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RESUMEN

Los ftalatos son diésteres aromaticos ampliamente utilizados como plastificantes,
estos compuestos ademas de ser contaminantes desempefian un papel como
disruptores enddcrinos. El ftalato mas empleado es el di (2-etilhexil) ftalato (DEHF),
seguido por dibutil ftalato (DBF), estos compuestos han sido detectados en suelo,
agua, alimentos, pescado y efluentes industriales. En esta investigacion se evaluaron
diferentes parametros para los hongos Fusarium culmorum y Pleurotus ostreatus
crecidos en concentraciones de 1000 y 500 mg/| de DEHF y DBF, como la velocidad
especifica de crecimiento (i) y la biomasa méaxima producida (Xmax), €l consumo de
glucosa, la constante de biodegradacién (k) para DBF y DEHF la eficiencia de
remocion (%), actividades enziméticas de lacasas y esterasas al igual que los
rendimientos de las enzimas con respecto al sustrato (Yex), la productividad
enzimatica (P= Emax/h), la actividad enzimatica maxima (Emax) y la tasa especifica de

formacion de la enzima gp= (M) (Yex).

Se identificaron diferentes intermediarios en la biodegradacién de DEHF y DBF por
GC-MS y a partir de eso se propusieron rutas de degradacién para estos compuestos
empleando un modelo de quimica cuantica. Fusarium culmorum mostré la mayor u
(0.05 h) en el medio con 1000 mg/l de DEHF. Tanto P. ostreatus como F. culmorum
consumieron alrededor de un 95 % de la glucosa en los medios que contenian DEHF
1000 mg/l durante las 360 y 144 h de crecimiento, respectivamente. La mayor Xmax Y
el mayor Yxs se presentaron tanto para P. ostreatus como para F. culmorum en el

medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF. Pleurotus ostreatus mostro la mayor Xmaxy el



mayor Yx;s obteniendo un valor de 7.69 g/l y 0.76 gX/gS, respectivamente. El pH de
los cultivos de P. ostreatus que contenian ftalatos disminuyeron mostrando valores
cercanos a un pH de 4. El pH de los cultivos de F. culmorum incrementaron sus valores
obteniendo un pH cercano del valor neutro. Pleurotus ostreatus mostro la mayor
produccion y Emax de enzimas lacasas en el medio que contenia 1000 mg/l de DEHF,
mostrando valores de 11508 U/l. La mayor actividad y Emax de enzimas esterasas fue
de 4765 U/, producida por el hongo F. culmorum en el medio conteniendo 1000 mg/I
de DEHF. Los mayores pardmetros cinéticos enzimaticos los presentd P. ostreatus
para las enzimas lacasas en el medio conteniendo 1000 mg/l de DEHF. Fusarium
culmorum mostré los mayores parametros cinéticos de enzimas esterasas en los
medios que contenian 1000 mg/l de DEHF y DBF. Pleurotus ostreatus y F. culmorum
obtuvieron mas del 90 % de remocion de ambos ftalatos a partir de las 300y 72 h de
crecimiento, respectivamente. Con base en los estudios de quimica cuantica se pudo
observar que P. ostreatus siguié una ruta de degradacion metabolizando el DEHF a
acido ftalico, acido acético y hexanal. El DBF fue metabolizado a &cido ftalico y acido
acético. Este, posteriormente, lo mineralizé completamente a CO2. Fusarium culmorum
fue capaz de metabolizar el DEHF obteniendo como producto final butanediol y el DBF
lo metaboliz6 a acido fumarico y acido malico, metabolitos detectados por GC-MS y
analizados por el intercambio de electrones que nos permitié observar el estudio de
guimica cuantica. P. ostreatus y F. culmorum ofrecen un gran potencial en la
biorremediacion de lugares contaminado con DEHF y DBF, ya que utilizan estos

contaminantes como fuente de carbono y energia.



ABSTRACT

Phthalates are aromatic diesters widely used as plasticizers. These compounds are
also pollutants and endocrine disruptors. The most commonly used phthalate is di (2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP), followed by dibutyl phthalate (DBP). These compounds
have been detected in soil, water, food, fish and industrial effluents. Growth kinetics (u
and Xmax), glucose consumption, constant biodegradation (k) for dibutyl phthalate
(DBP) and di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), percentage of removal efficiency,
laccases and esterase activities and enzymatic performance were evaluated for
Fusarium culmorum and Pleurotus ostreatus grown on media containing glucose and
different concentrations of DEHP and DBP (0, 500 and 1000 mg/l). Different
intermediates in the biodegradation of DEHP and DBF by GC-MS were identified and
degradation pathways for these compounds were proposed using quantum chemical
modeling. The greatest p (0.05 h-1) occurred in media supplemented with 1000 mg/| of
DEHPI/I. P. ostreatus and F. culmorum consumed 95% of glucose in media containing
1000 mg/l de DEHP/I within 360 and 144 h of growth, respectively. The greatest Xmax
and the largest Yxs occurred in media supplemented with 1000 mg/l of DEHP/I for these
fungi. The pH of cultures of P. ostreatus containing phthalates decreased, presenting
values close to pH 4 while pH of F. culmorum increased pH close neutral value. The
greatest production and laccase activity were observed in media containing 1000 mg/I
of DEHP/I for P. ostreatus. The greatest production and esterase activity were observed
in media containing 1000 mg/l de DEHP/I for F. culmorum. The higher enzymatic yield

parameters occurred in media supplemented with 1000 mg/lI de DEHP/I for these fungi.

Vi



These fungi could degrade more than 90% of both phthalates and metabolized to
intermediates of different metabolic pathways (Krebs Cycle and butanediol
fermentation). The compounds of biodegradation of DEHP were identified by GC-MS.
A DEHP and DBP biodegradation pathway by F. culmorum and P. ostreatus were
proposed using quantum chemical modeling. P. ostreatus and F. culmorum offer great
potential in bioremediation of sites contaminated with DEHP and DBF as they use these

pollutants as carbon and energy source.

vii



1.

2.

3.

