
 
 

 
Universidad Autónoma de Tlaxcala 

   

 

Efecto del Di (2-etilhexil) ftalato sobre el crecimiento 

de Pleurotus ostreatus y su producción de enzimas 

lacasas 

 

T  E  S  I  S 
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE 

 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

P   r   e   s   e   n   t   a 

 

Biol. José Luis Torres García 

 

Codirectores: 

Dra. Ma. del Carmen Sánchez Hernández 

Dr. Daniel Claudio Martínez Carrera 

 

Tutores: 

Dr. Gerardo Díaz Godínez 

Dr. Rubén Díaz Godínez 

 

 

 

Tlaxcala, Tlax.       Diciembre, 2015 

Centro Tlaxcala de Biología de la Conducta 

Posgrado en Ciencias Biológicas 

 

 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
Universidad Autónoma de Tlaxcala 

   

 

Efecto del Di (2-etilhexil) ftalato sobre el crecimiento 

de Pleurotus ostreatus y su producción de enzimas 

lacasas 

 

T  E  S  I  S 
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE 

 

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

P   r   e   s   e   n   t   a 

 

José Luis Torres García 

 

Codirectores: 

Dra. Ma. del Carmen Sánchez Hernández 

Dr. Daniel Claudio Martínez Carrera 

 

Tutores: 

Dr. Gerardo Díaz Godínez 

Dr. Rubén Díaz Godínez 

 

 

 

Tlaxcala, Tlax.       Diciembre, 2015 

Centro Tlaxcala de Biología de la Conducta 

Posgrado en Ciencias Biológicas 

 

 
 



 
 

FINANCIAMIENTO 

 
 
El presente estudio fue realizado en el Laboratorio de Biotecnología del Centro de 

Investigación en Ciencias Biológicas, de la Universidad Autónoma de Tlaxcala, mediante la 

beca No. 343161 otorgada a JLTG por parte de Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología, 

considerando que la Maestría en Ciencias Biológicas pertenece al Padrón Nacional de 

Posgrados de Calidad (PNPC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 



 
 

Agradecimientos 

Al Posgrado del Centro Tlaxcala de Biología de la Conducta, de la UATx, por ser mí 

casa durante algunos años, por ser esa estratega de conocimiento, y sobre todo, por 

brindarme siempre su apoyo, por eso y más GRACIAS. 

 

Al CONACyT, por brindarme la oportunidad de obtener la beca No. 343161 y así poder 

concluir mis estudios de posgrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

José Luis Torres García 
 

Cuando estas sólo y crees que nadie te ve o escucha, considera que existen cientos de 

personas que no pueden ver ni escuchar, Si tu luz de repente falla y el aire parece faltar, 

recuerda que existen personas que nunca ha visto un atardecer y los rayos del sol 

ocultarse en una tarde maravillosa, Si te detienen y no te abren una puerta, recuerda que 

tus pies conocen la salida como supieron por dónde entrar, Si tus pasos encuentran su 

ritmo tus pensamientos podrán volar más alto. Son los pies en el suelo firme los que 

comienzan todo salto, así como existe sólo el 1 % del conocimiento de los microorganismos 

que viven en el suelo, o que es el soporte que da vida, o mejor aún, de donde surge ese olor 

cuando caen las primeras gotas de lluvia sobre él. Oye! Considera que a veces tropezaras, 

y la noche llegara por anticipado,  Levántate y quédate en pie, la voluntad tiene piernas 

más largas que el miedo, Deja que los demás te critiquen, que formulen sus hipótesis ante 

tu persona, teoricen, difundan tus fracasos, y se horroricen con tu persona, al final de 

cuentas, Ya eres importante por eso de que hablen, 

Todo lo que necesitas hacer es: Ser tú, como seas, simplemente créelo. 

 
Y después de dar una vuelta en mi cabeza! 

 
¿Quién soy yo? 

Yo soy las manos de mi abuelo. 
Soy las lágrimas de mi madre. 

La fuerza de mi padre. 
Las bromas de mis hermanas. 

Soy el amor de quien me ha amado 
Y la disciplina de mis maestros. 

Soy la inspiración de muchos para seguir caminando 
Y la gente que aplaudió mis éxitos. 

Soy los consejos de cien hombres. 
No soy sólo yo. 

Soy la suma de todos. 
El orgulloso resultado del trabajo de otros. 

Aquellos que han tocado mi vida, de tantas maneras. 
Llegó el momento. Es tiempo de dar. 

(Buchanan´s Share your self) 

  



 
 

Agradecimientos 

Al Posgrado del Centro Tlaxcala de Biología de la Conducta, de la UATx, por ser mí casa durante 

algunos años, por ser esa estratega de conocimiento, y sobre todo, por brindarme siempre su 

apoyo, por eso y más GRACIAS. 

 

Al CONACyT, por brindarme la oportunidad de obtener la beca No. 343161 y así poder concluir 

mis estudios de posgrado. 

 

A la Dra. Ma. del Carmen Sánchez Hernández, por aceptarme en su grupo de investigación y 

sobre todo por generarme esa forma de vida como investigador.  Por esas tardes de ciencia, 

por esas noches de escritura, por las carcajadas mientras comíamos capulines, por TODO y 

TODO, desde el fondo de mi corazón mil Gracias. 

 

Al Dr. Daniel Claudio Martínez Carrera, por ser parte de mi formación, por la paciencia y 

aportes tan atinados en este trabajo, por su siempre tan dispuesto apoyo, una verdadera 

forma de ser en la investigación, Gracias! 

 

Al Dr. Gerardo Díaz Godínez, por inspirarme a hacer investigación, por todos sus comentarios 

tan oportunos y sobre todo por ser un maravilloso profesor. 

 

Al Dr. Rubén Díaz Godínez, por enseñarme la disciplina en el trabajo de la investigación, la 

constancia en el trabajo y por esos sabios consejos que me servirán en toda mi vida.  

 

A la Dra. Maura Téllez Téllez, por ser pieza inicial en este trabajo, por sus consejos y tan 

atinadas observaciones. 

 

A mis sinodales, El Dr. Francisco Castelan, la Dra. Estela Cuevas, la Dra. Leticia Nicolás, el Dr. 

Ángel Melo, por apoyarme en esta etapa final de mi formación, por sus tan atinados 

comentarios y sus tan acertadas correcciones, gracias! 



 
 

Dedicatoria 

ADIOS por brindarme la oportunidad de seguir viviendo,  

Por darme la extraordinaria familia que tengo, 

 Y por darme esa paz en mi corazón cuando más la necesito. 

 

 

A mi Ángel, que donde quiera que este, 

 siempre me está cuidando,  

el motor de mi vida y la ilusión de volver a estar juntos,  

a ti mí siempre tan querido Derek Yael Torres García. † 

 

 

A mis padres, el Sr. Toribio Torres Hernández y la Sra. Ma. del Carmen 

García Ramírez, la persona quien me dio la vida, mi conciencia, mi razón de ser 

y vivir, a la mujer más noble que haya conocido, a ti madre, mi corazón que 

siempre late aún lado de mí. A los dos que tan atinadamente son mis padres. 

 

 

A mis hermanas Beatriz e Isabel Torres García,  

mi fuerza y mi motor de vida, el ejemplo más honesto de mi vida y las mujeres 

más esenciales de ella,  

a mi sobrino Emir Ramírez Torres,  

la nueva luz en mi vida,  

la alegría desinteresada  

y la parte de mi corazón que late con fuerza. 

 

 

 

En Memoria de mi amiga Yajahira Erzeleid Alvarado Aguilar, por ser mi 

compañera de la licenciatura e indirectamente involucrada en este proceso de mi 

formación, a ti mi querida amiga, donde quiera que estés te dedico este triunfo. 

 

 
 

 

 

 

 



 
 

Agradecimientos a Título personal 

 

A mi segunda familia, mi amiga Miriam Ahuactzin Pérez, por ser parte de mi vida, por 

llegarme siempre al corazón y enseñarme un estilo de vida diferente, por estar siempre en los 

momentos más difíciles de mi vida, por ser mi ejemplo a seguir, el orgullo más grande de mi 

formación, por dejar de ser mi amiga y convertirte en mi hermana. A tí mi querido amigo 

Carlos Eliud Guerrero Carro, por ser el hermano que siempre hubiese querido tener, por 

toda tu confianza y porque siempre crees en mí. A mi sobrino Carlitos, la alegría de mis 

momentos de vida, por tu cariño tan desinteresado y por hacerme sentir parte de tu vida. A la 

Mtra Pilar Carro Abdala, por convertirse en mí segunda madre y siempre cuidar de mí. Por 

todo y todo mil gracias. 

 

 

A mis padrinos el Sr. Jaime Ahuactzin y la Sra. Miriam Pérez, por apoyarme siempre y 

permitirme ser parte de su familia, y enseñarme que la vida es tan maravillosa de mil maneras. 

 

 

A mis profesores el QI. Alberto de Jesús Ortíz Zamora y la QI. Georgina Pérez Montiel, 

por permitirme ser parte de su vida personal y profesional, por apoyarme cuando más lo he 

necesitado y por brindarme la confianza de ser parte de sus vidas. 

 

 

 

A mis fieles y sinceros amigos, Diana Paola García Villegas, Itzel Ortíz Pérez, Adriana 

Madrid, Rubí Aguilar, Angel González Márquez, Gabriela Córdoba Sosa, Binicio Ramírez 

Mendoza y a mi profesor de danza Lic. Fernando Palma Morales, a mis amigos Juan Carlos 

Esquino, Jarim Saavedra, Ramiro Lima, Geomar Báez, Daniela Munoz y a mi amigo Daniel 

Montiel, porque de alguna manera han influido en mi formación como persona y como 

profesionista, por permitirme estar siempre ahí en ese lugar de su corazón, Mil Gracias. 

 

 

 

A mis profesores, el Dr. Arturo Estrada Torres, la Dra. Alba Mónica Montiel, la Dra. Dora 

Luz, y al Dr. Martín Serrano, por todos sus conocimientos y consejos que me permitieron 

llegar al día de hoy. 

 

 

 

 

 
 

 

 



1 
 

RESUMEN 

Los ftalatos son diésteres aromáticos derivados del ácido o-ftálico o del ácido t-ftálico, 

ampliamente utilizados como plastificantes. El di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) se ha utilizado 

durante más de 70 años como aditivo en muchos productos, como plásticos, pinturas y tintas, o 

como disolvente en formulaciones industriales, sin embargo, estos compuestos pueden ser 

eliminados del ambiente gracias al sistema metabólico de algunos microorganismos como 

bacterias y hongos, capaces de utilizarlos como fuente de carbono y energía. El hongo 

ligninocelulolítico Pleurotus ostreatus, presenta un sistema enzimático único y no específico 

extracelular siendo las enzimas lacasas las principales enzimas encargadas de la degradación 

de la lignina y otros compuestos orgánicos estructuralmente relacionados con los esteres de 

ftalato. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del DEHF sobre el crecimiento de 

P. ostreatus y su producción de enzimas lacasas crecido en medio líquido. Se utilizó la cepa P. 

ostreatus 50 (del cepario del COLPOS, Puebla). Se prepararon tres medios de cultivo, 1) 

Medio sin adición de ftalato (MSAF), 2) MSAF + 500 mg de DEHF/L y 3) MSAF + 1000 mg 

de DEHF/L. El pH se ajustó a 6.5 usando NaOH 1M. Para las fermentaciones liquidas se 

emplearon matraces de 125 ml conteniendo 50 ml de cada medio de cultivo y se inocularon 

con 3 fragmentos de micelio de 10 mm de diámetro, se incubaron a 28 ºC durante 23 d a 120 

rpm. La velocidad específica de crecimiento (µ) y la biomasa máxima obtenida (Xmax) fueron 

calculadas empleando la ecuación logística. La actividad enzimática de lacasas fue evaluada 

utilizando 2,6 dimetoxifenol (DMP) como sustrato y se leyó a una absorbancia de 460 nm. El 

rendimiento teórico de la enzima con respecto a la biomasa (YE/X) se estimó como la relación 

entre la Emax (U/L) y Xmax (g/L). De igual manera se calculó el rendimiento de la biomasa con 

respecto al sustrato (YX/S) empleando la Xmax y la concentración de la fuente de C2. Se calculó 

la productividad en el pico máximo de actividad (PRO= Emax/ tiempo de fermentación), 

además de la tasa específica de formación de la enzima (qp=µYE/X). El perfil zimográfico fue 

determinado empleando la técnica de electroforesis con agar de poliacrilamida, incubando los 

geles a 25 °C con DMP 2mM como sustrato. La Xmax obtenida en el medio conteniendo 1000 

mg de DEHF/L fue de 7.6 g/L y una µ de 0.019 h-1 significativamente mayores en 

comparación con los otros medios de cultivo, al igual que el (YX/S) el mayor valor fue 

obtenido en el medio de 1000 mg de DEHF/L. El consumo de glucosa se dio en un 100 % en 

todos los medios de cultivo, sin embargo, en el medio de 1000 mg de DEHF/L, el consumo 



2 
 

fue a menor velocidad que en los otros medios. Con respecto al perfil de pH, se observa en los 

medios conteniendo DEHF que disminuye consecuentemente obteniendo pH cerca de 4.5 y 4. 

