradacion de Di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) encontrando

gue casi el 70% de la concentracién inicial de este compuesto se degrado en 4.5 h. (Kim y

cols. 2007).

Chang y cols. (2008), estudiaron el efecto de un pretratamiento de ultrasonificacion en la
degradacion aerobia de cuatro ftalatos: dietil ftalato, benzil butil ftalato, butil ftalato, y DEHF
= lodos activados, encontraron que la combinacién del pretratamiento de ultrasonificacion y
siodegradacion remueven de manera efectiva los ftalatos presentes en los lodos activados. Por
sira parte, las cepas de hongos aislados de suelo y desarrollados sobre DEHF mostraron
sroduccion de biomasa después de 20 dias de fermentacion conteniendo 50 pl de DEHF como

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

Thai v cols. (2008), evaluaron la degradacion de DEHF por 14 cepas de hongos, encontraron

2ue 9 de estas, degradaron mas del 50% a una concentracion inicial de 40 ppm, posteriormente
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sbservaron que Fusarium oxysporum fue el hongo con mayor efectividad en degradar mas del

98% de este plastificante en 7 dias de fermentacién liquida. En estudios similares en cuanto a
la degradacion de plastificantes, Hwang y cols. (2008), encontraron que Pleurotus ostreatus,
degrado diferentes ftalatos (dietil ftalato, dimetil ftalato, butilbenzil ftalato) a una

concentracion de 100 mg/L, con una eficiencia del 14.9%, con respecto a la concentracion

micial de los diferentes ftalatos evaluados después de 4 dias de incubacion.

. JUSTIFICACION

(ad

s

£1 Di (2-etilhexil) ftalato es contaminante del medio ambiente y toxico para el humano. Este
compuesto es frecuentemente descargado al ecosistema por las industrias papeleras y de
plasticos. Algunos organismos encontrados en ambientes contaminados, pueden desarrollar
mecanismos que les permite sobrevivir, utilizando los compuestos presentes en esos ambientes
como fuentes de carbono y energia. Estos organismos podrian utilizarse en procesos de
morremediacion; por lo que, en esta investigacion se propone aislar cepas del proceso de
reciclado de una industria productora de papel, asi como identificar y determinar su velocidad

Ze crecimiento radial sobre un medio que contenga DEHF, siendo estos estudios, las bases

nara estudios posteriores de degradacion de ftalatos.
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& BIPOTESIS

“wsmen hongos que crecen en presencia de DEHF, aislados del proceso de reciclado de la

minussna productora de papel.

S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

“wemer, identificar y caracterizar cepas de hongos aisladas del proceso de reciclado de una
mawstma productora de papel, que sean capaces de crecer sobre un medio que contenga DEHF.
=2 Objetivos particulares

= Auslar cepas presentes en el proceso de reciclado de una industria productora de papel que

sean capaces de crecer sobre un medio que contenga DEHF.

= [denuficar por métodos moleculares mediante la amplificacion de los fragmentos ITS tres
c=pas de hongos aisladas el proceso de reciclado de una industria productora de papel que

sean capaces de crecer sobre un medio que contenga DEHF.

<terminar la velocidad de crecimiento radial de tres cepas de hongos aislados del

oroceso de reciclado de una industria productora de papel, que sean capaces de crecer

sobre un medio que contenga DEHF.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1. Aislamiento de cepas de hongos

Se tomaron muestras en condiciones asépticas de 5 etapas del proceso de reciclado de una
mdustria productora de papel ((1) pulpeo, (2)material que contiene biocida, (3) desechos del
sulpeo que se destinan para relleno sanitario, (4) material destinado para la realizacion de base
de carton para huevo y (5) aguas residuales del proceso). Se realizaron resiembras sucesivas

sobre agar extracto de malta para obtener los hongos.