INDICE

INTRODUGCCION .....ouiiiiieieieieieieieie ettt tese s e nenenenes 1
O =1 = 10 1SRRI SURTSURTPRN 1
1.2. Di (2-etilneXil) Flalato .........c.ooeiiiieiie e 4
RS T I ] o 10 |1 €= 1= (o SRR OPSSSTR 5
1.4. Toxicidad de flalatoS .........c.oeeiiiieiie e e e 6
1.5. HONQOS BaSIidIOMICELOS .......cccviiiiiiec ettt 8

1.5.1. Ciclo de vida de hongos basidiomiCetOS ...........ccccveeiviiiciiiec e 9

1.5.2. PlEUrOtUS OSITEALUS ......oeeiiiiieiiie et eiie e eitee e eee et tee e ea e tee e nnee e e nnaeeenneeas 11
1.6. HONQOS ASCOMICEIOS .....ueiiuiiiiiiieitie ettt ettt ettt ettt e e snnas 12

1.6.1. Ciclo de vida de hongos aSCOMICETOS ........ceeriieiieiiie e 13

1.6.2. FUSAIIUM CUIMOTUIM ..ottt ree et eesnee e e aneas 15
1.7. ENZIMAS [ACASAS .....ciuvieiiiieiie ittt ettt et e et e e nnee e e anes 16
1.8. ENZIMAS ESIEIASAS ... .eiiiieeiieiiieetieeeiee ettt ettt et e et e teesneeenseeaeeeaneas 17
1.9. Biodegradacion de ftalatos por NONQGOS ..........cocvviiiiiiiiiice e 18

1.10. Cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas (GC-MS)20

1.11. FermentacCion liqUId@ ..........cooueiiiiiiii e 23
ANTECEDENTES. . ... e e e e e e e e eees 23
JUSTIFICACION . ..ottt e 30

4.PREGUNTA DE INVESTIGACION. ......coooooeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeee s, 31

viii



9. OBUIETIVOS . ... 31

5.2. Objetivos eSPECIfiCOS ........ccvieiiieeicie et 031
6.1. OrganiSmMOS € @STUIO. .......ccoiiieeiiiie e e e e eneeas 32
6.3. Preparacion de medios de CUtIVO .........c.coviiiiiiiiiice e 33

6.4. Produccién de biomasa, parametros cinéticos de crecimiento y perfiles de

P H e e e s 33
6.5. ACtiVidad ENZIMALICA .........eeiiieiie et 34
6.5.1. Obtencidn del sobrenadante ...........ccooeiieiieie e 34
6.5.2. Actividad enzimatica de 1aCasas ..........cccovveiiieiie i 35
6.5.3. Actividad enzimatica de eSterasas ............ccccueeveeiiieeiie e 35
6.5.4. Parametros CiNéticOS ENZIMALICOS .........cccveiieeiiie e 36
6.6. Determinacion del consumo de gluCOSa.........ccoveiiiiiiieiieiiecee e 36

6.7. Andlisis de cromatografia de gases acoplada a la espectrofotometria de

4= L= LSRR 36
6.8. Biodegradacion y la eficiencia de remocion de los ésteres de ftalato .............. 38
6.10. ANALISIS €StAAISTICO .....eeeeiiiie et e e 39
A =S 10 1 1 B L 1 39

7.1. Crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum en fermentacion liquida y consumo

de la glucosa en 10s sobrenadantes ............ccooiiiiiiii e 39



7.1.1. Crecimiento de P. ostreatus y consumo de glucosa en los medios

AdICIONAOS CON DEHF ... e e 39

7.1.2. Crecimiento de P. ostreatus y consumo de glucosa en los medios que

CONUIENEN DB ... e e ettt 41

7.1.3. Crecimiento de F. culmorum y consumo de glucosa en los medios que

CONTIENEN DEHEF ... e ettt 42

7.1.4. Crecimiento de F. culmorum y consumo de glucosa en los medios

adicioNadOoS CON DB ... e 44
7.2. Pardmetros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus y F. culmorum............... 45

7.2.1. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en los medios

gue contienen DEHF. ... 45

7.2.2. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en los medios

que CONLIENEN DBF ......ooo e 46

7.2.1. Parametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en los medios

que contieNen DEHF ... 47

7.2.2. Parametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en los medios

que CONLIENEN DB ... 48
7.3. pH de P. ostreatus y F. CUlMOrUM .........coooiiiiiiii e 49

7.3.1. pH de los sobrenadantes de los cultivos de P. ostreatus crecido en DEHF

7.3.2. pH de los sobrenadantes de los cultivos de P. ostreatus crecido en DBF 50



7.3.3. pH de los sobrenadantes de los cultivos de F. culmorum conteniendo

7.4.1. Actividad enzimatica especifica de lacasas de P. ostreatus crecido en los

medios que contieNen DEHF ... 54

7.4.2. Actividad enzimatica especifica de lacasas de P. ostreatus crecido en los

Medios que CONtIENEN DBF ........cciiiiiii e 55

7.4.3. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en los medios que

CONTIENEN DEHF ... e ettt 56

7.4.4. Actividad enziméatica de lacasas de F. culmorum crecido en los medios que

CONLIEBNEN DB ... .ottt ettt et e st e e nne e e teeanaeenneeennee s 58
7.5. Parametros cinéticos de produccidn de lacasas............ccccceovveveevieeeciee e 59

7.5.1. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de P. ostreatus crecido en

los medios que contieNeN DEHF ...........ooooiiiiiice e 59

7.5.2. Parametros cinéticos de produccién de lacasas de P. ostreatus crecido en

[0S medios que CONtIENEN DBF...........ooiiiiee e 60

7.5.3. Parametros cinéticos de produccién de lacasas de F. culmorum crecido en

los medios que contieNen DEHF ..o 61

Xi



7.5.4. Parametros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en

los medios que contieNeN DBF............oooiiiiii e 62
7.6. Actividad enzimética especifica de esterasas..........ccccevveeieeiiieiieecie e 63

7.6.1. Actividad enzimatica especifica de esterasas de P. ostreatus crecido en los

medios que contieNen DEHF ... 63

7.6.2. Actividad enzimatica de esterasas de P. ostreatus crecido en los medios

que CONLIENEN DBF ......ooe e e e 64

7.6.3. Actividad enzimatica de esterasas de F. culmorum crecido en los medios

que contieNeN DEHF ..o 65

7.6.4. Actividad enziméatica de esterasa de F. culmorum crecido en los medios

que CoNLIENEN DBF ......ooi e 66
7.7. Parametros cinéticos de produccidn de esterasas..........ccccevveevveeecieeeciee e, 67

