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Resumen

Titulo: Identificacion y caracterizacion de hongos filamentosos aislados de un basurero local con
potencial para degradar polietileno de baja densidad *
Autor: Juan Pablo Saurith Diaz ™

Palabras Clave: Plastico, medio ambiente, contaminacion, micromicetos, biotecnologia

Descripcion: Las proyecciones para el afio 2050 estiman que la cantidad de plastico en el planeta
sera de aproximadamente 26000 millones de toneladas, de los que el 79% se almacenara en
vertederos y medios naturales. Actualmente, la distribucion de este polimero alcanza a todos los
biomas terrestres, y el problema se agrava al considerar que los métodos de manejo de estos
residuos (vertederos, reciclaje e incineracion) suponen una solucién momentéanea y no sostenible.
En consecuencia, es evidente la necesidad de métodos que permitan degradar el material plastico
y asi aminorar los dafios causados por su presencia en los ecosistemas. En este sentido, la
biodegradacion plantea ser una estrategia con alto potencial, dado que aprovecha la capacidad que
tienen algunos microorganismos de utilizar los polimeros pléasticos como fuente de carbono. Este
estudio tuvo como objetivo aislar, identificar y caracterizar hongos con potencial en la degradacion
del polietileno de baja densidad (PEBD), uno de los polimeros sintéticos de mayor produccion a
nivel mundial. Para ello, se aislaron hongos a partir de materiales plasticos depositados en un
basurero de Bucaramanga (Santander). Las muestras colectadas se sembraron en medios con
PEBD y 0.5 g/L de glucosa. Posteriormente, se identificd el género de los hongos recuperados en
el paso anterior, y se clasifico cada aislado segln su potencial para biodegradar el PEBD. Como
resultado, se obtuvieron 12 aislados fungicos a partir de las 34 muestras plasticas colectadas. Estos
se identificaron como ejemplares de los géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium y
Trichoderma; siendo este ultimo el mas coman. Finalmente, se evidencié que tres (3) de los
aislados, A04, A05 y All son degradadores del PEBD, por tanto, son especimenes con potencial
para el estudio de la biodegradacion de este polimero.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: William Fernando Hidalgo
Bucheli. Doctorado. Codirectora: Clara Inés Sanchez Suérez. Doctorado.
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Abstract

Title: Identification and characterization of filamentous fungi isolated from a local landfill with
potential to degrade low density polyethylene”
Author: Juan Pablo Saurith Diaz ™

Key Words: Plastic, environment, pollution, micromycetes, biotechnology

Description: Projections for the year 2050 estimate that the amount of plastic on the planet will
be approximately 26 billion tons, 79% of which will be stored in landfills and natural
environments. Currently, the distribution of this polymer reaches all terrestrial biomes, and the
problem is aggravated when considering that the methods of handling this waste (landfills,
recycling and incineration) represent a momentary and unsustainable solution. Consequently, there
is a clear need for methods to degrade plastic material and thus reduce the damage caused by its
presence in ecosystems. In this sense, biodegradation is a strategy with high potential, since it takes
advantage of the capacity of some microorganisms to use plastic polymers as a source of carbon.
The objective of this study was to isolate, identify and characterize fungi with potential in the
degradation of low-density polyethylene (LDPE), one of the most widely produced synthetic
polymers worldwide. For this purpose, fungi were isolated from plastic materials deposited in a
landfill in Bucaramanga (Santander). The collected samples were seeded on media with LDPE and
0.5 g/L glucose. Subsequently, the genus of the fungi recovered in the previous step was identified,
and each isolate was classified according to its potential to biodegrade LDPE. As a result, 12 fungal
isolates were obtained from the 34 plastic samples collected. These were identified as Penicillium,
Aspergillus, Fusarium and Trichoderma, the latter being the most common. Finally, it was
evidenced that three (3) of the isolates, A04, AO5 and A1l are LDPE degraders, therefore, they
are specimens with potential for the study of the biodegradation of this polymer.

“ Degree Work
“ Faculty of Sciences. School of Biology. Biology. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli.
PhD. Co-director: Clara Inés Sanchez Suéarez. Ph.D.
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Introduccion

El uso desmedido de plastico a nivel mundial trae consigo consecuencias perjudiciales que
van desde riesgos de salud publica hasta problemas ecoldgicos de gran magnitud (Andrade et al.,
2006, Pivokonsky et al., 2018). Algunos aditivos de uso frecuente en la produccién de pléstico, tal
como los ftalatos y el bisfenol A, se encuentran asociados a patologias humanas como la
disminucion de la calidad del semen, mal desarrollo neuroldgico, disminucion de los niveles de
testosterona, diabetes tipo 2, cAncer de mama y de cuello uterino (Eales et al.,2022). En animales,
estas moléculas estan involucradas en el retraso del desarrollo gonadal e interrupciones
metabolicas (Han et al., 2022).