%.2. Identificacion molecular de los hongos

%.2.1. Extraccion de ADN de los hongos

Este procedimiento se inicié desde el crecimiento del hongo para obtener micelio. La
~viraccion del ADN se hizo empleando metodologia previamente descrita (Fernandez 1997).
Matraces de 250 ml conteniendo caldo extracto de malta se inocularon con 3 fragmentos de
=icelio de 4 mm de diametro cortados de la periferia de una colonia desarrollada en agar
=xtracto de malta a 25°C por 7 dias. Estos matraces se incubaron durante 48 h a 30°C y 200
—m. Después del crecimiento del hongo, el micelio se filtré a través de tela Nytal estéril. El
micelio obtenido después del filtrado se lavo con 250 ml de solucion salina (NaCl estéril al
! 9%5) y posteriormente con 250 ml de tampén A'. Después del lavado, se eliminé la humedad
=1 micelio con papel filtro estéril. El micelio seco se coloco en una caja Petri desechable

=s2é1il, se refriger6 a -80°C hasta congelacion. Una vez congelado el micelio, se liofilizé para

solvo obtenido se guard6 en tubos Eppendorf de 1.5 ml hasta un volumen de 0.5 ml del tubo

soroximadamente 100 mg de micelio pulverizado), conservandose a -20°C hasta su uso.

Tampon A: EDTA 100 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y Tris-HCl 50 mM pH 8.0
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Para la extraccion de ADN se agregoé a los tubos con polvo de micelio 0.5 ml de tampén de

ruptura I, se homogeniz6 la muestra y posteriormente se afiadié 0.5 ml de fenol neutro’ y 0.5
=l de CIA*. Se mezclaron con suavidad, y se incubaron a 50°C durante 20 minutos. A los diez
minutos de incubacion se mezcld con suavidad de nuevo la mezcla. Transcurrido el tiempo de

mcubacion, se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm a temperatura ambiente durante 5

fendlica (inferior). Se recuperd la fase acuosa para ser desproteinizada mediante extracciones
sucesivas con fenol-CIA hasta que se obtuvo una fase limpia (se necesitan de 6 a 7
=xtracciones). Posteriormente se hizo una nueva extraccion con CIA al mismo volumen de la
f2se acuosa, se mezclo, centrifugd y se extrajo la fase acuosa, que se colocd en un tubo
Eppendorf nuevo y estéril. A la fase acuosa recuperada se agregaron 0.7 volimenes de
sopropanol y se incubd a 4°C durante 1 dia. Después de este tiempo se centrifugaron las
muestras a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se tiro el sobrenadante y al precipitado se le
zerego | ml de etanol al 70% (v/v). Finalmente se mezcld y centrifugo el precipitado con el
=znol a 14,000 rpm durante 5 minutos, se tird el sobrenadante y se dejoé secar el precipitado.

41 precipitado seco se le agregd 20 pL de TAE’ y se conservo a -20°C.

Tamoon AT EDTA 100 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8.0

Tampon de ruptura I>: EDTA 100 mM pH 8.0, SDS al 1% (p/v) y Tris-HCI 0.2M. Se ajusté el pH a 8.2 con HCI.
Femol neutro”: Se prepara el fenol acido mezclando 500 ml de fenol sélido con 500 ml de H,Od, se agité y se
s=c ~=p0sar 24 horas en un frasco &mbar a 4°C, posteriormente se retiré la fase superior acuosa. Se mezclaron 4
wamenes de fenol dcido con un volumen de Tris-HCI 1 M pH 8.0. Se mantuvo la mezcla en reposo hasta que se
s=m=rs 2 fase acuosa de la fase fendlica. Los lavados con Tris-HCI 1 M pH 8.0 se realizaron hasta obtener un pH

s===ro 2 7.0. Este fenol se conservé a 4°C en recipientes protegidos de la luz.
S8 - For cada 24 volumenes de cloroformo se puso 1 volumen de alcohol isoamilico.
TAE - =DTA 1 mM (pH 8.0) y Tris-HCI 10 mM (pH 8.0)
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Tabla 2. Composicion de las mezclas para correr los geles de agarosa.

' Muestra H,0 ADN Tampon de Volumen

carga 6x final

' Marcador 13 uL 5uL 2uL 20 uL

| Hongo Al 15 puL 3 uL 2pL 20 uL

| Hongo B 15 uL 3 [l 2 uL 20 uL
Hongo E13 15 uL 3ul 2L 20 uL

_2s muestras de ADN preparadas se calentaron durante 10 minutos a 65°C, enfridndose
sosteriormente en bafio de hielo y agua durante 3 minutos. Las muestras de ADN fueron
cargadas en los pocillos del gel y la electroforesis se llevo a cabo en tampoén TAE 1x mediante
= aplicacion de una diferencia de potencial de entre 1 y 5 voltios cm™. El ADN se tifi6 con
wmz solucion de bromuro de etidio® (BrEt) en una concentracion final de 0.5 pg ml™. El
sromuro se intercala en la doble cadena del ADN y emite fluorescencia tras iluminarse el gel
som luz ultravioleta, utilizando un equipo de foto-documentacion Gel Doc II (Bio-Rad). Se

w1iz0 ADN del fago A digerido con la enzima HindlIl como marcador y 1kb.