7.7.1. Parametros cinéticos de produccién de esterasas de P. ostreatus crecido

en los medios que contienen DEHF ... 67

7.7.2. Parametros cinéticos de produccién de esterasas de P. ostreatus crecido

en los medios que contieNen DBF ..........cooiiiiiiii e 68

7.7.3. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contienen DEHF.............cccoiiio e 69

7.7.4. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contieNen DBF ...........oooiiiii e 70

7.8. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF .............c...ccooveeiieciiicee. 71

xii



7.8.1. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF por P. ostreatus ........ 71

7.8.2. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DEHF por F. culmorum....... 73
7.9. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DBF .............ccccceovvevi e, 74
7.9.2. Biodegradacion y eficiencia de remocion de DBF por F. culmorum.......... 76
7.10. Ruta de degradacion del DEHF.............cccoooiiiiiie e 77
7.10.1. Ruta de degradacion de DEHF por P. ostreatus.............ccoceviiieiieiiennn. 77
7.10.2. Ruta de degradacion de DEHF por F. culmorum............ccoooeviiiinnnnnnn, 78
7.11. Ruta de degradacion del DBF ............cccooiiiiiieiieece e 81
7.11.1 Ruta de degradacion de DBF por P. ostreatus ............cccceevveeeiieeccneeeenen. 81
7.11.2. Ruta de degradacion de DBF por F. culmorum ...........cc.ccoooeeiiieecineeenen. 83

8. DISCUSION ...ttt ettt 85
9. RESUMEN DE RESULTADOS ...ttt 92
10. CONCLUSION ..ottt ettt ae e e eae e eae e 93
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 94

xiii



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Principales esteres de ftalato utilizados a nivel mundial.........cocvveiiiiiiinnans

Fig. 2. Ciclo de vida de hongos BasidiomiCet0S.......vvirieiririiiinirrcr e innneens

Fig. 3. Ciclo de vida de hongoS ASCOMICETOS....uuiurernrirrrnrarierarirrarrnrn e rnnannns

Fig. 4. Colonia de F. culmorum crecida en PDA......ccciiviiiiiiiiirir e rine e

Fig. 5. Esquema del funcionamiento de la técnica de cromatografia de gases

acoplada a un espectrometro de masas (GC/MS)...cvivieieierieinrinrieraeinrinranenenns

Fig. 6. Crecimiento de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de

DEHF en fermentacion liquida y consumo de glucosa en el medio de GYE (0), 500

(C1) y 1000 (®) M@/l € DEHF ...ceeiiveeeeereeeesneeeesseeeesseessaseessssseeeesseessnsseeens
Fig. 7. Crecimiento de P. ostreatus en GYE (0), 500 (00) y 1000 (e) mg/l de DBF en

fermentacion liquida y consumo de glucosa en el medio GYE (0), 500 (D) y 1000 (o)

T 7 0 ST DT R

Fig. 8. Crecimiento de F. culmorum en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de DEHF

en fermentacion liquida y consumo de glucosa en los medios GYE (o), 500 (D) y

1000 (@) MG/l de DEHF.....iuiiiiiieiireer s s r s s s s s s rnn s s n s e s s s nnn s s nnns

Xiv

11

15

16

22

40

42

43



Fig. 9. Crecimiento de F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (OO) y 1000 (e) mg/l de

DBF en fermentacion liquida y consumo de glucosa en los medios GYE (0), 500 (D)
Y 1000 (@) MO/l dE DBF ... r s s s s s r s s s nrn s rrn s e s s
Fig. 10. pH de la cepa P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de
DEHF en fermentacion HQUIda......ocveeieei v e v en s e es e s rm s ern e e e e

Fig. 11. pH de la cepa P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de
DBF en fermentacion liQUida........oeeeeeieseiieieiiise s s e ass
Fig. 12. pH de la cepa F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (O0) y 1000 (e) mg/l de
DEHF en fermentacion HQUIda.....cceveeieiiiiirriviev s s s v s s v er s s e s e s nn e e

Fig. 13. pH de la cepa F. culmorum crecido en GYE (0), 500 (O) y 1000 (e) mg/l de
DBF en fermentacion [iQUida......cceveeierieiiiiia i rireerse v e s smnra s s e s ennsanennns
Fig. 14. Actividad enzimatica de lacasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (0O0)
y 1000 (o) mg/l de DEHF en fermentacion [iquida.......ccceeveverieierrerirrerrcenereasaennnns
Fig. 15. Actividad enzimatica de lacasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500 (O

y 1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida......c.cceveverieiireeirarercveeeeeeaeaens

Fig. 16. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (@) mg/l de DEHF en fermentacion liquida ......c.ccvevieierrienrrinnreenes

Fig. 17. Actividad enzimatica de lacasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (@) mg/l de DBF en fermentacion liquida......c.oceeeeverirumasennrnraennrmnnsaennns

Xv

45

50

51

52

53

55

56

57

58



Fig. 18. Actividad enzimatica de esterasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (@) mg/l de DBF en fermentacion liquida........cceeeieieieneneierenenerarasenans

Fig. 19. Actividad enzimatica de esterasas de P. ostreatus crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida......c.ccvevieriviiiericririeneieeeeean

Fig. 20. Actividad enziméatica de esterasas de F. culmorum crecido en GYE (0), 500

(O) y 1000 (e) mg/l de DEHF en fermentacion liquida........cceeveeieeioriiiiiaeicecvenaas

Fig. 21. Actividad enzimética de esterasas de F. culmorum crecido GYE (o), 500 (0O)

y 1000 (o) mg/l de DBF en fermentacion liquida......cccoevverieiririenrnrieecrasaenenaens
Fig. 22. Porcentaje de biodegradacion de DEHF por F. culmorum (a) y concentracion
de DEHF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar
k (b). Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de DEHF.....................
Fig. 23. Porcentaje de biodegradacion de DEHF por F. culmorum (a) y concentracion
de DEHF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar

k (b). Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de

Fig. 24. Porcentaje de biodegradacién de DBF por P.ostreatus (a) y concentracion
de DBF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k