Lo anterior, se agrava al considerar que su presencia abarca todos los biomas terrestres
(Andrade et al., 2006) y las cifras de produccién muestran un panorama negativo. De hecho, debido
a su alta demanda y, por consiguiente, su alta produccion, la cantidad de masa de este polimero
presente en el planeta en el afio 2020 super6 el doble de la masa global de todos los animales
terrestres y acuaticos juntos (Elhacham et al., 2020) y se espera que la cifra aumente hasta llegar a
los 26000 millones de toneladas en el afio 2050 (Geyer et al., 2017).

Se estima que los rios vierten al mar 4 millones de toneladas de plastico al afio provenientes
de regiones continentales, lo que resulta en problemas de contaminacion ambiental y de salud para
las personas que habitan las regiones costeras (Schmidt et al.,2017). En Colombia, Garcés-
Ordorfiez et al. (2021) indicaron la presencia de microplastico en la totalidad de las zonas
muestreadas del Caribe y el Pacifico, producto de la mala administracion de los residuos solidos.
Adicionalmente, estos mismos autores sefialan que, aproximadamente, el 65% de los residuos
producidos en poblaciones costeras son descargados a cuerpos de aguas naturales (Garces-Ordoriez

etal., 2021).
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En relacién con lo anterior, los estudios realizados por Pinheiro et al. (2017) muestran que
la contaminacion pléstica esta presente en peces destinados a la industria alimenticia, sin ser esta
la Unica fuente de consumo. De hecho, Pivokonsky et al. (2018), en Republica Checa, reportaron
la cantidad de plastico presente en los rios que abastecen el agua para el consumo equivalente a
3605 + 497 particulas/ litro de agua bruta.

En la actualidad, los principales métodos de eliminacién del plastico son el vertido (79%),
la incineracion (12%) y el reciclaje (9%), los cuales traen consigo una serie de desventajas (Peng
et al., 2018). El relleno sanitario no supone un método sostenible, debido a que ocupa un gran
terreno y es a la vez una forma de contaminacion (Ru et al., 2020). La incineracién, por otra parte,
reduce la demanda de vertederos y permite recuperar energia térmica, sin embargo, es una fuente
de contaminacion ambiental importante, dado que en dicho proceso se generan dioxinas, monoxido
de carbono, éxidos de nitrégeno, entre otros gases con efectos adversos para el ecosistema (Ru et
al., 2020, Sekar et al., 2022). Por ultimo, en el reciclaje se ven comprometidas las propiedades de
los materiales tras varios ciclos de reciclado, por tanto, los valores comerciales son cada vez méas
reducidos (Ru et al., 2020), y dichos productos pasan a ser tratados por algunos de los dos métodos
mencionados anteriormente.

Por lo anterior, resulta evidente la necesidad de alternativas que permitan disminuir o
eliminar de circulacién el material plastico, a fin de evitar los riesgos que supone su prevalencia
en un medio natural. Por tal razon, la biodegradacion apunta a ser una solucion ante la
contaminacion por este polimero, en la cual se emplea el plastico como fuente de carbono de
algunos microorganismos, y de esta manera, se elimina el material utilizado (Ru et al., 2020).
Autores como Zeghal (2021) destacan el potencial que presentan los hongos filamentosos en esta

tarea, debido a caracteristicas propias de este grupo, tal como la facultad de degradar compuestos
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sintéticos complejos (Zeghal, 2021) y alta capacidad de propagacion de sus hifas, lo que les otorga
ventajas en término de degradacion del plastico, en comparacion con otros microorganismos, como
las bacterias (Kotova et al., 2021).