%.2.3. Identificacion molecular de los hongos

“ara la identificacion molecular de las muestras de hongos se amplificaron los genes
=~osomales y sus espacios transcritos internos (ITS) (Carvahalho, 2005); ya que estas

s=ziones tienen una organizacion conservadora en el genoma de todos los eucariontes, tiene un

lil

s—=n numero de copias (lo que facilita su amplificacion) y tiene regiones muy conservadas en
o= genes: 18S, 5.85 y 28S (Kenneth y cols., 1998), que estan separadas por secuencias
Snergentes, muy variables, polimorficas en longitud y en secuencia, por lo tanto, son muy

m ormativas y representan una huella gendmica para cada hongo (Fig. 3).

S-smaro de etidio: Se prepar6 una solucion de 10 mg ml-1 en agua y se conserva a 4°C. Para un litro de agua se requieren
el de esta solucion
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Fig. 3. Esquema de la region del ADN para los genes del rRNA que fueron amplificados
por PCR para la identificacién de hongos.

Los genes codificantes del rRNA se representan dentro de los rectangulos y las zonas en
blanco representan las regiones de los espacios transgénicos internos. Las flechas simbolizan

la localizacion y los cebadores utilizados para la amplificacion.

6.2.4. Reaccion en Cadena de la ADN Polimerasa (PCR)

Esta técnica se basa en la separacion de ambas hebras de ADN, la posterior unién de pequefios
fragmentos (denominados primers) y la extension de estos fragmentos usando de molde el
ADN de la muestra. Asi se obtienen dos copias idénticas por cada molécula en cada ciclo de
reaccion. Para llevar a cabo esta reaccion se requiere de una enzima polimerasa que sea capaz
de soportar la alta temperatura del proceso de desnaturalizacion. Esta enzima es una ADN-

polimerasa especial obtenida de una bacteria termofila llamada Thermus aquaticus.

L2 mezcla de reaccion se somete a ciclos sucesivos, cada uno correspondiente a una fase de

Zesnaturalizacion, una de hibridacion o alineacion y una de elongacion:
Desnaturalizacion: La desnaturalizacion permite la separacion de las dos hebras del ADN,

mediante el calentamiento a una temperatura elevada (92-96°C), que debe ser superior a la

wmperatura de fusion de la region del ADN que se requiere amplificar.
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~ Hibridacién de los cebadores: Permite, mediante la disminucién de temperatura (37 a 67°

depende de la Tm de los primers), la reacciéon de las hebras sencillas tras la
Zesnaturalizacion térmica. Se requiere un enfriamiento rapido por debajo de la temperatura de
“si6n del ADN, de forma que permita la hibridacion de las hebras sencillas del ADN con los
“ligonucleotidos cebadores. Los cebadores o primers (oligonucleoétidos sintéticos) tienen
secuencias complementarias, respectivamente, a los dos extremos 3’ de la region del ADN
Zana, uno en cada hebra. La distancia entre ellos en el conjunto ADN-cebadores determinara

= longitud de la secuencia de ADN amplificada.

* Elongacién (o replicacion) a partir de los cebadores: Esta es la etapa de amplificacion de
2= hebras sencillas de ADN por una ADN polimerasa termoestable a partir de los cebadores
72 a 75°C). La enzima mas empleada se llama Taq polimerasa, por proceder de la bacteria
Thermus aquaticus , que vive en manantiales de agua caliente. El sustrato para la sintesis de
as innumerables copias del ADN son los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), que
deben ir acompaiiados de Mg*™ como cofactor. En la técnica de reaccién en cadena de ADN
solimerasa cada conjunto de estos tres pasos (desnaturalizacion, hibridacion, replicacion)

somstituye un ciclo (Fig. 4).
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Segmento de ADN & amplificar

VAN AN VIVIVININ N ANV AV AV AV AVAV AT

ADN molde. + —
ADN flanqueado por los primers  Desmaturalizacién 94°C —
(secuencia conocida o no)

ANV
t T

sitios de pegado da los Hibridacién
cebadores o primers
(secuencia conocida)

+
sintesis de la primera cadens
(en verda) a partir del primer

|

sintesis de la segunda cadena Elongacién

-L Repeticidn ciclica
de la amplificacion

Fig. 4 Esquema de la reaccion en cadena de ADN polimerasa.