(b). Medio de cultivo conteniendo 500 (o) y 1000 (e) mg/l de

XVi

63

64

65

66

72

74

75



Fig. 25. Porcentaje de biodegradacion de DBF por F. culmorum (a) y concentracion
de DBF (transformacion log) graficada a través del tiempo usada para determinar k
(b). Medio de cultivo conteniendo 500 (0) y 1000 (e) mg/l de DBF......ccccvvevevneinnnnn.
Fig. 26. Ruta de biodegradacion propuesta de DEHF por P. ostreatus. Las lineas
punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS......ccccviivviviennnnnnn.
Fig. 27. Ruta de biodegradacion propuesta de DEHF por F. culmorum. Las lineas
punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS......ccccvevivivieieennnn.
Fig. 28. Ruta de biodegradacion propuesta de DBF por P. ostreatus. Las lineas
punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS......ccccvevviviriernnnnns
Fig. 29. Ruta de biodegradacion propuesta de DBF por F. culmorum. Las lineas

punteadas muestran los compuestos identificados por GC/MS ......ccocvviieeeevvinnnnnn.

XVii

77

78

80



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en
fermentacion liquida conteniendo DEHF.........cccoiiiiiiiiiiir e
Tabla 2. Parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus crecido en
fermentacion liquida conteniendo DBF........ccccviiiiiiiiiiir e
Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en
fermentacion liquida conteniendo DEHF.........cccooiiiiiiiiiiiiiiriir e e
Tabla 4. Pardametros cinéticos de crecimiento de F. culmorum crecido en
fermentacion liquida conteniendo DBF........cciiiiiiiiieiirrrrcr e e
Tabla 5. Parametros cinéticos de produccién de enzimas lacasas por P. ostreatus
crecido en fermentacién liquida conteniendo DEHF........cccveiiiiiiercvcrrcecevaeea
Tabla 6. Parametros cinéticos de produccién de enzimas lacasas por P. ostreatus
crecido en fermentacién liquida conteniendo DBF........cccceiivrieiimenereriernraeneeneaens
Tabla 7. Pardmetros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en
los medios que contienen DEHF......cuiiiiiiiirr s s e
Tabla 8. Pardmetros cinéticos de produccion de lacasas de F. culmorum crecido en
los medios que CoNtieNen DBF.......iiiiiiiiiiiiir s s eae
Tabla 9. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido
en los medios que contienen DEHF......c..ciiiiiiiiiii v e e e
Tabla 10. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de P. ostreatus crecido

en los medios que CoNtiIENEN DBF.......ciiiiiiiiii s s s s s e anas

48

49

51

52

61

62

63

64

69

XViii



Tabla 11. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido
en los medios que contienen DEHF........cccciiiiiiiiiiie e v e e eeeas
Tabla 12. Parametros cinéticos de produccion de esterasas de F. culmorum crecido

en los medios que contienen DBF.......ccvciiciiiieiieriircvrc s sr s e e enes

71

72

XiX



1. INTRODUCCION

1.1. Ftalatos

Los ftalatos son dialquil o alquil aril ésteres del acido ftalico (1,2-bencendicarboxilico)
conformados estructuralmente por un anillo bencénico unido a dos cadenas laterales
que pueden ser lineales, alifaticos ramificados, cicloalifaticos o aromaticos. Los ésteres
de ftalato son compuestos industriales usados principalmente como plastificantes y
aditivos para incrementar la flexibilidad y maleabilidad a los productos plasticos. Los
ftalatos representan una preocupaciéon importante debido al uso indiscriminado de los
plasticos, su ubicuidad en el medio ambiente y la alteracién de la actividad del sistema

endocrino (Zhu 2010).

Estos compuestos quimicos se utilizan en la manufactura de plasticos, textiles, papel,
repelentes contra insectos, plaguicidas, cosméticos y poliuretanos (Chang et al. 2004;
Kim et al. 2002; Mendoza 2008; Bustamante et al. 2001; Matsumoto et al. 2008). Los
ftalatos no se unen gquimicamente al polimero y pueden migrar eventualmente al
ambiente (Liang et al. 2008). Se ha estimado que la tasa promedio de consumo
indirecto de estos compuestos por el humano es de 8 mg/persona/dia. La produccion
de plastificantes en Estados Unidos de Norteamérica rebasa los 500 millones de
kilogramos por afio (Chang et al. 2007; Kim et al. 2002; Mendoza 2008; Bustamante

et al. 2001).



Estos contaminantes se han detectado en aire, suelo, sedimentos y agua como
resultado de la produccion, uso y disposicion de los plasticos (Liang et al. 2008). El
ftalato mas comun es el di (2-etilhexil) ftalato (DEHF), seguido por dibutil ftalato (DBF),
estos compuestos han sido detectados en suelo, agua, alimentos, pescado y efluentes
industriales (Fig. 1) (CERHR 2006). EI DEHF es menos susceptible a la degradacion
debido a la presencia de su cadena larga de éster comparandolo con los demas
ftalatos. EI DBF tiene gran importancia por su produccién y aplicacién. Asimismo, se
producen cerca de veintiséis mil toneladas al afio desde hace méas de 40 afios en la
Union Europea (CERHR 2006). Debido a la relativa polaridad y al bajo peso molecular
de algunos ftalatos (DBF), se metabolizan principalmente a sus monoésteres en el
organismo y posteriormente son excretados en la orina. Los ftalatos de alto peso
molecular como el DEHF, di-n-octil ftalato (DnOF) y di-isononil ftalato (DINF) son
hidrolizados a sus respectivos monoésteres, y después por una serie de reacciones

guimicas son biotransformados a sus metabolitos hidrofilicos.