El proceso de biodegradacion plantea varias ventajas ya que, en primer lugar, el producto
de la despolimerizacion puede ser utilizado para la biosintesis de compuestos de alto valor a través
de rutas metabolicas especificas, y asi valorizar los desechos plasticos (Wierckx et al., 2015).
Ademas, es una forma de eliminar definitivamente el material plastico del medio ambiente. Pese
a lo anterior, el conocimiento actual acerca de las enzimas que contribuyen a la descomposicion
del pléstico sigue siendo escasa, por tanto, resulta fundamental estudiar los microorganismos
implicados en la produccion de estas enzimas (Ru et al., 2020). En consideracion a lo anterior, este
estudio pretende ampliar el conocimiento acerca de hongos filamentosos con capacidad de
degradar pléastico. Para ello, se pretende aislar e identificar taxones presentes en un basurero local,
que puedan utilizar como sustrato el polietileno de baja densidad, plastico de mayor abundancia a
nivel mundial (Fundacion Heinrich Boll, 2019). En concordancia, se buscé dar respuesta a las
siguientes preguntas: ¢Existen hongos filamentosos capaces de degradar el polietileno de baja

densidad en un basurero local? y, de ser asi ¢Qué géneros presentan dicha capacidad?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el potencial de los hongos filamentosos, aislados de un basurero local, para
biodegradar el polietileno de baja densidad.
1.2 Objetivos Especificos

Aislar microorganismos fungicos presentes en materiales construidos a partir de polietileno
de baja densidad provenientes de un basurero local.

Identificar los generos de hongos filamentosos aislados de dichos materiales.

Evaluar la capacidad para biodegradar el polietileno de baja densidad por parte de cada uno

de los géneros identificados.
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2. Marco tedrico

2.1 Clasificacion del pléstico

Los pléasticos se categorizan fundamentalmente en dos grupos: termoplésticos y plasticos
termoestables (Amobonye et al., 2021). Cada categoria cuenta con caracteristicas ajustadas a un
uso particular, el cual esta determinado segun su estructura quimica (Shah et al., 2020).
2.1.1 Plastico termoestable

Los plésticos termoestables una vez moldeados no pueden ser modificados. Es decir, al
exponerlos a altas temperaturas no se funden, sino que, se carbonizan, por tanto, no pueden ser
reciclados (Yepes, 2014). Estos son utilizados en la industria automotriz, marinay de construccion,
como por ejemplo el poliuretano, resinas de silicona y vinilo (Amobonye et al., 2021).
2.1.2 Termoplasticos

Los termoplasticos pueden ser fundidos en mas de una ocasién sin que esto cambie su
composicion quimica, es decir, pueden ser moldeados maltiples veces (Andrade et al., 2012). En
esta categoria estan los polimeros artificiales mayormente asociados a la contaminacion ambiental:
el polietileno (PE) y el polipropileno (PP), que representan méas del 50 % de la produccién mundial
de plastico, y el cloruro de polivinilo (PVC) (Fundacion Heinrich Boll, 2019).
2.1.3 Polietileno

Las propiedades del polietileno varian con respecto a la densidad del mismo, por lo cual,
este factor es determinante en los usos que se le da a este polimero. Al respecto, se suele clasificar
el polietileno en tres categorias con base en su densidad, siendo estas, polietileno de alta densidad
(952 — 956 kg/ m®), polietileno de media densidad (931 — 946 kg/m?) y polietileno de baja densidad
(917 — 932 kg/m®) (Edupack, 2021). En general, poseen una estructura formada por cadenas largas

de etileno (CH2)n, que, en caso de ser completamente lineales (alta densidad), da como resultado
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una gran dureza, resistencia al impacto y abrasion, como aquellos utilizados en la fabricacion de
prétesis médicas (Cardona et al., 2010). Por otra parte, al poseer un mayor nimero de
ramificaciones, disminuye su densidad, y con ello aumenta su flexibilidad, por lo que suele
emplearse en la fabricacion de envolturas de alimentos, botellas y tuberias (Shah et al., 2020).

2.2 Degradacion del plastico

La degradacion es un proceso irreversible por el cual el material involucrado sufre un
cambio en su estructura, y, por ende, en las propiedades que posee, tal como la resistencia
mecanica, peso molecular e integridad, lo que conduce a su fragmentacién (Cowan et al., 2022).
Estos cambios estan asociados a variables, en su mayoria de tipo abidtico, aunque las enzimas
también juegan un papel importante (Accinelli et al., 2022). Por otra parte, la biodegradacion
integra lo anteriormente descrito con el aprovechamiento de este material por parte de un ser vivo
capaz de integrarlo a su compartimiento celular (Cowan et al., 2022).

El tiempo de vida util de los plasticos esta directamente relacionado a su composicion
quimica, y este a su vez, a la fuente de origen (Zhang et al., 2021). En general, estos polimeros
provienen de productos petroquimicos, la mayoria presenta alto peso molecular y son cominmente
denominados no biodegradables, dado que, por estar conformados por cadenas de mondémeros muy
largas no pueden pasar por la membrana celular (Cowan et al., 2022).