El Con respecto a la producción de lacasas, la máxima obtenida, fue de 8973 U/L y 7962 U/L 

en el medio conteniendo 1000 y 500 mg de DEHF/L respectivamente. Con respecto a la Emax, 

YE/X, PRO y la qp se mostrarón los mayores valores en el medio conteniendo 1000 mg de 

DEHF/L, siendo significativamente diferente a los medios conteniendo 500 mg de DEHF/L y 

al MSAF. Se mostró un efecto del DEHF sobre la los perfiles zimográficos de lacasas, 

observándose por lo menos 3 isoformas distintas de lacasas al aumentar la concentración de 

este compuesto. Estos resultados sugieren que la presencia del DEHF muestra un efecto 

directo sobre la producción de la biomasa y que los anillos aromáticos en su estructura son un 

inductor de la enzima por lo cual se obtienen valores de actividad enzimática y producción de 

isoformas de lacassa mediado por la inducción que se da en estas debido a la presencia de los 

anillos aromáticos del DEHF. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Ftalatos 

 

Los ftalatos son diésteres aromáticos derivados del ácido orto-ftálico o del ácido tere-ftálico, 

ampliamente utilizados como plastificantes (Liang y cols. 2008). Presentan dos cadenas 

laterales, generalmente alifáticas lineales; aunque también pueden presentar grupos alifáticos 

ramificados, cicloalifáticos o aromáticos. Estos compuestos fueron sintetizados por primera 

vez en la década de 1920; no obstante, su venta a gran escala se dio hasta 1950 con la 

aparición de la industria del cloruro de polivinilo (PVC) por sus siglas en inglés (Keml 2000).  

De acuerdo al uso, los ftalatos se han clasificado en diferentes grupos (Tabla 1). Entre ellos, el 

di (2-etilhexil) ftalato (DEHF) es el más usado, ya que su producción oscila alrededor de cerca 

de 18 millones de toneladas cada año a nivel mundial (Koch y cols. 2003). Además, es el 

compuesto ampliamente más utilizado en Europa y USA, por ser el más económico y por la 

fácil adaptabilidad al producto final, seguido por el Di-isononil ftalato (DINF) y Di-isodecil 

ftalato (DIDF) y posteriormente por los ftalatos especiales que tienen un mercado más 

restringido (www.ecpi.org/upload/documents). 

 

Tabla 1. Clasificación de los ftalatos de acuerdo a la magnitud de su uso 

(www.ecpi.org/upload/documents) 

Grupo Compuesto 

DEHF 

 

Di (2-etilhexil) ftalato, conocido como Di-octil ftalato 

DINF y DIDF 

 

 

Di (isononil) ftalato 

Di (isodecil) ftalato 

Ftalatos especiales de 

menor pesos molecular 

Di butil ftalato (DBF) 

Di isobutil ftalato (DIBF) 

Di isopentil ftalato (DIPF) 

Di isooctil ftalato (DIOF) 

Di isoundecil ftalato (DIUF) 

Di isotridecil ftalato (DITDF) 

Butilbenzil ftalato (BBzF) 

Otros ftalatos lineales y similares 

http://www.ecpi.org/upload/documents
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Los ftalatos entran al ambiente principalmente a través de la disposición en rellenos sanitarios 

de residuos municipales e industriales de donde son liberados; sin embargo, también pueden 

liberarse durante la quema de productos plásticos (www.epa.gov/air/noise.html). Una pequeña 

fracción de estos compuestos se volatiliza a la atmósfera, donde pueden sufrir reacciones 

fotoquímicas con radicales hidroxilo (Hazardous Substance Data Bank 1994), o dispersarse a 

sitios lejanos, tanto en la fracción gaseosa como en forma de partículas y posteriormente 

reingresar a la tierra por deposición seca o húmeda (Eisenreich y cols. 1981). Asimismo, estos 

compuestos pueden llegar a los cuerpos de agua y al océano a través de las descargas de aguas 

residuales de la industria que manufactura y procesa plásticos, así como de los efluentes de las 

plantas de tratamiento de agua.  

 

1.2. Biodegradación de ftalatos 

 

Diferentes estudios han demostrado que los ftalatos de cadenas cortas como dimetil ftalato 

(DMF), dietil ftalato (DEF), DBF, difenil ftalato (DFF), dipropil ftalato (DPrF) y BBzF 

pueden ser rápidamente biodegradados y mineralizados (Chang y cols. 2004). Por otro lado, 

los ftalatos con una cadena carbonada extensa como el dioctil ftalato (DOF) o DEHF son 

menos susceptibles a la biodegradación (Liang y cols. 2008; Wang y cols. 2000; Chang y cols. 

2004). La diferencia en la biodegradación se debe tanto al efecto estérico de las cadenas 

laterales de los ftalatos, lo que dificulta que la unión de las enzimas hidrolíticas a las cadenas 

esté inhibiendo la hidrólisis de estos compuestos. En contraste, las ramificaciones de las 

cadenas carbonadas no son un factor limitante en la degradación de ftalatos. Diferentes 

isómeros de ftalatos muestran diferentes tasas de biodegradación, y las enzimas hidrolíticas de 

ftalatos son estructuralmente específicas. La enzima dimetil isoftalato deshidrogenasa 

purificada de Rhodococcus erythopolis hidroliza rápidamente dimetil isoftalato (DMI) y DMF 

mientras que apenas hidroliza el dimetil tereftalato (DMTF) (Gu y cols. 2005; Liang y cols. 

2008). Las rutas metabólicas de los ésteres de ftalatos por microorganismos son consideradas 

importantes en la biodegradación de estos contaminantes. Diversos estudios en degradación de 

ftalatos mencionan algunas características importantes para que dicha biotransformación se 

lleve a cabo. Staples y cols. (1997) mencionan que la biodegradación de los esteres de ftalato 

se lleva a cabo a mayor velocidad en condiciones aerobias contrario a condiciones anaerobias 
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o anoxigénicas en el ambiente. Esta degradación se da eficientemente al 100% en los ésteres 

de ftalato de cadenas cortas y menos en los de cadena larga (Staples y cols. 1997; Yuan y cols. 

2002). 

La biodegradación primaria de ftalatos se expresa en parámetros cinéticos de primer orden 

(Gavala y cols. 2003) y a mayor concentración de compuesto o en alguno de sus metabolitos 

como resultado de la biodegradación inhiben dicha acción. En primer orden la ruta de 

biodegradación consiste en la biodegradación de ftalatos de cadena larga (diesteres de ftalato 

(DsF) en monoesteres de ftalato (MsF) por la enzima dialkil esterasa (Fig. 1a), después a ácido 

tereftálico (AT) por la enzima ácido tereftalato deshidrogenasa, finalizando en CO2y/o CH4 

(Staples y cols. 1997). Este proceso consiste en diferentes etapas de transformación química; 

(1) Desterificación o dealquilación, (2) β-oxidación, removiendo un grupo etilo en condiciones 

anaerobias y (3) trans-esterificación o demetilación en condiciones aerobias. El DEF puede 

ser degradado añadiendo un grupo etilo y un metilo a la cadena carbonada, produciendo etil-

metil ftalato y DMF, este proceso es una trans-esterificación (Cartwright y cols. 2000) donde 

el monoester de ftalato DMF puede ser metabolizado en ácido ftálico (AF) o continuar siendo 

degradado en monometil ftalato (MMF) terminando en 2-hidroxi3-[oxi(metoxicarbonil)] y 

ácido benzoico 4-hidroxi-3[oxi(metoxicarbonilo)]. Debido a la transformación de los DsF a 

MsF prosigue la transformación de MsF en AF por la enzima monoalquil esterasa (Fig. 1b). 

Una vez transformados los MsF a AF (unidad química estructural) e intermediario central en 

la biodegradación de ftalatos e hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) prosigue la 

segunda etapa, donde se forma una escisión en el anillo del AF y esta condición se presenta 

bajo un sistema aerobio o anaerobio (Fig. 1c) (Catwright y cols. 2000). Bajo condiciones 

aerobias el AF se degrada siguiendo dos rutas de catálisis por enzimas deshidrogenasas, 

formando el intermediario más común, el protocatehuate (Fig. 1d) (Eaton y Ribbons 1982; 

Nomura y cols. 1992). Por bacterias Gram (-) el AF se convierte en cis-4,5-dihidro-4,5-

dihidroxi ftalato por acción de la enzima AF-4,5-dioxigenasa (Fig. 1e) el cual es oxidado por 

un NAD dependiente de deshidrogenasa a 4,5-dihidroxi ftalato por la enzima cis-4,5-dihidro-

4,5-dihidroxiftalato deshidrogenasa (Fig. 1f) (Eaton y Ribbons 1982; Nomura y cols. 1992). 

Mientras que por bacterias Gram (+) el AF se convierte en cis-3,4-dihidro-3,4-dihidroxi ftalato 

actuando esta ocasión la enzima AF-3,4-dioxigenasa (Fig. 1g) y de igual manera a la 

oxidación inmediatamente anterior del cis-3,4-dihidro-3,4-dihidroxi ftalato es oxidado en 3,4-
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dihidroxi ftalato en esta ocasión por la enzima cis-3,4-dihidro-3,4-dihidroxiftalato 

deshidrogenasa (Fig. 1h) (Eaton y Ribbons 1982; Nomura y cols. 1992). Continuando con la 

ruta de degradación el 4,5-dihidroxi ftalato y el 3,4-dihidroxi ftalato son degradados a 

protocatehuate (3,4-Dihidroxi benzoato) por las enzimas 4,5-dihidroxiftalato descarboxilasa y 

3,4-dihidroxiftalato descarboxilasa (Fig. 1i,j) respectivamente (Eaton y Ribbons 1982). El 

protocatehuate es metabolizado a través de la escisión ortho o meta del anillo por acción 

enzimática, cuando ocurre la escisión meta, el protocatehuate se reduce por acción de la 

enzima 3,4-protocatehuate dioxigenasa a 4-carboxy-2-hidroximucosiconico semialdehído (Fig. 