En los ftalatos de bajo peso molecular primero se hidrolizan a su monoéster por la
hidrélisis de uno de los enlaces éster presentes en este tipo de compuestos (Hauser y
Calafat 2005). Se ha reportado que las altas concentraciones de DEHF y DBF en el
ambiente se encuentran mayoritariamente en las aguas residuales y superficiales
cercanas a las zonas de produccion y procesado, asi como en aire, suelo, sedimentos,
lixiviados de rellenos sanitarios y diferentes depdsitos naturales de agua (CERHR
2006; Zheng et al. 2007). Estos plastificantes se acumulan en invertebrados, peces y

plantas. La mayor fuente de exposicion a ftalatos se da por ingesta de alimentos,



probablemente por la alta migracion de los ftalatos contenidos en los contenedores de
plastico. Existen reportes de hepatotoxicidad, atrofia testicular, teratogénesis y
carcinogénesis relacionados con ftalatos (Huber et al. 1996; Hashizume et al. 2002).
El DEHF es rapidamente hidrolizado por la esterasas presentes en los intestinos,
higado, pulmones y otros tejidos al metabolito mono (2-etilhexil) ftalato (MEHF) y
posteriormente a acido ftalico anhidro. EI MEHF es el principal metabolito producido
en la degradacion de DEHF y se cree es el componente activo responsable de los

efectos toxicos del DEHF (Fig. 1) (Reinsberg et al. 2009).

H 0O
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Fig. 1. Principales esteres de ftalato utilizados a nivel mundial (Hauser y Calafat 2005).



1.2. Di (2-etilhexil) ftalato

El DEHF es un compuesto organico cuya formula es CeHs (CsH17COO)2. Este
compuesto es el mas comun de los ftalatos, ya que representd una presencia en el
mercado del 54% en el 2010 y una produccién anual de 3, 000,000 kg/afio. Es un
liquido viscoso, incoloro soluble en aceite, pero no en agua. Su punto de fusion es de
-55 °C y su punto de ebullicion es de 230 °C. La presion de vapor es de 0.000034 Pa
a 20 °C y su solubilidad en agua es de 3 g/l. Su coeficiente de particidbn n-octanol/agua
(valor logaritmico) es de 7.5 (TCS 2008). EI DEHF es ampliamente utilizado como
plastificante de productos vinilicos. Los plasticos contienen del 1 al 40 % de DEHF por
peso y son usados en productos de consumo como imitacion de piel, ropa
impermeable, calzado, tapiceria, suelos, alambre y cable, asi como en manteles,
cortinas de bafio, materiales de envasado de alimentos y juguetes de nifios. El cloruro
de polivinilo contiene DEHF el cual es usado para la realizacion de tubos y envases
utilizados para mantener muestras de sangre o realizar transfusiones. Ademas, es
usado como fluido hidraulico y fluido dieléctrico en los condensadores electronicos. El
DEHF se encuentra también en el alcohol, detergentes liquidos, tintas decorativas,
aceites lubricantes e industriales y agentes antiespumantes usados durante la

manufactura de papel y carton (TCS 2008).



1.3. Dibutil ftalato

El DBF se produce por la reacciéon del n-butanol con el acido ftalico anhidro (Singh y
Shoei-Lung 2011). Su férmula molecular es ClisH2204y su peso molecular es de
278.34 g/mol. Es un liquido aceitoso, cuyo punto de fusion es -35 °C, y el punto de
ebullicién 340 °C. La presion de vapor de este compuesto es de 0.047 Pa a 25°C. Su
solubilidad en agua es de 11.2 g/l y su coeficiente de particion n-octanol/agua (valor
logaritmico) es de 4.72 (ECHA 2010). El DBF es un plastificante usado a menudo en
combinacion con otros ftalatos de alto peso molecular. Es usado extensamente en la
industria de adhesivos para las emulsiones de polivinilo de acetato (PVA). La baja
viscosidad y compatibilidad de DBF lo convierte en el compuesto adecuado para usarlo
como adhesivo en la unidon de materiales celulésicos. EI DBF es un solvente excelente
para la mayoria de los colorantes solubles en aceite, insecticidas, peroxidos y otros
compuestos organicos. Como agente antiespumante y fibra lubricante en la
manufactura de textiles. También es usado en la industria del revestimiento como
plastificante primario de lacas de nitrocelulosa. Este ftalato les confiere flexibilidad a
bajas temperaturas y es especialmente deseable porque tiene una amplia
compatibilidad con la modificacion de las resinas. En algunos paises, es usado como
ingrediente del esmalte de ufias porque lo hace resistente ante la pérdida de su

revestimiento (ECHA 2010; Kamrin 2009).



1.4. Toxicidad de ftalatos

Los ftalatos presentan efectos toxicos para algunos animales como ratas y ratones. Se
ha reportado que la actividad de disruptor endocrino de los compuestos DEHF, DBF,
DEF, DMF, Butil Bencil ftalato (BBF) esta relacionada directamente con la sintesis de
hormonas sexuales. En experimentos in vivo e in vitro, se observé que las células de
Sertoli representan el sitio principal de la toxicidad testicular inducida por ftalatos. Se
conoce ademas que estos ftalatos estan relacionados con toxicidad en animales a nivel
reproductivo y de desarrollo. En estudios a corto y largo plazo utilizando roedores, los
efectos adversos relacionados con la dosis se encontraron en higado, rifién, glandula
tiroidea, tejidos y testiculos. Los efectos toxicos observados en roedores prefiados y
fetos incluyen disminucion en el nimero de implantaciones, aumento en la resorcion
fetal, disminucion del peso corporal y aumento en las malformaciones. Las mutaciones
inducidas por DEHF en los gametos de varones pueden ser transmitidos a la siguiente
generacion por medio de los espermatozoides. Los ftalatos actian sobre la

disminucién de los niveles de andrégenos.

Se ha reportado un incremento en el dafo reproductivo de varones infantes después
de la exposicion prenatal a ftalatos sugiriendo que esto podria conducir a dafios en la
salud tanto de humanos como de animales (ratas) (Dobrzyhska et al. 2012; Swan et
al. 2005). Se ha reportado el efecto potencial de DEHF, DBF, DEF, DMF y BBF en
ratas. El DEHF presenta una concentracion minima de riesgo (0.5 mg/kg/d), asimismo,
el DBF presenta un consumo tolerable menor (0.063 mg/kg/d) que los demas ftalatos

para este mismo animal. La reaccion de glucoronizacion facilita la excrecion de los



ftalatos a través de la orina y reduciendo su potencial biolégico (Lehmann et al. 2004;
Latini 2005). Se ha identificado a uno de sus metabolitos mas importantes, el mono
etil-hexil ftalato (MEHF), como responsable de la toxicidad del DEHF. Las enzimas que
rompen este aditivo quimico en su metabolto MEHF se han encontrado
fundamentalmente en el intestino, aunque también estan presentes en el higado,
rifiones, pulmones, pancreas y en el plasma de algunos organismos. El hecho de que
la metabolizacion del DEHF ocurra en el tracto intestinal implica que la exposicién via
ingestion podria ser mas peligrosa que la intravenosa (Liu y Lin 2002; Okubo y cols.