A medida que aumenta el numero de ciclos el producto de la elongacion pasa a ser la molécula
Ziana a las que debe unirse perfectamente las moléculas del cebador presentes en la mezcla,

conduciendo a una acumulacion teérica del producto.

8.2.5. Procedimiento experimental PCR

Lz secuencia de los cebadores utilizados fue la siguiente:

Cebador ITS4b: (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 37)
Cebador ITSS: (5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 37)

Se prepararon en tubos Eppendorf de 200 pL la siguiente mezcla de reaccion, en un baifio de

melo v agua (Tabla 3):
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Tabla 3. Mezclas para PCR.

CONCENTRACION INICIAL MASTER
(SOLUCION STOCK) CONCENTRACION FINAL MIX VOLUMEN DE REACCION

ADNmolde | 0 e | e | eeeee | ul* 1 ul.’ 1 ul?
ADN polimerasa 50 unidades pL."' 2.5 unidades pL"' 2L 0.5uL | 05pL | 05puL
Buffer 10x Ix 20 puL 5pl S ul 5 ul
Mg2Cl 50 mM 2.5 mM 10 puL 25uL | 25pL 2.5 puL
dNTPs 10 mM 200 pM 4 uL | ul | ul 1 ul
Cedador [IS4b 20 uM I pM 10 uL 25uL | 25puL | 254l
Cebador [TSS 20 pM 1 uM 10 uL 25uL | 25pL 2.5uL
dH0 | 00 e mmee- 140 L. 35 ul 35 ul 35 uL
Volumen final — e 196 uL 50 pL. 50 ulL 50 uL

*ADN de la Cepa Al
*ADN de lacepaB
$ADN de la cepa E13.

% las mezclas de reaccion ya preparadas se les sometio primero a 1 ciclo a 94°C durante 2

=inutos, posteriormente se les sometio a 30 ciclos como se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Ciclos empleados en el PCR.

Paso | Temperatura Tiempo
Qo) (min)
1 94 2
Desnaturalizacién | 2 94 0.45
Hibridacion 3 55 0.45
Elongacion -+ 72 0.45
5 repetir 2 30 ciclos
72 5
= 3
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seamento de banda amplificado se realizo una electroforesis en gel de agarosa al

e marcador comercial 1 kb ADN Ladder (Promega) de 250 a 10,000 pb como el

= en la Fig. 5.

Lambda DNA / HindHi Plus Markar

op ngl”

woo 80 1 w2

5000 8

f00 &

S0 & 23430°

4000 80 - :;;:

1000 20 4381°

1500 123

2000 81 2322
2027

1500 4]

1000 4

128

g
=
0.7% agarose

Se muestran los tamafios que cada uno de los marcadores utilizados (1) Marcado
»(2) HindIIl

parificacién y secuenciacion de la amplificacion obtenida

= tefiido el gel, se cortd la banda y se procedio a la purificacion de los productos de
4 cada una de las muestras, la cual se realizo con el kit Wizard® SV and PCR Clean-Up
. de Promega. Una vez purificada la banda de ADN, se mandd secuenciar en el
orz10rio de Biologia Molecular de la Universidad Auténoma Metropolitana campus
Bmspalapa). La reaccién de secuenciacion se llevd a cabo con Dye Terminator Cycle
Mesuencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer). El producto s € purifico en columnas Centri

Sep con sephadex para eliminar el colorante que no s€ incorporé en la reaccion. Se

wecuenciaron automaticamente en un equipo ABI PRISM 3100 Avant.