1k). Cuando la escisión es de tipo orto, el protocatehuate se convierte en 3-katoadipato por 

acción de la enzima 4,5-protocatehuate dioxigenasa, terminando en oxalacetato que mediante 

a la unión de ácido pirúvico condensado participan en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(Ciclo de Krebs) (Fig. 1l) (Dennis y cols. 1973). El AT es utilizado por algunas bacterias 

aeróbicas como fuente de carbono (Keyser y cols. 1976), la degradación de este isómero de 

ftalato es diferente a la del AF bajo condiciones aeróbicas, el AT es transformado en di-

hidroxi-3,5-ciclohexadina-1,4-ácido dicarboxílico por la enzima tereftalato 1,2-diogigenasa 

(Fig. 1m) y bajo condiciones anaerobias es convertido vía ácido benzoico a 4-hidroxibenzoato 

para ser convertido en cetociclohexano y así posteriormente pueda introducirse en la β-

oxidación como etapa final (Fig. 1n) o si bien el ácido benzoico puede ser oxidado en acetato, 

H2O y CO2 finalizando con la estructura ftálica (Benjamin y cols. 2015). 
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Fig. 1 Biodegradación aeróbica y anaeróbica de ésteres de ftalato de cadena larga (modificada 

de Benjamin y cols. 2015). 
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1.2.3. Biodegradación de esteres de ftalato por hongos 

 

Otra forma de observar la biodegradación de ftalatos es utilizando hongos filamentosos. Se ha 

estudiado el crecimiento de hongos filamentosos en medio de cultivo extracto de malta-

glucosa (YMG) adicionado con 100 mg/L de diferentes ftalatos (DEF, DMF y BBF). En este 

medio de cultivo, el DMF fue removido completamente por el hongo Pleurotus ostreatus en 8 

días. Los hongos Irpex lacteus y Trametes versicolor MrP13 también removieron el 100% de 

DMF en 10 días. En la biodegradación de DEF, la mayoría de los hongos presentan una tasa 

baja de degradación comparándola con la de DMF. Sin embargo, P. ostreatus remueve 

completamente el DEF dentro de los 8 días como el DMF. BBF fue degradado más 

rápidamente que DMF y DEF. P. ostreatus mostró la mayor tasa de degradación para los tres 

ftalatos antes mencionados entre los diferentes hongos estudiados (Zeng y cols. 2004; Hwang 

y cols. 2008). También se ha observado que el hongo P. ostreatus es capaz de degradar 

completamente los 100 mg/L de BBF en el medio enriquecido YMG dentro de las primeras 24 

horas de incubación en comparación con un medio mínimo en el cual solo llega a degradar el 

35% de este ftalato. De manera similar, se han observado bajos niveles de degradación de 

BBF (30%) por otro hongo de pudrición blanca, Phlebia tremellosa, en un medio mínimo sin 

adición extra de fuente de carbono. Además, el pH del medio de cultivo tiene un efecto 

significante en el crecimiento fúngico y en la actividad de las enzimas degradadoras de BBF. 

El pH del medio después de la adición de este ftalato se puede deber a la formación 

subsecuente de los metabolitos intermediarios de la degradación de BBF. En la 

biodegradación de este ftalato, el ácido ftálico se produce como el principal metabolito por lo 

que el pH del medio cambia. También se ha observado que la biomasa producida en el medio 

YMG conteniendo BBF es mayor que en aquel que no contiene ftalato, sugiriendo que P. 

ostreatus utiliza el ftalato como fuente de carbono (Xu y cols. 2005; Yeo y cols. 2008; Chang 

y cols. 2007; Chatterje y cols. 2008; Hwang y cols. 2012). El hongo P. ostreatus es capaz de 

formar pellets densos esféricos comparados con las otras cepas de hongos, y esto se puede 

deber a las hidrofobinas. Éstas son proteínas de bajo peso molecular, producidas por hongos 

filamentosos que le confieren la hidrofobicidad a la estructura fúngica. Estas proteínas hacen 

más densos los pellets en un medio de cultivo acuoso y adsorber lo ftalatos hidrofóbicos más 

fácilmente, lo cual ayuda en la degradación de los ftalatos por P. ostreatus. Éste hongo tiene la 
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factibilidad de aplicarlo en el tratamiento de residuos contaminados con ftalatos y en la 

bioremediación de sitios contaminados con los mismos (Kim y Song 2000; Linder y cols. 

2005; Hwang y cols. 2012). Existen enzimas que están implicadas en la biodegradación de 

ftalatos. Comparando con la enzima esterasa purificada de Candida cylindracea, la enzima 

cutinasa de Fusarium oxysporum mostró una actividad mayor en la hidrólisis de DEHF. La 

tasa de degradación de este ftalato muy notablemente mayor con la cutinasa fúngica. También 

se ha reportado que esta enzima es capaz de degradar también BBF (Kim y cols. 2002), DBF 

(Kim y Lee 2005), DFF (Kim y cols. 2005), DPF (dipentil ftalato) (Ahn y cols. 2006) y dihexil 

ftalato (DHF) (Kim y cols. 2005) de una manera eficiente (Kim y cols. 2002) y la enzima 

cutinasa parece ser una excelente degradadora de ftalatos. En la degradación de DEHF y BBF 

por esta enzima, produce el metabolito no tóxicos 1,3-isobencenofurandiona (IBF) como 

producto mayoritario. En estudios de toxicidad, utilizando la bacteria, se ha observado que el 

IBF no resultó tóxico para la bacteria a diferencia de los productos obtenidos con la enzima 

esterasa de levadura. Estos metabolitos provocan en la bacteria estrés celular por compuestos 

oxidativos como especies reactivas de oxígeno las cuales pueden dañar moléculas como 

proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y membranas (Kim y cols. 2002). El efecto de DBF fue 

observado en el crecimiento micelial de del hongo Polyporus brumalis a tres diferentes 

concentraciones (250, 750 y 1250 µM). En general, el crecimiento del hongo disminuyó 

conforme aumentaba la concentración de DBF. En el medio de cultivo de 250 µM/DBF no se 

observó una inhibición significativa en el crecimiento micelial. Sin embargo, la inhibición se 

observó a niveles significativos en los medios de cultivo de 750 y 1250 µM/DBF. 

Particularmente, la tasa de inhibición del crecimiento micelial a 1250 µM/DBF fue alta 

durante los primeros seis días de incubación, pero la eficacia de la inhibición disminuyó a un 

nivel similar al del medio sin adición de ftalato. Esto indica que existen limitaciones en los 

efectos inhibitorios de DBF incluso a 1250 µM/DBF (Soo-Min y cols. 2006). Este hongo 

muestra mayor resistencia a DBF comparados con otras degradaciones bacterianas (Cartwrigth 

y cols. 2003; Kim y cols. 2002; Koo y cols. 2003). Se ha reportado que la cepa de F. 

oxysporum es capaz de degradar el BBF a una concentración de 5000 mg/L en un tiempo de 

7.5 h en medio líquido. Asimismo, es capaz de degradar DPF a una concentración de 5000 

mg/L en 10 h en medio líquido comparándola con otros hongos. 
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1.3.  Di (2-etilhexil) ftalato 

 

El DEHF o DOF se ha utilizado durante más de 70 años (Helm 2007) como aditivo en muchos 

productos, como plásticos, pinturas y tintas, o como disolvente en formulaciones industriales 

(Horn y cols. 2004). Sin embargo, es utilizado sobre todo por su capacidad de plastificar PVC, 

en el que se añade con frecuencia a concentraciones superiores de 40% en masa (Mersiowsky 

y cols. 2001). La ingestión y exposición dérmica se consideran importantes rutas de 

exposición a éste compuesto. La exposición vía oral es por el consumo de productos 

alimenticios, que se encuentran en contacto con empaques de PVC conteniendo DEHF, y la 

exposición vía dérmica es consecuencia de utilizar cosméticos que contienen DEHF, otra vía 

se da al inhalar partículas de polvo adheridas al DEHF (Hauser y Calafat 2005). 

 

El DEHF posee una elevada tendencia a separarse de la matriz plastica debido a que no se une 

quimicamente al PVC y dado, a su elevada lipofilia, puede liberarse del plástico de forma 

relativamente sencilla y rápida cuando se pone en contacto con soluciones acuosas ácidas o 

lipídicas, o por acción del calor (Xu y cols. 2010). Es por ello, que el uso indiscriminado del 

DEHF en la industria del plástico ha provocado su gran dispersión en el medio ambiente, de 

modo tal que se encuentra en suelo, en agua, en aire y en los alimentos, razón por la cuál se ha 

considerado un contaminante ambiental ubicuo (Martinell 2006).  

 

Cuando el DEHF entra en el organismo del ser humano, se metaboliza en varias sustancias que 

se eliminan fácilmente. Se ha identificado a uno de sus metabolitos más importantes, el mono 

etil-hexil ftalato (MEHF), como responsable de la toxicidad del DEHF. Las enzimas que 

rompen este aditivo químico en su metabolito MEHF se han encontrado fundamentalmente en 

el intestino, aunque también están presentes en el hígado, riñones, pulmones, páncreas y en el 

plasma de algunos organismos. El hecho de que la metabolización del DEHF ocurra en el 

tracto intestinal implica que la exposición vía ingestión podría ser más peligrosa que la 

intravenosa. El DEHF produce un amplio espectro de efectos tóxicos en animales de 

experimentación (incluidos roedores y primates) que van a afectar a diversos órganos y 

sistemas, como al hígado, sistema reproductor (testículos, ovarios, órganos sexuales 

secundarios), riñones, pulmones y corazón (Liu y Lin 2002; Okubo y cols. 2003).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969707007607
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1.4. Hongo Pleurotus ostreatus 

 

La palabra Pleurotus deriva del griego “pleuro” que significa formado lateralmente o en 

posición lateral, refiriéndose a la posición del estípite respecto al píleo. Por su parte, ostreatus 

en latín significa en forma de ostra, y se refiere a la apariencia y al color del cuerpo fructífero 

(Stamets y Chilton 1983). Pleurotus es un hongo saprofito o parásito débil, que degrada la 

madera y crece abundantemente sobre árboles de los géneros Alnus, Ochroma y Acer. La 

conexión evolutiva de las especies de este género no está del todo clara y ha generado 

controversia con respecto a su taxonomía. Sin embargo varias especies de Pleurotus se han 

identificado erróneamente, a pesar de su importancia económica. El principal problema en la 

identificación se ha atribuido a la gran variación y su amplia distribución del género. 

Actualmente se ha encontrado que varias cepas comerciales de Pleurotus reportadas como P. 

ostreatus se habían confundido con otras especies, tales como Pleurotus columbinus, 

Pleurotus pulmonarius, Pleurotus sajor caju, P. ostreatus var. florida, Pleurotus floridanus, 

Pleurotus flabellatus y Pleurotus djamor (Mata y Salmones 2003).  

 

La producción del hongo P. ostreatus o económicamente mejor conocido como “seta” es 

considerada como la segunda tecnología microbiana de mayor importancia comercial después 

de la producción de levaduras. A nivel mundial, P. ostreatus ocupa el segundo lugar en 

producción después del champiñón científicamente conocido como Agaricus bisporus 

(Sánchez 2010). Las setas se han consumido desde hace varios años y son importantes por su 

sabor y propiedades nutrimentales. En general, los hongos contienen un 90% de agua y 10% 

de materia seca. Estos organismos tienen características nutricionales importantes ya que su 

valor nutricional se puede comparar con la leche, huevos y carne. Los hongos también 

contienen vitaminas y una gran cantidad de aminoácidos esenciales (Sánchez 2010; Sánchez y 

cols. 2012). Desde el punto de vista ecológico, el cultivo de P. ostreatus es importante debido 

a su capacidad para degradar compuestos lignocelulósicos como la lignina, presentes en los 

residuos agrícolas reciclándose así estos compuestos en la naturaleza (Martínez-Carrera y cols. 

1993). 
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En la Figura 2 se muestran las dos fases de crecimiento de un hongo basidiomiceto, igual al de 

P. ostreatus: la vegetativa y la reproductiva (Sánchez y cols. 2012). La fase vegetativa está 

compuesta por el micelio aéreo y el manto micelial que penetra la superficie del sustrato en el 

que se lleva la degradación primaria del mismo, utilizando la materia orgánica en 

descomposición como fuente de carbono y energía (2012). El micelio tiene una apariencia de 

masa algodonosa, generalmente blanca, y crece sobre el sustrato elegido para su desarrollo. 

Cabe mencionar, que el micelio es el que se cultiva sobre medios sintéticos en cajas Petri para 

obtener una colonia de la cepa (Sánchez y cols. 2012). Ésta crece en forma radial y por ello se 

forman masas discoidales sobre la superficie donde crecen. Sin embargo, las colonias tienden 

a incrementar su tamaño para aprovechar los recursos más cercanos hasta que se hayan 

agotado. En el proceso de biodegradación, el microorganismo secreta enzimas extracelulares 

que tienen la capacidad de utilizar O2 molecular para reducir los polímeros del sustrato en 

monómeros y de esta manera, ser utilizados por el mismo como fuente de carbono y energía 

en las rutas metabólicas de la glucolisis, ciclo de Krebs y cadena trasportadora de electrones, 

produciendo moléculas de ATP y CO2 como productos finales de la degradación (Sánchez 

2009). 

La fase reproductiva o cuerpo fructífero, está constituida por el pie o estípite, las laminillas o 

himenio y el píleo o sombrero, para que esta fase de crecimiento pueda concluirse, el hongo 

tiene que sufrir diversos cambios conocidos como morfogénesis, desde el aglomeramiento 

micelial en la zona madura del crecimiento vegetativo para poder formar los primordios, 

cuerpos fructíferos microscópicos que se convertirán en los cuerpos fructíferos como tal. En la 

fase reproductiva se llevan a cabo todos los procesos de plasmogamia y cariogamia para 

formar las basidioesporas y así poder germinar en algún sustrato para formar nuevo micelio 

monocariótico y cumplir con el ciclo de vida de este hongo (Sánchez y cols. 2012). 
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Fig. 2. Fases de crecimiento de un hongo basidiomiceto y proceso de invación y degradación 

del sustrato (Modificada de González-Márquez y cols. 2015). 