2003).

El DBF y DEHF se consideran como promotores en la aparicion de tumores, y la
exposicidon a estos puede producir carcinoma hepatocelular, asi como proliferacion de
los peroxisomas y mitocondrias, proliferacion de los hepatocitos, supresion de la
apoptosis, incremento del peso del higado, niveles elevados de las enzimas hepéticas,
cambios histolégicos, entre otros (Heudorf et al. 2007; Dobrzyhska et al. 2012). Los
humanos estan expuestos a los ftalatos a través de la ingestidn, inhalacion y
exposicion (Adibi et al. 2003; Latini et al. 2003). La exposicion dérmica y por inhalacion
son las mas comunes cuando nos referimos a DBF, el cual es usado en productos de
uso diario, a diferencia de otros ftalatos que son usados principalmente como
plastificantes (DEHF) (Silva et al. 2003; Huber 1996). La mayor fuente de exposicion a
este tipo de ftalatos es por empaques de diferentes productos alimenticios (CERHR
2006; Fromme 2007; Borchers 2009). Otra fuente de exposicion a ftalatos es a traves

de los dispositivos médicos que contienen DEHF (bolsas de almacenamiento, bolsas



de almacenamiento de sangre, juego de tubos, unidades de cuidados intensivos
neonatales), especialmente en pacientes que se encuentran en terapia intensiva, que
recibieron transfusion de plaquetas, hemodidlisis, cirugia cardiovascular, oxigenacion
por membrana extracorporea, entre otros (Heudorf et al. 2007; Schettler et al. 2006;
DiGanji 1999; Subotic et al. 2007). Sin embargo, estos compuestos pueden ser
eliminados del ambiente gracias al sistema metabdlico de algunos microorganismos
como bacterias y hongos, capaces de utilizarlos como fuente de carbono y energia.
Los hongos basidiomicetos presenta un sistema enzimatico Unico y no especifico
extracelular siendo las enzimas lacasas las principales enzimas encargadas de la
degradacion de la lignina y otros compuestos organicos estructuralmente relacionados

con los esteres de ftalato (Zeng y cols. 2004; Hwang y cols. 2008).

1.5. Hongos Basidiomicetos

Los hongos del género basidiomiceto representan un grupo amplio y diverso que se
caracteriza por producir esporas sexuales (basidiosporas) en cuerpos fructiferos
llamados basidiocarpos; este grupo esta conformado por unas 20,000 especies, entre
las cuales se encuentran los hongos comestibles conocidos como setas (Menéndez y
Oliveros 2004). Los hongos de pudricion blanca son hongos sapréfitos que adquieren
sus nutrientes por mecanismo de absorcion y no realizan fagocitosis debido a la rigidez
de su pared celular. Sus hifas invaden los materiales de los cuéales se alimentaran,
producen enzimas despolimerizadoras que degradan compuestos como la celulosa, la
lignina y el almidon, hasta moléculas sencillas que pueden absorber. Esta actividad

dentro de los procesos de degradacion de la materia muerta o biodegradacion de otros



compuestos es debida a las diferentes enzimas que producen, ya sea
extracelularmente o en asociacion con la capa que envuelve el exterior de la hifa

(Deacon 1990; Sanchez 2009).

Los basidiomicetos poseen dos tipos de sistema enzimatico: el sistema hidrolitico que
producen hidrolasas, como las pectinasas (Xavier-Santos et al. 2004), proteasas,
xilanasas, esterasas y celulasas (Hwang et al. 2008; Goyal y Soni 2011; Hwang et al.
2012), las cuales son responsables de la degradacion de polisacaridos. También
poseen un sistema ligninolitico exclusivamente oxidativo, constituido principalmente
por lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lacasas y oxidasas formadoras de
perdxido de hidrogeno. Este sistema degrada la lignina y abre sus anillos fendlicos
(Sanchez 2009). Estas enzimas ligninoliticas son producidas por estos hongos durante
su metabolismo primario y secundario, ya que la oxidacion de la lignina no proporciona
ningun tipo de energia neta para el hongo, la sintesis y secrecién de estas enzimas
son a menudo inducidas por niveles limitados de nutrientes. La produccién de estas
enzimas varia de acuerdo con la cepa fungica y las condiciones de cultivo (Tari et al.

2007).

1.5.1. Ciclo de vida de hongos basidiomicetos

En el caso de los basidiomicetos, bajo condiciones fisiolégicas y ambientales
especificas, el micelio dicaridético comienza a formar estructuras reproductoras

denominadas cuerpos fructiferos (también llamados carpoforos, esporoforos o



basidiocarpos) (Futoshi et al. 2004). En el ciclo de vida de estos organismos, se

presentan tres fenomenos importantes (Moore-Landecker 1996; Herrera y Ulloa 1998):

*Plasmogamia o anastomosis: Fusion de dos células del micelio que se aparean, a

través de la cual los nucleos de dos cepas coexisten en un citoplasma coman.

*Cariogamia: Fusién de los ndcleos.

*Meiosis: Division nuclear en la cual el nUmero de cromosomas es reducido del estado

diploide al estado haploide. diploides.