5.3, Velocidad de crecimiento radial

1 2 velocidad de crecimiento radial (V,) de las cepas aisladas se evaluo en tres medios de

~ultivo diferentes: medio mineral (MM) y medio de cultivo conteniendo por separado 1000 y




500 mg de DEHF/1 de medio de cultivo. El medio mineral se preparard por litro de agua con 1
gr de NH;S04, 0.5 gr de KH,POs, 0.5 g1 de MgSOs4, 0.3 gr de CaHy (PO4), 0.2 gr de FeSO4,
92 gr de 7nS0s, 0.2 gr de MnSO4 v 20 gr de agar bacteriologico. El medio de DEHF se
prepard con los mismos reactivos del medio mineral mas 1000 y 500 mg de DEHF/1 de medio

de cultivo respectivamente.

£1 avance radial diario del micelio s€ determinado en 1a fase exponencial de crecimiento del
hongo, Y S€ empleo la ecuacion lineal para el procesamiento de los datos donde la pendiente

correspondera a 1a V,. Los datos s€ reportan en mm de avance radial micelial por hora.

También s determiné la biomasa al final del avance radial del micelio cuando el hongo llend
caja. La biomasa S€ determind por el método del peso SeCo. Se calento el micelio en bafio
maria conteniendo 200 ml de agua destilada a 60°C por 15 minutos. Posteriormente, la
muestra se filtr con un papel filtro previamente pesado (Whaltman #2). Una vez obtenida la
biomasa en el papel filtro se puso a secar a 80°C hasta obtener un peso constante durante 24 h.
Transcurrido el tiempo necesatio se peso el papel filtro con la biomasa seca y por diferencia de

peso de determinara el rendimiento final (Reeslevy Kjeller, 1995).
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7. RESULTADOS

7.1. Nimero de cepas aisladas

El nimero de cepas obtenidas de las diferentes etapas de reciclado de papel de la industria
CELFIMEX S. A. de C. V. se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Nimero de cepas obtenidas de las diferentes etapas del proceso de reciclado de
papel.

ETAPAS DEL PROCESO CEPAS AISLADAS
Pulpeo (A) 14
Material que contiene biocida (B) 10
Desechos del pulpeo para relleno sanitario (¢) 4
Material para base de carton para huevo (D) 12
Aguas residuales (E) 9

De los 49 aislados, se tomaron 3 (Fig. 6) para ser identificadas y para determinar su Vr en
presencia de DEHF.

a b c

Fig. 6. Aislados seleccionados para ser identificadas.
Hongo aislado del pulpeo llamada A1 (a), hongo aislado de las aguas residuales del proceso B
(b) y hongo aislado de aguas residuales llamada E13 (c).
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=.2. Identificacion de los hongos

=.2.1. Extraccion de ADN de los hongos

Se realizé como se describié en el apartado de metodologia. En la Fig. 7 se muestra una
magen del gel que contiene el ADN total de las tres muestras, junto con marcador molecular

i= 1kb y HindlIl. Se observo que en las tres muestras de hongos se logr6 purificar el ADN.

Aproximadamente fue de tamafio de 23 kpb, el cual se pudo utilizar en la amplificaciéon

mediante PCR.

1kb A1 B E13 Hindlll

Fig. 7. Electroforesis en gel de agarosa 0.8 % del ADN total obtenido de cada muestras
de hongos.
(1) Marcador de peso molecular 1kb, (2) ADN de Hongo Al, (3) ADN de Hongo B, (4) ADN

de Hongo E13 y (5) HindIII.

7.2.2. Amplificacién por PCR de la secuencia ITS del rADN

Las secuencias ITS se obtuvieron como se describio en el apartado de metodologia. La Fig. 8
muestra el gel de agarosa al 0.8% con los fragmentos de los productos del PCR, se obtuvo un

fragmento de aproximadamente 650 pb, seglin el marcador ADN Ladder 1kb.
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Se ha demostrado que la variabilidad en la secuencia observada en las dos regiones ITS de los

senes ribosomales que separan la pequefia subunidad ribosomal 5.8S, han sido determinantes

para distinguir un hongo de otro. Esta zona, para hongos tiene un tamafio de 650 a 900 pb

(incluye al gen 5.8S). La secuencia obtenida del gen ITS, se puede buscar en el banco de genes
(GenBanK), o en la base de batos de nucleotidos del EMPL (European Molecular Biology
Laboratory) con el fin de identificar a hongos dentro de una especie o al menos en un grupo de

especies (Rodriguez-Tovar y cols. 2004).