 

1.4.1. Ciclo de vida de Pleurotus ostreatus 

 

El ciclo de vida de Pleurotus, implica una sucesión de etapas que van desde la germinación de 

las esporas hasta la formación de cuerpos fructíferos. En condiciones adecuadas las esporas 

germinan y dan lugar al micelio (Moore-Landecker 1996; Herrera y Ulloa 1998; Valencia-del 

Toro 2002). 

 

En los basidiomicetes existen dos modelos sexuales: 1) el homotalismo: los que pertenecen a 

este grupo son auto compatibles, es decir la unión sexual puede efectuarse entre elementos de 

un mismo micelio y 2) el heterotalismo: Son necesarios dos micelios para llevar a cabo la 

reproducción. El género Pleurotus está dentro de este modelo. En este las basidiosporas con 

un núcleo germinan (micelio primario monocariotico) (A) y se fusionan dos micelios 

primarios compatibles, en los cuales hay un intercambio nucleico reciproco (plasmogamia) 
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(B), formando el micelio secundario dicariótico con la presencia de fíbulas (C), la fusión 

nuclear (cariogamia) ocurre en los basidios, que se encuentran en las laminillas del cuerpo 

fructífero (D), posteriormente ocurre la meiosis, dando origen a células haploides 

(basidiosporas), que son expulsadas hacia el ambiente (E) (el número de cromosomas está 

representado con la letra n) (Olivier-Laborde 1991) (Fig. 3). 

 

 

Fig. 3. Ciclo de vida heterotálico de P. ostreatus (Modificada de Olivier-Laborde 1991) 

 

 

 

1.4.2 Sistema enzimático de P. ostreatus 
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Los hongos ligninolíticos como P. ostreatus, han desarrollado un sistema enzimático único y 

no específico que funciona en el ambiente extracelular (Tabla 2). El mecanismo del sistema 

degradador de lignina está basado en la producción de radicales libres (Sánchez 2009). Este 

mecanismo permite que estas enzimas sean catalíticamente activas sobre una gran diversidad 

de sustratos orgánicos. La enorme diversidad estructural de los contaminantes que son 

degradados por estos hongos, les confiere un uso potencial en bioremediación (Christian y 

cols. 2005).  

 

Tabla. 2. Principales enzimas producidas por P. ostreatus crecido en diferente sistema de 

fermentación y utilizando diversos sustratos. 

Enzima   Función                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          Sustrato Sistema de 

fermentación    

Referencia 

Proteasas 

dependientes de 

metal 

Coagulante de 

leche  

Cuerpos fructíferos 

crecidos sobre rastrojo de 

paja 

Fermentación 

sumergida 

Lebedeva y 

Proskuryakov 2008 

Serin proteasas  Coagulate de leche  Cuerpos fructíferos 

crecidos sobre rastrojo de 

paja 

Fermentación solida Lebedeva y 

Proskuryakov 2008 

Celulasas Biodegradación de 

celulosa 

Aserrín, bagazo de caña de 

azúcar y paja de arroz 

Fermentación solida Khalil y cols. 2011 

Lacasas y Mn-

peroxidasas 

Biodegradación de 

hidrocarburos 

policíclicos 

aromáticos (PAHs)  

 PAHs Fermentación 

sumergida 

Patel y cols. 2009 

Lacasas  Biodegradación de 

lignina 

Glucosa y extracto de 

levadura 

Fermentación 

sumergida 

Díaz y cols. 2013 

Lacasas  Biodegradación de 

lignina 

Glucosa y extracto de 

levadura 

Fermentación solida Velázquez y cols. 

2014 

Esterasas  Biodegradación de 

ftalatos 

Butilbezil ftalato Fermentación 

sumergida 

Hwang y cols. 2012 

Esterasas  Biodegradación de 

ftalatos 

Di octil ftalato Fermentación 

sumergida 

Cordoba-Sosa y cols. 

2014 

 

 

Estos hongos ligninolíticos, por ser activos degradadores de lignina, pueden degradar parcial o 

totalmente compuestos orgánicos persistentes de estructura análoga a la lignina. Por ello, la 

gran importancia en aplicaciones industriales y en procesos de bioremediación de 

contaminantes recalcitrantes como plaguicidas, tintes, explosivos aromáticos (Sheremata y 

Hawari 2000; Axtell y cols. 2000), hidrocarburos policíclicos aromáticos (PCBs)(Asgher y 

cols. 2008, Fernández-Sánchez y cols. 2001) así como, nonifenoles, bisfenoles A y ftalatos 

(Hwang y cols. 2008) La biodegradación de estos compuestos se considera un proceso no 
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específico, oxidativo, llevado a cabo por un sistema enzimático extracelular donde los 

compuestos son mineralizados a CO2 (García y Torres 2003). 

 

1.5. Enzimas lacasas 

 

Las lacasas (p-difenol: dioxígeno oxidoreductasas; E.C. 1.10.3.2) son glucoproteínas y 

pertenecen al grupo más numeroso de las multicobre azul oxidasas (MCO), su peso molecular 

oscila entre los 25 y 80 kDa y su pH óptimo de actividad es de 4.5 (Díaz y cols. 2013). 

Utilizan oxigeno como un aceptor de electrones, para remover radicales de hidrogeno de 

grupos hidroxifenólicos (Gianfreda y cols. 1999). Catalizan la eliminación de un átomo de 

hidrógeno en los grupo hidroxilo de las posiciones οrto y ρara, sustituyendo sustratos 

monofenólicos, polifenólicos y aminas aromáticas por eliminación de un electrón para formar 

radicales libres capaces de despolimerizarse, repolimerizarse, metilarse o formar quinonas 

(Abadulla y cols. 2000). El producto inicial típicamente es inestable y puede sufrir una 

segunda oxidación catalizada enzimáticamente (conversión de fenol a quinonas) o una 

reacción no enzimática (como la hidratación o desprotonización) y/o puede participar en una 

reacción de polimerización, originando un producto amorfo insoluble como la melanina. 

Metaloglicoproteínas que contienen como cofactor iones de cobre de ahí su clasificación como 

MCO y requieren para su actividad catalítica un mínimo de cuatro átomos de cobre por cada 

proteína activa. De los cuatro átomos de cobre presentes en cada proteína se pueden distinguir 

tres tipos de átomos de cobre según sus propiedades espectroscópicas y paramagnéticas (Claus 

2004), del tipo 1 (Cu1) paramagnético, del tipo 2 (Cu4) paramagnético y dos de tipo 3 (Cu2 y 

Cu3) que son diamagnético. En la figura 4 se muestra la representación tridimensional de una 

lacasa en su estructura terciaria apreciando sus átomos de cobre. 
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Fig. 4. Estructura terciaria de la enzima lacasa (Ducros y cols. 2001) 

 

Estas enzimas están ampliamente distribuidas en la naturaleza, se encuentran en plantas, 

hongos, bacterias y en algunos insectos (Palonen y cols. 2003). La mayoría de las lacasas 

caracterizadas son de origen fúngico, principalmente de hongos de pudrición blanca, los cuales 

son eficientes degradadores de lignina. Los hongos productores de lacasas pertenecen a los 

basidiomicetos y hongos celulolíticos.  

 

1.5.1. Mecanismo de reacción de lacasas 

  

Las lacasas están divididas como de “potencial redox bajo” y “potencial redox elevado”. Esto 

depende de su estructura y las propiedades del cobre central. El potencial redox elevado ocurre 

mayormente en basidiomicetos, especialmente en hongos de producción blanca (Mikolasch y 

Schauer 2009). Sin embargo, el potencial redox bajo de lacasas (450-800 mV, en comparación 
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con los de peroxidasas ligninolíticas, >1 V) sólo permite la degradación directa de los 

compuestos con potencial redox bajo y no la oxidación de compuestos aromáticos más 

recalcitrantes, entre ellos algunos colorantes sintéticos o hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(Baldrian 2005). Las lacasas oxidan substratos mediante la remoción de un electrón, 

generando a su vez radicales libres. Las enzimas retienen un total de cuatro electrones en su 

estado totalmente reducido, de esta manera la enzima puede transferir estos electrones a una 

molécula de oxígeno para formar dos moléculas de agua (Loera y cols. 2006).  

 

En el ciclo catalítico, el sustrato es reducido en el sitio T1, y es transferido el electrón al sitio 

trinuclear. Se han propuestos dos mecanismos de reducción del sitio trinuclear. El T1 y T2 

reducen el sitio T3 (inciso A en la Fig. 5) o cada cobre en el sitio trinuclear se reduce 

secuencialmente por transferencia de electrones desde el sitio T1 (inciso B en la Fig. 5), en el 

caso de que el sitio T3 no actuara como aceptor de dos electrones. La disminución lenta del 

intermediario nativo conduce a la forma totalmente oxidada. En esta forma, el sitio T1 puede 

ser reducido por el sustrato, pero la transferencia de electrones hacia el sitio trinuclear es 

demasiado lenta como para que la enzima sea catalíticamente activa (Díaz-Godínez y cols. 

2012). 
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Fig. 5. Ciclo catalítico de lacasas mostrando el mecanismo de reducción y oxidación de los 

sitios de cobre (Solomon y cols. 1996). 

 

Las lacasas son inespecíficas con respecto a la oxidación de sustratos, catalizan la oxidación 

de varios sustratos orgánicos, incluidos o- y p-difenoles, aminofenoles, polifenoles, 

poliaminas, metoxifenoles, ligninas y algunos iones inorgánicos, con la reducción simultánea 

directa de oxígeno a agua y sin la producción del intermediario peróxido de hidrógeno (Mayer 

y Staples 2002). La oxidación de sustratos crea radicales libres activos que pueden continuar 

reacciones no enzimáticas, como por ejemplo:  

• El entrecruzamiento de monómeros: La oxidación enzimática de compuestos fenólicos y 

anilinas por lacasas genera radicales que reaccionan entre sí para formar dímeros.  

 • Degradación de polímeros: Las lacasas están involucradas en la degradación de polímeros 

complejos naturales, como lignina o ácidos húmicos. La generación de radicales reactivos 
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puede conducir a la ruptura de enlaces covalentes y la liberación de monómeros. A causa de 

un impedimento estérico, las enzimas no pueden entrar directamente en contacto con los 

polímeros. En lugar de esto, hay compuestos orgánicos pequeños o metales que se pueden 

oxidar y ser activados por las lacasas, utilizándose como mediadores redox no fisiológicos en 

procesos biotecnológicos para aumentar el potencial de oxidación de las lacasas (Fig. 6). La 

presencia de un mediador adecuado puede expandir el espectro de substratos, compuestos no 

fenólicos y polímeros orgánicos incluidos, oxidables por las lacasas (Widsten y Kandelbauer 

2008).  

  

 

Fig. 6 Ciclo redox de una lacasa catalizada mediante el sistema  

  

• La división de anillos aromáticos: Se ha reportado que las lacasas catalizan la división de un 

anillo aromático en diferentes compuestos (Harald 2004).  