En la Figura 2, se puede apreciar el ciclo de vida de las especies pertenecientes al
género Pleurotus mediante el cual, la germinacién de una basidiospora produce el
desarrollo de hifas filamentosas monocariéticas y haploides quienes al ramificarse
conforman al micelio, mismo que continda creciendo de forma monocariotica hasta que
pueda realizarse la plasmogamia con otro micelio contiguo que sea sexualmente
compatible. Después de que ambas células se fusionan, el septo o doliporo (que
permanecia cerrado para evitar el intercambio intracelular) se abre para que pueda
ocurrir la migracion nuclear y posteriormente la formacién del micelio secundario
dicariotico mediante la division conjugada simultanea de los dos nucleos iniciales y la
distribucion de los pares de nucleos hermanos compatibles o dicariones en las células
hijas. Una vez formado el cuerpo fructifero, a partir del micelio indiferenciado generado
por el crecimiento vegetativo, se llevan a cabo los procesos de cariogamia y meiosis.
Como producto de este ultimo, se obtienen nucleos haploides, que emigran a una

tétrada de esporas formadas en la parte externa del basidio y una vez alli, son
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liberados durante el proceso de esporulacion del basidiocarpo maduro. Si encuentran
condiciones ambientales apropiadas, estas basidiosporas germinan produciendo

micelio monocariotico y comienzan nuevamente el ciclo (Larraya et al. 1999; Ramirez

et al. 2000; Valencia del Toro 2002).

[ Dikaryotic (n + n)
S | Diploid (2n)

Fig. 2. Ciclo de vida de hongos basidiomicetos (Tari et al. 2007).

1.5.2. Pleurotus ostreatus

La palabra Pleurotus deriva del griego “pleuro” que significa formado lateralmente o en
posicion lateral, refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo. Por su parte,
ostreatus en latin significa en forma de ostra, y se refiere a la apariencia y al color del

cuerpo fructifero (Stamets y Chilton 1983). Pleurotus es un hongo sapréfito, que
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degrada la madera y crece abundantemente sobre &rboles de los géneros Alnus,

Ochroma y Acer (Mata y Salmones 2003).

1.6. Hongos Ascomicetos

Los hongos del género ascomiceto como Fusarium producen dos o mas tipos de
esporas, las cuales pueden ser meidticas. Estas son consideradas esporas sexuales
llamadas ascosporas. Estos hongos pueden producir uno 0 mas tipos de esporas
asexuales, generalmente llamadas conidios o clamidiosporas, en las etapas
denominadas anamorfas, que se han clasificado en un phylum independiente
(Deuteromycota) (Chaverri et al. 2003). Los ascomicetos o Ascomycota constituyen un
grupo monofilético dentro de la division eumicetes del reino Fungi con mas de 64,000
especies. Representa el mayor filo de hongos y uno de los més diversos y ubicuos de
los eucariontes (Conrad et al. 2009). Habitan diversos medios como saprobios,
parasitos y simbiontes. Esta clase de hongos poseen enorme importancia cientifica,
econOmica y practica. El caracter esencial de estos hongos se debe a la formacién de
esporangios caracteristicos de su estado reproductivo sexual, llamados ascas o0 ascos,
en cuyo interior se generan esporas denominadas ascosporas (Fig. 3). Su talo puede
ser unicelular, aunque generalmente esta constituido por un micelio bien desarrollado,
con hifas ramificadas y septadas, cuyas células poseen de uno a varios nacleos. Los
ascomicetos llevan a cabo una reproduccion sexual y asexual. El estado de
reproduccion asexual o conidial se denomina anamorfo y al sexual o ascégeno se le

denomina teleomorfo (Fig. 3) (Herrera y Ulloa 1998).
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En general, los hongos de la familia de los ascomicetos causan pudricion blanda. Los
hongos causantes de la pudricion blanda utilizan un ataque similar al utilizado por los
causantes de la pudricion marron. Este tipo de hongos atacan la celulosa de las
paredes celulares y forman a menudo cavidades microscopicas en la pared secundaria
celular (Schwarze et al. 2000). Muchos ascomicetos (particularmente el género
Aspergillus y Trichoderma) presentan un sistema enzimatico xilanolitico. Estas
enzimas (en su mayoria extracelulares) se enlistan a continuacién (Chavez et al.

2006):

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

e [-xilosidasas: liberan xilosa de oligosacaridos cortos.

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

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

e Acetilxilanesterasas: hidrolizan grupos acetatos de la cadena principal.

e Ferulil y cumaril esterasas: hidrolizan los &cidos aromaticos respectivos unidos
a residuos arabinofuranésidos.

e Cutinasas: hidrolizan la cutina de la plantas y enlaces éster.

1.6.1. Ciclo de vida de hongos ascomicetos

Los hongos ascomicetos representan el 75% de las especies fungicas descritas hasta

el momento. Sin embargo, las fases sexuales o teleomorfas han sido poco estudiadas
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debido a que solo se han podido recuperar en cultivo puro el diez por ciento de las
especies. La principal dificultad en el estudio de estos organismos es que se hecesita
interrumpir el estado de latencia de las ascosporas. Con este fin, se aplican diferentes
meétodos de aislamiento y de activacién de ascosporas (Ingraham et al. 1995). El ciclo
de vida de los ascomicetos, comprende la formacion de hifas dicariéticas que tiene
lugar como consecuencia de diversos procesos de reproduccion sexual que llevan al
apareamiento de nudcleos (Fig. 3.). Tales procesos de reproduccion pueden ser:
contacto gametangial, espermatizaciéon y somatogamia. Una vez que el ascogonio esta
fecundado se empiezan a originar diverticulos que reciben copias de los nucleos
paternos y maternos y los organizan en hifas dicariéticas, con un nucleo de cada tipo
por célula. Estas células suelen crecer y ramificarse dentro de los tejidos del futuro
ascoma, integrados por hifas monocariéticas localizadas en las células situadas en el
extremo de las numerosas ramificaciones de las hifas ascégenas donde tendra lugar
la cariogamia. Debido a la ramificacién de las hifas dicariéticas, una sola fecundacion
inicial producird un extenso namero de zigotos, cada uno de los cuales actia como

una célula madre de un asca (Fig. 3.).
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Fig. 3. Ciclo de vida de hongos Ascomicetos.

1.6.2. Fusarium culmorum

Es un hongo filamentoso que presenta conidi6foros simples, cortos, tabicados que
terminan con varios macroconidios, alargados y estrechos, curvados y con extremos,
con cinco a ocho septos transversales y pared fina y lisa, los microconidios en esta
especie se encuentran ausentes (Smith 2002). Presenta colonias de crecimiento
rapido, vellosas, algodonosas, inicialmente blancas, y, en algunos medios de cultivo,

con una pigmentacion rosa en el centro que difunde a todo el cultivo (Fig. 4.) (Smith
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2002). Las colonias pigmentadas tienen el centro rosa naranja intenso, con zona

marginal rosa palido y bordes blancos.