Fig. 8. Amplificacion de las secuencias ITS que flanquean a los genes ribosomales.

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % con los productos del PCR de las muestras de
hongoscon los primer ITS4B e ITSS. (1) Marcador de tamaiio 1kb ADN Ladder. (2) Hongo
Al, (3) Hongo B y (4) Hongo E13.

7.2.3. Secuenciacion y analisis de las secuencias de los hongos

Se cortd la banda de aproximadamente 650 pb, para evitar posibles contaminantes que
estuvieran presentes en la muestra e interfirieran en la secuenciacion. Posteriormente se hizo la
purificacién. Una vez obtenidas las secuencias se alinearon mediante el programa (BioEdit) y
la secuencia resultante del alineamiento de la secuencia de ambos cebadores, se comparé en el

banco de genes. En la Tabla 6 se observa los resultados de la comparacion de las tres cepas
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~on el banco de genes (NCBI). Los porcentajes de similitud que son del 99% respecto aAl que

=<Neurospora tetrasperma, Neurospora sitophila, Neurospora sp. En base a losresultado del
snalisis se pude decir que la cepa Al se trata de una especie perteneciente a Neurospora, para
'z cepa B el resultado de la secuencia de los ITS fue que es una cepa de Aspergillus niger, de
\as anteriores cepas se obtuvo un 99% de identidad y con respecto al cepa E13 se obtuvo un

8% de maxima identidad, dando como resultado que pertenece a Hypocrea lixii.

Tabla 6. Comparacion de la secuencia de ITS de cada una de las cepas con secuencias

existentes en el banco de genes (NCBI).

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene

No. Acceso Descripcion % Max ident

Cepa Al

GU053979.1  Uncultured fungus clone LX041197-122-050-F10 internal 99%
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA
gene, complete

AY681194.1  Neurospora tetrasperma 18S ribosomal RNA gene, partial 99%
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal RNA gene

AF388926.1  Neurospora sitophila isolate FGSC 1135 188 ribosomal RNA 99%
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RNA gene

FJ176470.1 Neurospora sp. ML70 18S small subunit ribosomal RNA 99%
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,5.8S
ribosomal RNA gene

Cepa B

EF175904.1  Aspergillus niger clone bandF8 internal transcribed spacer 1, 99%
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene

EF151435.1  Aspergillus niger isolate F10 internal transcribed spacer 1, 99%
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene

AF455522.1  Aspergillus niger isolate wb209 small subunit ribosomal 99%
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene

Cepa E13

HM176572.1  Hypocrea lixii isolate MIAE00042 185 ribosomal RNA gene, 98 %
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene

EF392759.1  Hypocrea lixii strain DAOM 233353 internal transcribed 98 %
spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene,

FJ442679.1 Hypocrea lixii strain GJS 05-107 18S ribosomal RNA gene, 98 %

(¥8]
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7.3. Cuantificacion de la velocidad de crecimiento radial

La Vr de las tres cepas identificadas se muestra en la Tabla 7. Las tres cepas mostraron

crecimiento en los medio que contenian DEHF, mostrando en general un incremento en la Vr

en presencia de DEHF con respecto al medio mineral; considerando que todas las cajas fueron

inoculadas bajo las mismas condiciones, se sugiere que el desarrollo micelial que se observo

en el MM (sin fuente de carbono) se logré por mecanismos de sobrevivencia de las cepas,

retomando sus reservas energéticas para el desarrollo del micelio; por otro lado, el desarrollo

de las cepas en presencia de DEHF nos garantiza al menos la tolerancia de estas cepas a este

compuesto xenobidtico y que ademas, en general se observé una relacion positiva del aumento

de la concentracion de DEHF con la Vr.