 

1.5.2. Aplicaciones de las lacasas 

 

Algunas aplicaciones de las lacasas han sido en deslignificación, producción de etanol, análisis 

de drogas, clarificación de vino, biorremediación de triclorofenoles, alcanos, desechos 

industriales, tratamiento de colorantes, herbicidas, etc. Las 16 lacasas son las enzimas 

ligninolíticas más abundantes en el suelo, lo que atrajo la atención de los ecólogos para 

estudiar su papel en el ciclo del carbono, especialmente con respecto a diferentes 

concentraciones de nitrógeno. Básicamente, todos estos usos de las lacasas, y muchos más, 

pueden deberse a la capacidad que tiene la enzima de producir radicales libres a partir de 

diferentes sustratos. Las reacciones secundarias son responsables de la versatilidad de 

productos de oxidación encontrados (Kunamneni y cols. 2008).  
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El descubrimiento de una enzima con un incremento en su estabilidad es importante para 

aplicaciones industriales. Los microorganismos que producen lacasas en medio sólido y 

líquido suelen analizarse con ayuda de compuestos indicadores de color, que permiten la 

detección visual de producción de lacasas. El uso de indicador de color es generalmente muy 

sencillo ya que no implica la manipulación de las muestras; varios compuestos cambian de 

color al oxidarse, como el ABTS (2,2'-azino-bis (ácido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico), 

sirviendo como indicadores de la producción de lacasas (Kiiskinen y cols. 2004)  

 

Las lacasas pueden ser utilizadas en la industria papelera para llevar a cabo el biopulpeo que 

es un proceso fundamental para separar y eliminar la lignina de la celulosa. Así mismo, 

durante el bioblanqueo las lacasas eliminan los residuos de la lignina que causan el 

amarillamiento del papel (Deleé y cols. 1988). Una razón importante para sustituir el blanqueo 

químico por cloro, por el bioblanqueo, es la eliminación de compuestos organoclorinados del 

medio ambiente porque son altamente carcinogénicos. 

 

Para mejorar la producción del combustible etanol, a partir de materias primas renovables, la 

lacasa del hongo de la pudrición blanca T. versicolor, fue expresada bajo el control del 

promotor PGK1 en Saccharomyces cerevisiae, para incrementar la resistencia a inhibidores 

fenólicos, de la proteína heteróloga en hidrolizados lignicelulósicos (Larsson y cols. 2001). 

 

 Por otra parte, la eliminación de color de efluentes generados por la industria textil es un 

problema de especial importancia en el tratamiento de aguas, debido a que contienen 

colorantes tipo azo que son carcinogénicos (Zheng y cols. 1999; Rodríguez y cols. 1999; 

Reyes y cols. 1999); una alternativa para la eliminación de estos colorantes sería el uso de 

reactores de flujo continuo con lacasas inmobilizadas. En la Tabla 3 se presentan otras 

aplicaciones de estas enzimas. 
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Tabla 3. Usos industriales de las enzimas lacasas  

Industria Uso Referencia 

Química Biotransformación Agemato y cols. 1993 

Textil Tratamiento de efluentes Deelé y cols. 1988 

Papelera Bioblanqueo Call, 1994 

Juguera Remoción de compuestos fenólicos Cliffe y cols. 1990 

Vinícola Remoción de compuestos fenólicos Brena y Bianchi, 1990 

 

1.5.3. Papel fisiológico de las enzimas lacasas 

 

La función fisiológica reportada de las lacasas se ha descrito en diversos organismos, desde 

plantas, bacterias y hongos. En plantas se ha encontrado principalmente en el xilema, donde 

probablemente oxidan monolignoles en la primera etapa de la lignificación para la síntesis de 

lignina (Gavnholt y Laesen 2002). Sin embargo en otras plantas participa también en la 

recuperación de hojas dañadas (De Marco y Roubelakis-Angelakis 1997). La determinación y 

purificación de las lacasas en las plantas es a menudo difícil, porque el extracto crudo contiene 

un gran número de enzimas de tipo oxidativo, con amplia especificidad de sustrato (Ranocha y 

cols. 1999). En la Tabla 4 se muestran algunos microorganismos productores de estas enzimas 

así como el papel fisiológico que tienen y que son beneficiosas para el organismo que las 

produce. En bacterias el papel fisiológico se encuentra involucrado en la pigmentación de la 

célula, producción de pigmentos que recubren esporas protegiéndolas de factores de estrés 

tales como la radiación UV o el peróxido de hidrogeno. En bacterias se encuentran como 

proteínas intracelulares o periplásmicas (Claus 2003), como es el caso de la lacasa 

caracterizada en Sinorhizobium meliloti, una proteína periplásmicas que presenta una masa 

molecular de 45 kDa (Rosconi y cols. 2005). En plantas y hongos, la localización extracelular 

de las enzimas ayuda a evitar problemas generados por las especies reactivas, tales como 

semi-quinonas y quinonas, que se forman mientras se oxidan sustratos aromáticos por acción 

de las lacasas. Sin embargo el papel fisiológico de las lacasas en hongos se ha descrito en 

diversas especies de hongos, principalmente de hongos de pudrición blanca, los cuales son 

eficientes degradadores de lignina. Los hongos productores de lacasas pertenecen a los 

ascomicetos, deuteromicetos, basidiomicetos y hongos celulolíticos. Se han reportado 
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funciones de las lacasas en distintos procesos celulares fúngicos, como morfogénesis, 

producción de pigmentos, patogénesis y virulencia (Eggert y cols. 1998), en la degradación 

(lignina o eliminación de fenoles tóxicos). La eliminación de compuestos tóxicos se puede 

hacer promoviendo la polimerización, antes de que estos compuestos entren a la hifa. Las 

principales enzimas lacasas de origen fúngico se han caracterizado en Neurospora crassa 

(Froehner y Eriksson 1974), Phlebia radiata (Niku-Paavola y cols. 1988), T. versicolor y 

Coriolus polyporus (Rogalski y cols. 1991), Phanerochaete chrysosporium (Gold y Alic 

1993), Pycnosporus cinnabarinus (Eggert y cols. 1996), Chaetomium thermophilum (Chefetz 

y cols. 1998) y Coprinus cinereus (Schneider y cols. 1999). Los diferentes niveles de 

degradación de la lignina, con respecto a otros compuestos de la madera, dependen de las 

condiciones ambientales y de la especie del hongo involucrado, ya que se ha demostrado que 

la maquinaria enzimática de cada uno de ellos es diferente (Palmieri y cols. 1997). 

 

Tabla 4. Principales microorganismos productores de lacasas y su función fisiológica 

Tipo de 

microorganism

o 

Especie Función fisiológica Referencia 

Bacteria Azospirillum lipoferum 

(bacteria nitrificante) 

Involucrada en la pigmentación de la célula utilizando los 

compuestos fenólicos y/o el transporte de electrones. 

(Alexandre y cols. 

1999) 

 B. subtilis Participa en la producción de pigmentos de la cubierta de la 

espora. 

(Martins y cols. 

2002). 

 A. lipoferum Como estrategia para hacer frente a subproductos tóxicos 

originados durante el metabolismo. 

(Diamantidis y cols. 

2000), 

 Marinomonas 

mediterranea  

Como estrategia para hacer frente a subproductos tóxicos 

originados durante el metabolismo. 

(Solano y cols. 

1997) 

 B. subtilis  Como estrategia para hacer frente a subproductos tóxicos 

originados durante el metabolismo. 

(Martins y cols. 

2002) 

 A. lipoferum  La pérdida de actividad del citocromo-C oxidasa y la 

adquisición de la resistencia a las quinonas análogas. 

(Alexandre y cols. 

1999) 

Hongo Aspergillus nidulans Se reportaron dos isoformas de lacasas, y ambas al parecer 

están involucradas en la síntesis de los pigmentos de color 

verde de los conidios. 

(Alexandre y cols. 

1999) 

 Daldinia concentrica Participan en la formación del cuerpo fructífero, así como 

en la formación de pigmentos extracelulares acoplados a la 

polimerización oxidativa de los componentes de la pared 

celular, fortaleciendo la unión entre célula y célula. 

(Leatham y 

Stahmann 1981) 

 Lentinula edodes Participan en la formación del cuerpo fructífero, así como 

en la formación de pigmentos extracelulares acoplados a la 

polimerización oxidativa de los componentes de la pared 

celular, fortaleciendo la unión entre célula y célula. 

(Leatham y 

Stahmann 1981) 

 Agaricus bisporus Involucradas con el crecimiento invasivo del hongo para la 

hidrólisis de la lignina, y asi dejar diponible a la celulosa y 

hemicelulosa.  

(Ainsworth y 

Rayner 1991) 

 T. versicolor  Participan en la degradación de la lignina, donde las lacasas 

oxidan las subunidades fenólicas de la misma. 

(Thurston 1994) 

 P. cinnabarinus Participan en la degradación de la lignina, donde las lacasas 

oxidan las subunidades fenólicas de la misma. 

(Thurston 1994) 
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 Armillaria mellea Se ha asociado con la formación de los rizomorfos (cadenas 

de micelio formadas por un gran número de hifas), ya que 

se propuso que las lacasas forman una cola de polifenoles 

que permite mantener juntas las hifas. 

(Rehman y 

Thurston 1992). 

 Botrytis cinerea Relacionado con la defensa contra metabolitos tóxicos 

producidos por la planta. 

(Rigling y Van 

Alfen 1993) 

 Cryphonectria parasítica Importantes para la patogénesis (Rigling y Van 

Alfen 1993) 

 

1.6. Electroforesis en agar de poliacrilamida 

 

La electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica 

controlada con la finalidad de separar biomoléculas según su tamaño y carga eléctrica a través 

de una matriz gelatinosa. 

Fue empleado por primera vez en 1937, pero su importancia vino a incrementarse cuando en 

los años cincuenta E. L.Durrum y Arne W.K. Tiselius , impulsaron la electroforesis de zona, 

nombre que se asignó a la separación de materiales en un campo eléctrico en presencia de 

algún tipo de soporte; aunque este término se limitó originalmente al análisis de coloides y 

partículas submicroscópicas , se ha convertido en estos últimos años en una metodología 

aplicada a sustancias de bajo peso molecular. Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y 

con carga neta son colocadas en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de 

atracción hacia el polo que posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las 

moléculas cargadas positivamente se desplazaran hacia el cátodo (el polo negativo) y aquellas 

cargadas positivamente se desplazaran hacia el ánodo (el polo positivo). El movimiento de las 

moléculas está gobernado también por dos fuerzas adicionales; inicialmente la fricción con el 

solvente dificultará este movimiento originando una fuerza que se opone , por otro lado las 

moléculas tienen que moverse en forma aleatoria o movimiento browniano debido a que 

poseen energía cinética propia denominado difusión. La energía cinética de las moléculas 

aumenta con la temperatura, por ello a mayor temperatura mayor difusión. 

La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una manera 

homogénea, de tal manera que, si las moléculas son colocadas en un cierto lugar de solución, 

los iones comenzaran a moverse formando un frente cuya anchura aumentara con el tiempo. 
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Para reducir la anchura de este frente podemos reducir el movimiento de las moléculas 

empleando un medio que oponga más resistencia a dicho movimiento. Una forma común de 

hacer esto es formar un gel. El gel consiste de un polímero soluble de muy alto peso molecular 

que atrapa moléculas de agua y forma un tamiz que dificulta el movimiento de los solutos, 

consecuentemente, la migración electroforética de las moléculas será más lenta, pero el 

ensanchamiento del frente se verá reducido también. 

Los geles de poliacrilamida se forman mediante la polimerización de la acrilamida por acción 

de un agente reductor, químicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado 

de forma rápida y reproducible. Forma, además, geles transparentes con estabilidad mecánica, 

insolubles en agua, relativamente no iónicos y que permiten buena visualización de las bandas 

durante un tiempo prolongado. Además tiene la ventaja de que variando la concentración de 

polímeros, se puede modificar de manera controlada en el tamaño del poro, lamentablemente 

cada vez se emplea menos en diagnostico debido a su neurotoxicidad. 

 

 

 

2. ANTECEDENTES 

 

Hwang y cols. (2008) investigaron la biodegradación de los ftalatos DEF, DMF y BBF en dos 

diferentes medios por 10 hongos de pudrición blanca (P. ostreatus, I. lacteus, P. brumalis, 

Schizophyllum commune, Fomitella fraxinea, Merulius tremellosus, T. versicolor y T. 

versicolor MrP1, MrP13 y MnP2-6) aislados en Korea. Encontraron que a una concentración 

de 100 mg/L de cada ftalato la degradación ocurre dentro de los primeros 12 días de 

incubación, y que el sobrenadante del cultivo de P. ostreatus obtenido del crecimiento del 

hongo en medio de extracto de levadura durante 4 día a 30°C degradó el 14.9% de los 100 

mg/L de BBF. Cuando los ftalatos son agregados después de 5 días de incubación de los 

hongos, la mayoría de los hongos, excepto I. lacteus mostraron un incremento en la remoción 

de los ftalatos. En ambos cultivos P. ostreatus mostró la mayor degradación para los 3 ftalatos, 

lo que atribuye a las enzimas que se encuentran asociadas al micelio y no a las enzimas 

extracelulares. 
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Lee y cols. (2007) utilizaron el hongo de pudrición blanca P. brumalis para degradar 3 

diferentes concentraciones (250, 750 y 1250 μM) de DBF, observando la inhibición del 

micelio conforme incrementaba la concentración del plastificante. El DBF fue casi eliminado 

del medio de cultivo dentro de los primeros 12 días de incubación siendo el 50% del DBF 

adsorbido por el micelio del hongo. Se detectaron al DEF y al MBF como productos 

intermediarios de la degradación; y de acuerdo con sus resultados, la degradación de DBP por 

este hongo puede ser completada a través de 2 rutas –transesterificación y desesterificación– 

las cuales sucesivamente se combinan en una vía de degradación intracelular. 