Fig. 4. Colonia de F. culmorum crecida en agar dextrosa-papa.

1.7. Enzimas lacasas

Las enzimas lacasas (p-difenol: dioxigeno oxidoreductasas; E.C. 1.10.3.2) son
glucoproteinas y pertenecen al grupo mas numeroso de las multicobre azul oxidasas
(MCO), su peso molecular oscila entre los 25y 80 kDa y su pH Optimo de actividad es
de 4.5 (Diaz et al. 2013). Utilizan oxigeno como aceptor de electrones, para remover
radicales de hidrogeno de grupos hidroxifenélicos (Gianfreda et al. 1999). Catalizan la
eliminacion de un atomo de hidrégeno en los grupos hidroxilo de las posiciones orto y
para, sustituyendo sustratos monofendlicos, polifendlicos y aminas aromaticas por

eliminacion de un electron para formar radicales libres capaces de despolimerizarse,
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repolimerizarse, metilarse o formar quinonas (Abadulla et al. 2000). El producto inicial
es inestable y puede sufrir una segunda oxidacion catalizada enzimaticamente
(conversion de fenol a quinonas) o una reaccion no enzimatica (como la hidratacion o
desprotonizacion) y/o puede participar en una reaccion de polimerizacion, originando
un producto amorfo insoluble como la melanina. Esas enzimas también son
consideradas metaloglicoproteinas que contienen como cofactor iones de cobre que
requieren para su actividad catalitica un minimo de cuatro atomos de cobre por cada

proteina activa (Claus 2004).

1.8. Enzimas esterasas

Las esterasas son enzimas que pertenecen a la clase de hidrolasas, catalizando la
ruptura y formacion de enlaces éster. Pueden catalizar tres tipos de reaccion:
esterificacidn, interesterificacion y transesterificacion (Bhardwaj et al. 2012). Estas

enzimas se dividen en:

a) Carboxilesterasas, las cuales actuan sobre ésteres carboxilicos de cadenas acilo

cortas (menor a 10 carbonos) liberando los acidos correspondientes.

b) Lipasas, catalizan la hidrolisis de ésteres de glicerol con una cadena acilo igual o
superior a 10 atomos de carbono (insolubles en agua) a acidos grasos, diglicéridos,

monoglicéridos y glicerol.
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c) Esterol esterasas, hidrolizan ésteres de esteroles liberando esteroles y acidos

grasos (NC-IUBMB 1992; Jaeger et al. 1999).

1.9. Biodegradacion de ftalatos por hongos

Los hongos poseen méritos en la biodegradacién de compuestos toéxicos, por la
habilidad de mineralizacion, oxidacion de sustratos insolubles y secrecion de enzimas
extracelulares (Lee et al. 2007). Existen investigaciones acerca de la degradacion de
DBF de manera biolégica (Hashizume et al. 2002). Se ha observado la efectividad del
sistema ligninocelulésico de los hongos de pudricidén blanca para degradar DBF a COx.
Este tipo de hongos muestran capacidades oxidativas para degradar varios

contaminantes como compuestos clorados y fendlicos (ftalatos).

Otra forma de observar la biodegradacion 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 P. ostreatus en ocho dias. Los hongos Irpex lacteus y Trametes versicolor
MrP13 también removieron el 100% de DMP en 10 dias. En la biodegradacion de DEF,
la mayoria de los hongos presentan una tasa baja de degradacion comparandola con
la de DMF. Sin embargo, P. ostreatus remueve completamente el DEF dentro de los
ocho dias como el DMF. El BBF fue degradado mas rapidamente que DMF y DEF. P.

ostreatus mostré la mayor tasa de degradacion para los tres ftalatos antes
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mencionados entre los diferentes hongos estudiados (Zeng et al. 2004; Hwang et al.
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/L dentro de las
primeras 24 horas de incubacién en comparacién con un medio minimo en el cual solo

llega a degradar el 35 % de este ftalato.

De manera similar, se han observado bajos niveles de degradacion de BBF (30%) por
otro hongo de pudricion blanca, Phlebia tremellosa, en un medio minimo sin adicién
extra de fuente de carbono. Ademas, el pH del medio de cultivo tiene un efecto
significante en el crecimiento fungico y en la actividad de las enzimas degradadoras
de BBF. El pH del medio después de la adicion de este ftalato se puede deber a la
formacion subsecuente de los metabolitos intermediarios de la degradacion de BBF.
En la biodegradacion de este ftalato, el acido ftalico 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/L conteniendo BBF es mayor que en aquel que
no contiene ftalato, sugiriendo que P. ostreatus utiliza el ftalato como fuente de carbono
(Xu et al. 2005; Yeo et al. 2007; Chang et al. 2007; Chatterjee y Dutta 2008; Hwang et
al. 2012). ElI hongo P. ostreatus puede utilizarse en biorremediacién de sitios

contaminados por ftalatos (Kim y Song 2000; Linder et al. 2005; Hwang et al. 2012).

Existen enzimas que estan implicadas en la biodegradacién de ftalatos. Comparando
con la enzima esterasa purificada de Candida cylindracea, la enzima cutinasa de
Fusarium oxysporum mostré una actividad mayor en la hidrélisis de DEHF. La tasa de

degradacion de este ftalato fue notablemente mayor con la cutinasa fungica. También
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se ha reportado que esta enzima es capaz de hidrolizar también BBF (Kim et al. 2002),
DBF (Kim y Lee 2006), DFF (Kim et al. 2005), DFF (dipentil ftalato) (Ahn et al. 2006) y
DHF (dihexil ftalato) (Kim et al. 2007) de una manera eficiente (Kim et al. 2002) y la
enzima cutinasa parece ser una enzima que actua hidrolizando esteres del acido
ftalico. Asimismo, se ha reportado que la enzima esterasa del género de los
ascomicetos es capaz de hidrolizar enlaces éster (presentes en los f