Tabla 7. Velocidades de crecimiento radial de las cepas identificadas, desarrolladas sobre

MM, 500 y 1000 mg/l de DEHF.
MEDIO DE CULTIVO
CEPA MM MM+500 mg/l DEHF | MM+1000 mg/l DEHF
(mm/h) (mm/h) (mm/h)
Al 1.0641° (0.009) 1.1869° (0.017) 1.0829° (0.023)
B 0.3274° (0.025) 0.4047° (0.005) 0.4778% (0.024)
E13 0.7420° (0.008) 0.4450° (0.009) 0.9665" (0.029)

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

son significativamente diferentes (p<0.05)

Por otro lado, se evalud la densidad de biomasa producida en los experimentos anteriores, lo

cual es un indicador indirecto del consumo del DEHF. Como se observa en la Tabla 8, las

cepas Al y B mostraron un incremento de biomasa en presencia de DEHF, por lo que estas

cepas muestran elevadas probabilidades de ser capaces de degradar y metabolizar al DEHF, y

la cepa E13 se mostr6 al menos como una cepa resistente al DEHF.
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Tabla 8. Densidad de biomasa de las tres cepas identificadas, desarrolladas sobre MM,
500 y 1000 mg/l de DEHF.

MEDIO DE CULTIVO
CEPA MM MM+500 mg/l DEHF | MM+1000 mg/l DEHF
(g/cm’) (g/cm’) (g/cm’)
Al 0.021°(0.001) 0.041° (0.001) 0.060% (0.002)
B 0.030° (0.002) 0.076° (0.001) 0.083% (0.003)
El3 0.038% (0.002) 0.019" (0.001) 0.038% (0.001)

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

son significativamente diferentes (p<0.05)

8. DISCUSIONES

Con base en el analisis de comparacion de las secuencias obtenida mediante PCR de ITS, la
cepa Al es Neurospora, sin embargo no podemos especificar claramente la especie, ya que se
obtuvieron dos especies diferentes, sin embargo mediante pruebas morfologicas podemos
complementar la identificacién. La cepa B correspondio a una cepa de Aspergillus niger, ya
que fue la tnica especie que nos dio como resultado en la comparacién de la secuencia. La
cepa E13 que resultd ser Hypocrea lixii. Skamnioti y cols. (2008) reportaron que los hongos
Neurospora crassa y Aspergilus nidulans son hongos fitopatogenos que producen cutinasas.
En este estudio se obtuvieron 2 cepas que correspondieron a los géneros reportados
previamente como productores de cutinasas y se observé que fueron capaces de desarrollarse
en DEHF. El hongo que mejor se desarrollé en este ftalato fue Aspergillus niger. Hypocrea
lixii es un hongo que no se ha reportado como productor de cutinasas. Se ha reportado que
Hypocrea lixii pertenece al estado sexualdeTrichoderma harzianum (Chaverri y cols. 2003).
Este ultimo hongo es importante en el control de enfermedades en plantas causadas por

patégenos fingicos del suelo, principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia,

Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros y que tanto el estadoasexualysexual deesta




especiestienenampliadistribuciongeografica. Esta relacion entre estos dos hongos podria ser la
causa por la ausencia del crecimiento de Hypocrea lixii en DEHF. Es importante mencionar
que existen pocos reportes donde se han empleado cepas como las que se aislaron e
identificaron en este trabajo, con la finalidad de degradar DEHF. Este es el primer estudio en
el que se aislan e identifican hongos presentes en una industria productora de papel capaces de

degradar compuestos estructuralmente complejos como los ftalatos.

9. CONCLUSIONES

Se se obtubieron 49 ahisladode las que solo tres se les realizo estudios. Las tres cepas de
hongos de la industria recicladora de papel, crecieron en presencia de DEHF, siendo las cepas
Neurospora 'y Aspergillus niger las que mostraron mayor probabilidad de degradar al
compuesto, ya que la densidad de biomasa se incremento al incrementarse la concentracion del

xenobiodtico.

La cepa Hypocrea lixii mostré ser al menos tolerante a las concentraciones de DEHF

empleadas en este estudio.
Los resultados sugieren que estos hongos utilizan DEHF como unica fuente de carbono y

energia, y, que podrian ser importantes en procesos de biorremediacion de lugares

contaminados por este tipo de compuestos.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar las enzimas que excretan los hongos en presencia de DEHF.

Cuantificar la degradacién de DEHF después del crecimiento del hongo empleando técnicas

cromatograficas.

Determinar los productos de degradacion del DEHF después del crecimiento del hongo

empleando cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas.

Evaluar la toxicidad antes y después del proceso de degradacion.
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