 

Hwang y cols. (2012) estudiaron de degradación de BBF y la actividad de las enzimas que 

participan en ésta, empleando el hongo P. ostreatus en dos diferentes medios de cultivo; 

extracto de levadura (EL) y medio mineral. Encontrando que la degradación de 100 mg/L de 

BBF fue completa en el medio EL en comparación con el medio mineral, en el cual a penas y 

se degradaron 35 mg/L del ftalato. La actividad enzimática presentó una relación diferente 

para cada enzima con el medio de cultivo y la concentración de los ftalatos, ya que la actividad 

de esterasa fue mucho mayor en medio EL que en medio mineral, además de que incrementó 

con la adición de BBF; situación contraria a las lacasas, que presentaron mayor actividad en 

medio mineral pero no se incrementó dicha actividad con la adición de BBF; y para el caso 

general de las peroxidasas su actividad aumento pocos días después de la adición del ftalato en 

ambos medios. De esta manera concluyeron que la degradación de BBF por P. ostreatus y sus 

metabolitos puede ser atribuida principalmente a las esteraras en lugar de las lacasas 

degradadoras de lignina. 

 

Las enzimas lacasas son producidas por una gran variedad de hongos de pudrición blanca, en 

P. ostreatus son enzimas constitutivas, sin embargo pueden ser inducidas por cobre (Tellez-

Tellez y cols. 2005), o en medios ricos en nitrógeno (D´Souza y cols. 1999), estas se presentan 

en diversas isoenzimas con diferentes propiedades fisicoquímicas como; peso molecular, 

puntos isoeléctricos y contenido de carbohidratos. En algunas especies la adición de 

inductores al medio de cultivo, resulta en la biosíntesis de nuevas isoenzimas extracelulares 

(Duran y cols. 2002). 
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Palmieri y cols. (1997) realizaron el aislamiento y la purificación de una isoforma de lacasa de 

P. ostreatus, encontrando que la masa molecular de POXA2 fue de 67 kDa; esta isoforma 

mostró baja estabilidad a la temperatura (25-35 ºC) presentando cuatro átomos de cobre por 

molécula. 

 

En otro estudio posterior, se realizó la purificación de otra isoforma de lacasa en un cultivo 

suplementado con sulfato de cobre, denominada POXA1b, con una masa molecular de 62 

kDa, y cuatro átomos de cobre por molécula; además mostró un alta estabilidad al pH alcalino 

(Giardina y cols. 1999). Posteriormente, Palmieri y cols. (2003), encontraron otras dos 

isoformas de lacasa en un cultivo suplementado con cobre, denominadas POXA3a y POXA3b. 

Ambas isoenzimas están constituidas por una subunidad grande de 67 kDa y una subunidad 

pequeña de 18 ó 16 kDa (esta heterogeneidad es debida la presencia o ausencia de una parte 

glicosídica). 

 

En A. bisporus y L. edodes incubados sobre medio sólido, la expresión de lacasas se encontró 

principalmente durante el estado de colonización y disminuyó durante la fructificación (Ohga 

y Royse 2001). Este perfil de expresión concuerda con la participación de la actividad de 

lacasas en la bioconversión de la lignina, que es necesaria en las primeras etapas para la 

colonización del sustrato. 

 

Tlecuitl-Beristain y cols. (2008) purificaron una isoforma de lacasa de la cepa ATCC-32783 

con una masa molecular de aproximadamente 43.7 kDa, con un rango amplio de actividad a 

diferentes valores de pH (2 a 8) y temperatura (20-60 ºC). Se ha reportado que este hongo 

carece de lignina peroxidasa, indicando que probablemente se debe a la presencia de varias 

isoformas de lacasas. 

 

Tellez-Tellez y cols. (2012) describieron un gen que codifica una isoenzima de lacasa 

expresado bajo condiciones de fermentación sumergida del hongo P. ostreatus (lacP83). Se 

utilizó una secuencia de 2.887 pb obtenida de la biblioteca genómica de P. ostreatus utilizando 

una estrategia de PCR inversa. La secuencia que codifica a lo largo 1.527 pb, mostró 17 
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exones y que son codificables a una proteína de 509 amino ácidos, con una señal péptidica y 

conservando los dominios de unión del cobre. La región promotora del gen lacP83 (466bp 

arriba de ATG) contiene los factores de transcripción supuestos tales como uniones MER, 

XRE un elemento de respuesta a la defensa, y un elemento de respuesta al estrés. Las 

secuencias de la proteína y el gen de lacP83 muestran, entre el 90 y 96% y 78 y el 92% de 

similitud con lacasas de P. ostreatus anteriormente informadas. Sin embargo, mostraron 

diferencias en su peso molecular aparente y la secuencia promotora. 

 

Yeo y cols. (2008) evaluaron el incremento en la expresión de la enzima lacasa de P. 

tremelosa crecido sobre diferentes disruptores endocrinos: DEF, BBF y bisfenol A (BFA). 

Observaron que P. tremelosa degrado hasta un 30 % al BBF y un 80 % al DEF bajo 

condiciones de cultivo líquido durante 9 días. Estos esteres de ftalato, incrementan hasta 10 

veces más la actividad de lacasas con respecto al medio control y al medio que contiene BFA. 

También muestran que al amplificarse el ADNc de la enzima lacasa de P. tremellosa mostro 

una similitid del 80.7 % cuando se compara con una lacasa de P. radiata y un 64.8% de 

identidad en comparación con la T. versicolor. Al ser cultivado este hongo en condiciones 

adecuadas para la degradación de ésteres del ácido ftálico, la actividad de lacasas y su nivel de 

transcripción fueron superiores. 

 

Recientemente se determinó el patrón de actividad intra y extracelular así como la expresión 

de las isoformas extracelulares (lacc 1, lacc 4, lacc 6, lacc 9 y lacc 10) de lacasas de P. 

ostreatus crecido bajo diferentes pH de crecimiento y mediantes diferentes pH de actividad 

(3.5, 4.5, 6.5 y 8.5). Obteniendo 77550 U/L a pH de 4.5 como actividad máxima de lacasas 

extracelulares. También se muestra la actividad intracelular con valores máximos en las 

fermentaciones de pH de 4.5 y 6.5 (4800 y 1741 U/g de biomasa seca, respectivamente). Al 

llevar a cabo el patrón de expresión empleando la técnica de RT-PCR, se observaron 

diferencias en el tiempo y nivel de expresión de los 5 genes. Los autores muestran que Lacc 9 

no se expresó en ninguna condición de desarrollo y actividad. Sin embargo en la fermentación 

de pH de 3.5 de crecimiento, se expresaron con una mayor intensidad los genes de las 

isoformas: lacc 4, lacc 6 y lacc 10. Mientras que en la fermentación a pH de 6.5 de 

crecimiento, todos los genes mostraron el mismo nivel de expresión. Los autores mencionan 
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que el pH de desarrollo del hongo es un factor que modifica el patrón de producción y 

expresión de las lacasas (Díaz y cols. 2013).  

 

3. JUSTIFICACIÓN   

 

El desarrollo de P. ostreatus en un medio de cultivo conteniendo ftalatos, permitirá conocer el 

efecto que tiene el DEHF sobre el crecimiento, actividad enzimática y perfíl zimográfico de 

lacasas de P. ostreatus posibles enzimas involucradas en la degradación de este compuesto, 

crecido en medio líquido. No se han realizado estudios similares hasta el momento, por lo que 

esta investigación seria un estudio original básico ya que se generara nueva información y 

conocimiento acerca de la producción de lacasas para investigaciones futuras que contribuyan 

a la biorremediación de ftalatos y otros xenobióticos del medio ambiente. 
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4. HIPÓTESIS 

 

El DEHF tiene un efecto sobre el crecimiento de P. ostreatus y su producción de enzimas 

lacasas crecido en medio líquido.  

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto del DEHF sobre el crecimiento de P. ostreatus y su producción de enzimas 

lacasas crecido en medio líquido. 

 

Objetivos particulares 

 

 Determinar el crecimiento de P. ostreatus 50 crecido sobre 500 mg de DEHF/L y 1000 

mg de DEHF/L en medio líquido. 

 Caracterizar la producción y actividad de enzimas lacasas de P. ostreatus 50 crecido 

sobre 500 mg de DEHF/L y 1000 mg de DEHF/L en medio líquido. 

 Identifica el número de isoformas producidas por P. ostreatus 50 crecido sobre 500 mg 

de DEHF/L y 1000 mg de DEHF/L en medio líquido. 

 

6. METODOLOGÍA 

 

6.1. Preparación de inoculo y condiciones de cultivo 

 

Se utilizó la cepa Pleurotus ostreatus 50 del cepario del COLPUS-Puebla (Colegio de 

Posgraduados campus Puebla, Méx.) Se creció la cepa en agar extracto de paja. Los tiempos 

de desarrollo de las colonias fueron según su velocidad de crecimiento (Sánchez, 1998). Para 

las fermentaciones, el inoculo se tomó de la periferia de estas colonias (3 fragmentos de 10 

mm de diámetro). Los cultivos se incubaron a 28 oC por 23 días a 120 RPM. 
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6.2. Preparación de medios de cultivo 

 

Se prepararon tres medios de cultivo, 1) Medio sin adición de ftalato (MSAF) conteniendo en 

(g/L); extracto de levadura, 5; glucosa, 10; KH2PO4, 0.6; MgSO4-7H2O, 0.5; K2HPO4, 0.4; 

CuSO4-5H2O, 0.25; FeSO4-7H2O, 0.05; MnSO4, 0.05; ZnSO4-7H2O, 0.001 y Tween 80, 400 

µ/l (Téllez-Téllez y cols. 2008), 2) MSAF + 500 mg de DEHF/L y 3) MSAF + 1000 mg de 

DEHF/L. El pH se ajustó a 6.5 usando NaOH 0.1 y 1M.  

 

6.3. Condiciones del cultivo de P. ostreatus en medio líquido 

 

Se emplearon matraces de 125 ml conteniendo 50 ml de medio de cultivo, se esterilizaron por 

15 min a 120 oC y se enfriaron. En todos los casos, el medio de cultivo MSAF se utilizó como 

testigo. 

 

6.4. Obtención del extracto enzimático y evaluación de la biomasa 

 

Se obtuvo el extracto crudo enzimático (ECE) correspondiente al sobrenadante de los cultivos 

por filtrado y retención de la biomasa a través de papel de filtro Whatman No. 4. La biomasa 

retenida sobre el papel Whatman se secó hasta peso constante para su cuantificación por 

diferencia de peso seco (Díaz-Godínez y cols. 2001). 

 

Las curvas de crecimiento fueron establecidas por la ecuación logística: 

 

dx/dt = µ(1-X/Xmax)X 

(1) donde, µ es la máxima velocidad específica de crecimiento y Xmax fue la biomasa máxima 

(o equilibrio) producida cuando dX/dt = 0 para X > 0.  

 

La solución de la ecuación (1) es la siguiente 

X= Xmax/(1+ C*exp(-µ*t)  
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(2) donde, C = (Xmax – X0)/X0; cuando X = X0 siendo el valor inicial de la biomasa. 

 

El rendimiento teórico de la enzima con respecto a la biomasa (YE/X) se estima como la 

relación entre la Emax (U/L) y Xmax (g/L). De igual manera se calculó el rendimiento de la 

biomasa con respecto al sustrato (YX/S) empleando la Xmax y la concentración de la fuente de 

C2. Se calcula la productividad en el pico máximo de actividad (PRO= Emax/ tiempo de 

fermentación), además de la tasa específica de formación de la enzima (qp=µ*YE/X).  

 

6.4. Perfiles de pH 

 

Los perfiles del pH durante el crecimiento de P. ostreatus en medio líquido se obtuvieron el 

método de potenciometría. 

6.5. Actividad enzimática de lacasas 

 

La actividad de lacasas se cuantifico utilizando como sustrato el 2,6-dimetoxifenol (DMP) 

(SIGMA) 2mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 6.0. La mezcla de reacción (475 l de 

sustrato, 50 l de ECE) fue incubado a 39°C por 15 min. La reacción se detuvo al añadir 475 

l de dimetilsulfóxido (SIGMA). Se leyó la absorbancia a 468 nm. Una unidad de actividad de 

lacasas fue la cantidad de enzima que provoco incrementos de 1.0 unidad en la absorbancia 

por min de incubación (Ardon y cols. 1998). 

 

6.6. Patrón zimográfico de lacasas 

 

Ésta se realizó utilizando la técnica modificada de Leammli (1970), usando dodecil sulfato de 

sodio en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel de separación y de empaquetamiento 

contenia 10 y 4% de acrilamida, respectivamente. La concentración de SDS fue de 0.1% en el 

gel. Las muestras del ECE se separarón en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de 

electroforesis Mini Protean III (Bio-Rad) a 150 voltios durante un tiempo de 1-1.25 h. 
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Después de la corrida, los geles se lavarón con agua destilada y desionizada con ayuda de un 

agitador orbital (20-30 rpm) durante 1 h. Posteriormente, los geles se incubarón en solución 

buffer a un pH de 4.5 a temperatura ambiente en DMP 2mM (Díaz y cols. 2013).  

 

6.7.  Determinación del consumo de glucosa 

 

Se cuantificó la cantidad azúcares reductores por medio del reactivo DNS (ácido dinitro-

salicílico), a 100 l de ECE y 900 l de agua destilada se le agregaron 2 ml del reactivo DNS. 

Se calentó a temperatura de ebullición por 5 min y después de enfriarse se leyó la absorbancia 

a 575 nm. Se preparó una curva de calibración con glucosa. 

 

7. RESULTADOS  

 

7.1. Velocidad específica de crecimiento de P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio 

líquido 

 

A continuación se muestra la velocidad específica de crecimiento (µ) y la biomasa máxima 

obtenida (Xmax) de P. ostreatus crecido sobre MSAF, 500 mg de DEHF/L y 1000 mg de 

DEHF/L en medio líquido, mediante la producción de biomasa durante 480 h de crecimiento 

(Fig. 7). 

 

P. ostreatus mostró una fase de adaptación muy corta en los tres medios de cultivo terminando 

a las 72 h del crecimiento, e inicio la fase estacionaria aproximadamente a las 336 h de 

incubación, tanto en el medio MSAF como en los medio conteniendo 500 y 1000 mg/L de 

DEHF, posteriormente termino a las 528 h de crecimiento. La Xmax obtenida en el MSAF fue 

de 5.2 g/L menor con respecto a las obtenidas en los medios de cultivo conteniendo DEHF y 

obtuvo una µ de 0.020 h-1. P. ostreatus presentó una Xmax de 6.5 g/L en el medio conteniendo 

500 mg de DEHF/L y una µ de 0.022 h-1 y en el medio conteniendo 1000 mg de DEHF/L 

presento una Xmax y una µ de 7.6 g/L y 0.019 h-1 respectivamente. 
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Fig. 7. Curva de crecimiento de P. ostreatus crecido en medio sin adición de ftalato (MSAF) 

(◊), 500 (□) y 1000 (x) mg de DEHF/L en fermentación líquida. 

 

7.2. Perfiles de pH de P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio líquido 

 

Con respecto al pH, para esta cepa en el medio de 1000 mg de DEHF/L, el pH inicial fue de 

6.5 y el pH final fue de 5.6 a las 480 h. Para el medio de 500 mg de DEHF/L, el pH inicial fue 

de 6.5 y el pH final fue de 5.8 a los 20 días de fermentación. Asimismo, para el medio sin 

adición de ftalato el pH inicial fue de 6.5 y el pH final fue de 6.7 (Fig. 8). Sin embargo en el 

medio MSAF no se observan cambios bruscos del pH usante todo el crecimiento oscilando 

entre un pH de 7 y un pH de 6, contrario a lo observado en los medios que contienen DEHF, 

los cambios de pH en el medio conteniendo 500 mg de DEHF/L presentan cambios bastante 

notables del pH entre las 200 h y las 288 h del crecimiento disminuyendo el pH hasta niveles 

de 4.5 y regularizándose entre el rango del pH inicial a las 360 h, para finalizar nuevamente 

con un cambio brusco a las 480 h. El cambio del pH en el medio conteniendo 1000 mg de 
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DEHF/L fue uniforme durante las 480 h del crecimiento disminuyendo paulatinamente hasta 

alcanzar niveles entre un rango de 4.5 y 5 de pH. 

 

 

Fig. 8. Perfil de pH de P. ostreatus crecido en (MSAF) (◊), 500 (□) y 1000 (x) mg de DEHF/L 

en medio líquido. 

 

7.3. Actividad enzimática de lacasas de P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio 

líquido 

 

En la figura 9 se muestran la producción de lacasas en el MSAF, 500 mg de DHEF/L y 1000 

mg de DHEF/L obtenidos durante el crecimiento de P. ostreatus a un pH inicial de desarrollo 

de 6.5 y utilizando un buffer de acetatos a un pH de 4.5 de actividad.  

Se observa la actividad de lacasas obtenida en el medio MSAF siendo menor comparada con 

los medios que contienen DEHF, iniciando un incremento significativo de actividad a las 240 

h del crecimiento con una actividad 150 U/L, observando que durante las horas anteriores se 

obtienen actividades menores a 100 U/L, y obteniendo una actividad máxima a las 336 h y 480 

h del crecimiento con una actividad de 6748 U/L y 5553 U/L respectivamente. 
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Fig. 9. Actividad enzimática de lacasas de P. ostreatus crecido en MSAF en medio líquido. 

 

Las actividades máximas en el medio conteniendo 500 mg de DHEF/L fueron de 7892 U/L y 

7809 U/L a las 480 h y 336 h de crecimiento, iniciando a las 78 h un incremento en la 

actividad por arriba de las 1000 U/L (Fig. 10). Para el medio conteniendo 1000 mg de 

DEHF/L se observa que el incremento en la actividad enzimática de lacasas inicia a las 144 h 

con una actividad de 600 U/L sin embargo se obtuvieron actividades máximas de lacasas de 

8973 U/L y 7962 U/L a las 480 h y 456 h respectivamente, siendo en este medio de cultivo las 

actividades máximas obtenidas con respecto de los otros medios de cultivo (Fig. 11). 
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Fig. 10 Actividad enzimática de lacasas de P. ostreatus crecido en 500 mg de DEHF/L en 

medio líquido. 

 

 

Fig. 11. Actividad enzimática de lacasas de P. ostreatus crecido en 1000 mg de DEHF/L en 

medio líquido. 
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7.4. Perfil zimográfico de lacasas de P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio líquido 

 

En la figura 12 se muestra el perfil zimográfico de lacasas a partir del inicio de la fase 

exponencial del crecimiento de P. ostreatus crecido en MSAF, mostrando durante toda la 

fermentación la misma isoforma de lacasa con un peso molecular aproximadamente de 55 y 60 

KDa, la mayor intensidad de las bandas en los zimogramas se observa a las 120, 216, 360, 

408, 456 y 480 h de crecimiento. 

 

Fig. 12. Perfil zimográfico de lacasas de P. ostreatus crecido en MSAF en medio líquido. 

 

En la siguiente figura se puede observar el perfil zimográfico de lacasas de P. ostreatus 

crecido en 500 mg de DEHF/L. Se puede observar durante toda la fermentación una isoforma 

de lacasa que se produce de manera constitutiva al igual que en el MSAF, sin embargo a las 

168, 192, y 288 se puede observar una isoforma con baja intensidad, pero con un peso 

molecular mayor al que se observa durante todo el crecimiento, de la misma manera se 

muestra a las 336, 408, y 480 hrs la misma isoforma pero con mayor intensidad, en estas 

isoformas el peso molecular oscila entre los 65 y 70 KDa. 
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Fig. 13. Perfil zimográfico de lacasas de P. ostreatus crecido en 500 mg de DEHF/L en medio 

líquido. 

 

Con respecto al perfil zimográfico de enzimas lacasas de P. ostreatus crecido en 1000 mg de 

DEHF/L, muestra un incremento en el número de isoformas, produciendo a las 216, 312 y 432 

una nueva isoforma con un peso molecular entre los 85 y 95 KDa. Así como algunas 

isoformas que se presentaron en el perfil de producción del medio conteniendo 500 mg de 

DEHF/L, sin embargo a diferentes horas, a las 96, 168, 192, 264 y 432 h. El perfil zimográfico 

muestra también la misma banda correspondiente al MSAF, isoformas constitutivas. 

 

Fig. 14. Perfil zimográfico de lacasas de P. ostreatus crecido en 500 mg de DEHF/L en medio 

líquido. 
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7.5. Consumo de glucosa por P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio líquido 

 

En la siguiente figura se muestra el consumo de glucosa inicial para el crecimiento en los 

tres medios de cultivo. En el MSAF el consumo de glucosa se da a mayor velocidad y se 

consume en su totalidad a las 290 h tiempo que corresponde al inicio de la fase 

estacionaria del crecimiento de P. ostreatus. Con respecto al medio conteniendo 500 mg 

de DEHF/L el consumo se total se da a las 350 h de fermentación y el medio de 1000 mg 

de DEHF/L pierde en su totalidad la glucosa inicial de crecimiento a las 380 h de 

crecimiento (Fig. 15). 

 

Fig. 15. Azucares reductores de los cultivos de P. ostreatus crecido en (MSAF) (◊), 500 

(□) y 1000 (x) mg de DEHF/L en medio líquido. 

 

7.6. Parámetros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido sobre DEHF en medio 

líquido. 

 

En la Tabla 5 se muestran los parámetros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en 

el MSAF, 500 mg de DEHF/L y 1000 mg de DEHF/L. La µ que se obtuvo en todos los medios 

de cultivo no es significativamente diferente (P<0.05). La mayor Xmax se mostró en el medio 

de cultivo conteniendo 1000 mg de DEHF/L seguido por el medio de 500 mg de DEHF/L, 
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para los tres medios de cultivo se mostró diferencia significativa entre sus medias (P<0.05). El 

YX/S fue significativamente mayor en el medio conteniendo 1000 mg de DEHF/L (P<0.05). 

Para ambos parámetros el valor menor fue mostrado en el MSAF. 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Parámetros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecidos sobre DEHF en medio 

líquido. 

 

Parámetro Medio de cultivo 

 

MSAF 500 mg de DEHF/L 1000 mg de DEHF/L 

Xmax (g/L) 5.1c 

(0.01) 

6.5b 

(0.001) 

7.6a 

(0.002) 

µ (h-1) 0.020a 

(0.001) 

0.022a 

(0.001) 

0.019a 

(0.002) 

YX/S (gX/gS) 0.51c 

(0.02) 

0.65b 

(0.004) 

0.76a 

(0.001) 

Se reporta la media y entre paréntesis la desviación estándar. Las medias del mismo renglón con diferentes letras 

son significativamente diferentes (p<0.05). 

 

7.7. Parámetros cinéticos de producción de lacasas de P. ostreatus crecidos sobre 

DEHF en medio liquido 

 

En la siguiente tabla se muestran los parámetros cinéticos de producción de lacasas de P. 

ostreatus en los medios MSAF, 500 mg de DEHF/L y 1000 mg de DEHF/L. Con respecto a la 

Emax, YE/X, PRO y la qp se muestra el mayor valor en el medio conteniendo 1000 mg de 

DEHF/L, siendo significativamente diferente a los medios conteniendo 500 mg de DEHF/L y 

al MSAF (P< 0.05). No se mostró diferencia significativa (P>0.001) en los medios MSAF y 

500 mg de DEHF/L para el YE/X. Con respecto a la Emax y la PRO se mostró diferencia 
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significativa (P< 0.05) para los medios MSAF, 500 mg de DEHF/L y 1000 mg de DEHF/L. La 

qp no mostró diferencia significativa en los medios MSAF y 500 mg de DEHF/L (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Parámetros cinéticos de producción de lacasas de P. ostreatus crecido sobre DEHF en 

medio líquido. 

 

Parámetro Medio de cultivo 

 

 

MSAF 500 mg de DEHF/L 1000 mg de DEHF/L 

   

Emax (U/L) 6,605.9c 

(355) 

7,962.2b 

(49.3) 

8,973.8a 

(89) 

YE/X (U/gX) 1,270.3a 

(72) 

1,224.9b 

(86) 

1,180.7c 

(54) 

PRO (UL/h) 21.1a 

(0.04) 

17.4c 

(0.9) 

19.6b 

(1.4) 

qp (Uh/hX) 25.4a 

(0.02) 

26.9a 

(0.08) 

22.4b 

(0.04) 
Se reporta la media y entre paréntesis la desviación estándar. Las medias del mismo renglón con diferentes letras 

son significativamente diferentes (p<0.05). 

 

8. DISCUSIÓN 

 
Un gran número de funciones matemáticas han sido diseñadas para describir el crecimiento 

microbiano, entre ellas el modelo de Gompertz y el de la ecuación logística (Turner y cols. 

1976; Frace y Thornley, 1984). Winsor (1932) utilizo el modelo de Gompertz para la 

descripción de fenómenos biológicos y económicos asociados al crecimiento. Este modelo 

asume que la tasa de crecimiento postnatal se incrementa monotónicamente hasta cuando 

alcanza un máximo y después decrece en forma monótona asintóticamente. La 

correspondiente curva de crecimiento es una sigmoidal, con un punto de inflexión (el cual 

corresponde a la máxima tasa de crecimiento con la edad) y una asíntota (Lawrence y Flower, 

2002). En la fase inicial de la curva se observa un periodo donde la tasa de crecimiento es 

cercana a 0, también denominada fase lag (Devlieghere y cols. 2008), y se describe como el 

tiempo en el cual se presenta la maduración del sistema y se estructura el requerimiento de 

mantenimiento, su duración está limitada por el valor delta. Este valor corresponde a la edad, a 

la cual la línea tangente al punto de inflexión, corta el eje X. Sin embargo, Bacaër (2011) 
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menciona que el modelo de la ecuación logística es un modelo apropiado para el 

modelamiento matemático del crecimiento microbiano, prioritariamente cuando una de las 

constantes es el incremento en la biomasa con respecto al tiempo y al consumo de la fuente de 

carbono, siempre y cuando se controlen factores intrínsecos y extrínsecos de crecimiento. En 

relación a lo propuesto por los dos modelos matemáticos, Cayré y cols. (1995) menciona que 

existe en ambos modelos un buen ajuste entre los datos experimentales y los valores predichos 

por los modelos. El coeficiente de determinación R2 para los dos modelos es superior al 97% 

lo que demuestra que ambos explican un alto porcentaje de la variabilidad de los datos. En 

esta investigación se utilizó el modelo logístico para explicar el crecimiento de P. ostreatus 

crecido en fermentación líquida, debido a que muestra un ajuste perfecto en las cinéticas del 

crecimiento lo cual indica que es un buen modelo para describir el comportamiento de este 

hongo bajo las condiciones de fermentación evaluadas. Tlecuitl-Beristain y cols. (2008) Con 

la misma especie de hongo, pero diferente cepa y medio de cultivo suplementado con sulfato 

de amonio a un pH inicial de crecimiento de 6.0, obtuvieron valores de µ de 0.02 h y una Xmax 

de 7.8 g/L, en otro estudio realizado en fermentación liquida y sólida con un medio de cultivo 

suplementado con extracto de levadura a pH 6.5 y la misma especie de hongo, observaron 

valores de µ de 0.022 y 0.033 h-1, la Xmax fue de 5.5 y 4.5 g/L para la fermentación líquida y 

sólida respectivamente (Téllez-Téllez y cols. 2008). Similar a lo anterior, en este estudio se 

utilizó el mismo medio de cultivo al mismo pH inicial de crecimiento como testigo positivo, 

sin embargo contradictorio a los autores antes mencionados, se obtuvo una µ de 0.019 h-1 y 

0.020 h-1 en los medios conteniendo 1000 mg de DEHF/L y el MSAF respectivamente, 

además una Xmáx de 7.6 g/L como la mayor biomasa, y disminuye conforme disminuye la 

concentración del ftalato, resultados mayores a los obtenidos por Téllez-Téllez y cols. (2008). 

Con respecto la producción de enzimas lacasa y los parámetros cinéticos de producción, Díaz 

y cols. (2010) evaluó diferentes parámetros cinéticos de producción (Emax, YE/X, PRO y la qp) 

en diversas cepas del género Pleurotus crecido en dos diferentes medios de cultivo; uno con la 

adicción de Cu y otro sin la adición de esté, encontrando que en el medio de cultivo 

suplementado con la adición de Cu la cepa de P. ostreatus 83 mostró los mayores valores en 

los paramétros cinéticos de producción de la enzima lacasa, crecido en el medio suplementado 

con la adición de Cu. Comparando los resultados obtenidos en esta investigación con base en 

el estudio anterior, la cepa de P. ostreatus 50 obtuvo el doble de la producción de lacasas, así 
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como de los parámetros cinéticos de producción de la enzima. Algo similar a lo encontrado en 

esta investigación, es lo que concuerda con los resultados obtenidos por Córdoba-Sosa y cols. 

(2014) en el cual emplean una cepa de P. ostreatus crecido sobre diferentes concentraciones 

de DEHF, mayores a las empleadas en esta investigación, sin embargo tanto los parámetros 

cinéticos de crecimiento, como los parámetros cinéticos de producción son mayores en el 

medio que contiene la mayor concentración de DEHF. 

Auactizin y cols. (2014) sugieren que los perfiles del pH de los medios de cultivo conteniendo 

sales minerales más la adición de ftalatos disminuyen conforme trascurre la fermentación 

liquida, debido a la formación de ácidos hexadecanoicos y octadecanoicos, mientras que Díaz 

y cols. (2013) mencionan que los perfiles de pH de los cultivos de hongos en medios 

conteniendo un medio de glucosa, extracto de levadura y sales minerales, se mantienen al 

mismo pH con respecto al pH inicial de crecimiento o se incrementan mientras trascurren los 

días de fermentación debido a la formación de compuestos aminados con carga negativa 

permitiendo la formación de grupos OH en los medios. Con respecto a los perfiles del pH, en 

esta investigación se muestra que en los cultivos de P. ostreatus conteniendo ftalatos el pH 

disminuye conforme transcurren los días de fermentación obteniendo valores de 5.6 como 

mínimo en el medio conteniendo 500 mg de DEHF/L y de 4.1 en el medio conteniendo 1000 

mg de DEHF/L. Existen enzimas implicadas en la degradación de ftalatos, estas enzimas 

actúan en diferentes niveles de la degradación. Hwang y cols. (2012) reportan la presencia de 

esterasas y lacasas como principales enzimas involucradas en la degradación de BBF por P. 

ostreatus, mostrando valores de actividad de esterasas superiores a los de las lacasas. Mientras 

que Tanaka y cols. (2000) mencionan que la presencia de lacasas en la degradación de esteres 

de ftalato es indispensable para la ruptura del anillo aromático, liberado una vez roto el enlace 

éster por acción de las esterasas. De igual manera a lo mencionado anteriormente Córdoba-

Sosa y cols. (2014) obtuvieron valores de esterasas que se mantuvieron constantes con 

respecto a los obtenidos en lacasas, sin embargo la actividad de lacasas fue bastante mayor en 

comparación con las esterasas de P. ostreatus. Los resultados obtenidos en esta investigación 

muestran de igual manera a lo mencionado por Córdoba-Sosa y cols. (2014) P. ostreatus 

produce mayor cantidad de lacasas conforme aumenta la concentración del éster de ftalato. 

Otro estudio que concuerda con lo encontrado en esta investigación, fue lo descrito por Yeo y 

cols. (2008) donde evaluaron el incremento en la producción de la enzima lacasa de P. 
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tremelosa crecido sobre diferentes disruptores endocrinos: DEF, BBF y bisfenol A (BFA). 

Observaron incrementos hasta de 10 veces más la actividad de lacasas con respecto al medio 

control y al medio que contiene BFA. Con respecto al consumo de glucosa, Téllez-Téllez 

(2011) evaluaron el consumo de glucosa por P. ostreatus crecido en medio líquido, utilizando 

el MSAF que empleamos en esta investigación, encontrando que la cepa de P. ostreatus 

consume en su totalidad la glucosa a las 300 h de fermentación. Resultados similares a lo que 

reporta Téllez-Téllez (2011) fue lo que se encontró en esta investigación, donde el consumo de 

glucosa en el MSAF se da a la misma hora con respecto a lo reportado por el autor antes 

mencionado, sin embargo, en los medios que contiene el DEHF, el consumo de la glucosa se 

ve de manera más lento conforme aumenta la concentración del ftalato. Los estudios más 

resientes en relación a la producción de isoformas de lacasas muestran que, el pH inicial de 

crecimiento así como el pH de actividad es un factor delimitante para la producción de 

isoformas de lacasas, y que el pH óptimo de producción de isoformas de lacasas es de 6.5, sin 

embargo los perfiles zimográficos de lacasas revelados sobre un buffer de 4.5 de pH muestran 

un mayor número de isoformas de esta enzima (Díaz y cols. 2013). Xu y cols. (1996) fueron 

los primeros en realizar estudios en relación al incremento de las isoformas de lacasas 

utilizando un medio de cultivo con la adición de hidrocarburos policíclicos aromáticos 

encontrando que ciertos xenobióticos tienen un efecto directo en la producción de isoformas 

de lacasas debido a la presencia de anillos aromáticos en su estructura y que el peso molecular 

de estas oscila entre los 95 y 65 KDa. Algo similar a lo reportado por estos autores fue lo 

encontrado en esta investigación, donde la presencia del DEHF tiene un efecto directo sobre la 

producción del número de isoformas ya que conforme aumenta la concentración de este 

compuesto aumenta el número de isoformas de lacasas, esto podría ser debido a que el DEHF 

presenta un anillo bencénico en su estructura primaría, que después de la ruptura del enlace 

éster por las enzimas esterasas este queda libre en el medio de cultivo y así induce la presencia 

de isoformas que actúan directamente en la degradación secundaría de este compuesto, que es 

la eliminación del anillo aromático que presenta, para así convertirlo en CO2 y H2O. 

 

 

9. CONCLUSIÓN 
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• Se obtuvo una µ, una Xmax y una Emax mayor en el medio de 1000 mg de DEHF/L en 

comparación con el medio conteniendo 500 mg de DEHF/L y del medio sin adición de 

ftalato, lo que nos permite sugerir que el DHEF es utilizado como fuente de carbono 

para el incremento de la biomasa y la producción de lacasas ya que el 50 % de la 

fuente de carbono es empleada por el hongo para el incremento de sus estructuras 

celulares y el otro 50 % para la producción de sus metabolitos, esta sugerencia se emite 

con base al consumo de la glucosa que se da en un 100 % en todos los medios de 

cultivo. 

• P. ostreatus mostró valores de pH ácidos en el medio que contenía 1000 mg de 

DEHF/L, lo que nos permite sugerir que la disminución de este parámetro es una 

medida indirecta de la degradación de este compuesto ya que se producen ácidos 

orgánicos como productos de la degradación. 

• Se mostró un efecto del DEHF sobre la actividad y perfiles zimográficos de lacasas, 

observándose por lo menos 3 isoformas distintas de lacasas al aumentar la 

concentración de este compuesto, sugiriendo así que el DEHF podría ser un inductor 

de alguna isoforma de lacasas. 

• Estos resultados sugiere que la presencia de largas cadenas hidrocarbonadas son 

utilizadas para la producción de la biomasa y que los anillos aromáticos en su 

estructura son un inductor de la enzima por lo cual se obtienen valores de actividad 

enzimática y producción de isoformas de lacassa mediado por la inducción que se da 

en estas debido a la presencia de los anillos aromáticos del DEHF. 

 

10. PERSPECTIVAS 

 

 

 Realizar la cuantificación de la expresión de los genes que codifican a las izoenzimas 

de lacasas utilizando la técnica de RT-PCR, mediante la extracción del ARN del 

micelio para la posterior síntesis del cDNA utilizando los primer diseñados por (Díaz y 

cols. 2013). 
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 Evaluar la degradación del DEHF empleando la técnica de GC-MS para obtener los 

productos de la degradación así como el % de la misma. 
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