La resistencia de los plasticos ante el ataque microbiano radica en que su presencia en la
naturaleza es muy reciente (Mueller, 2006). Aun con esto, es sabido desde los estudios pioneros
realizados por Tsuchii (1980), que los oligébmeros de polietileno de méas bajo peso molecular
(MW= 600-800 Da), pueden ser degradados por microorganismos, mientras que los de alto peso

molecular no.
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Por otro lado, Accinelli et al. (2021) indican que los plasticos pueden ser afectados por
factores abioticos, tales como, la luz, el calor, la humedad, el pH, entre otros, que pueden causar
cambios en sus propiedades fisicas y quimicas, y, por ende, desempefian un papel activo en la
descomposicion de este polimero. Cabe mencionar que, aunque estos factores requieren mucho
tiempo para degradar completamente el polimero, pero la exposicién a ellos posibilita la actividad
biolégica de microorganismos (Tokiwa et al., 2009).

2.3 Hongos filamentosos en la biodegradacion del polietileno de baja densidad

La biodegradacién del PEBD es la asimilacién del mismo por parte de microorganismos,
lo cual inicia con la adherencia de estos a la superficie del material. Después, comienza el proceso
de despolimerizacion, en el que el material plastico se descompone debido a secrecion de enzimas,
lo que da lugar a moléculas de menor tamafio que pueden atravesar la membrana celular. Una vez
dentro, se da el proceso de mineralizacion, durante el cual se aprovechan las moléculas de cadena
corta como fuente de carbono, lo cual da lugar a la aparicién de productos como CO», H2O y CHa,
entre otros (Sen y Raut, 2015; Raaman et al., 2012).

Por otra parte, se tiene conocimiento de que los hongos filamentosos presentan una alta
capacidad de degradar el polietileno de baja densidad, llegando en algunos casos a tener mayor
actividad que bacterias y levaduras (Uribe et al.,2010). Su potencial radica en la tolerancia a
muchos tipos de contaminantes plasticos y a la habilidad que estos tienen de crecer en lugares de
dificil acceso para otros microorganismos, esto a raiz de poder extender sus estructuras
filamentosas para encontrar sus nutrientes con fuentes de carbono (Zhang et al., 2021). Se ha
encontrado reiteradas veces que Aspergillus flavus presenta los valores mas altos de degradacion
de plastico, incluso sobre aquellas pertenecientes al mismo género, tal como A. niger, y A.

fumigatus, y especies de otros géneros, tales como Penicillum, Mucor, Fusarium, Rhodoturulla,
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Gliocladium y Phanerochaete (Méndez et al., 2007; Uribe et al., 2010; Mostajo-Zavaleta et al.,
2017; Alcos, 2020; Amobonye et al., 2021).
2.4 Enzimas en la biodegradacion del PEBD

En hongos se tiene conocimiento de algunas enzimas extracelulares involucradas en la
degradacion de la materia pléstica, tal como la cutinasa, catalasa, proteasa, ureasa, peroxidasa de
manganeso e hidrilasa (Sen y Raut, 2015). Estas, debido a su gran tamafio, no suelen difundirse
lejos del micelio, por lo cual, se puede observar su actividad mediante la aparicion de grietas en la
periferia del hongo (Yepes, 2014). Lo que, a su vez, permite el reconocimiento de materiales
plasticos que posiblemente estan siendo atacados por consorcios fungicos (Méndez et al.,2007).

Aun con esto, no se sabe con certeza el proceso implicado activamente en la
biodegradacion del pléstico (Ru et al., 2020). Sin embargo, se tiene conocimiento de que participan
enzimas involucradas en la degradacion de hidrocarburos y lignina (Kotova et al., 2021), tal como
la peroxidasa de manganeso, presente en Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor
(hongos degradadores de lignina), que media la degradacion del polietileno de baja densidad
estimulado por iones de magnesio (Kotova et al., 2021).
2.5 Estado del arte

Los estudios recientes en torno a la biodegradacién del polietileno por ataque fungico
apuntan hacia la implementacion de esta actividad biolégica como alternativa de saneamiento
ecologico ante la constante amenaza que supone el plastico en todo el ecosistema, y hacia la
implementacion de métodos que permitan aplicar dicha capacidad a nivel industrial (Kotova et al.,
2021).

Chaudhary et al. (2021) evaluaron los efectos de la radiacion UV, el calor, y el acido sobre

la biodegradabilidad del polietileno de baja densidad. Para ello, utilizaron el hongo Thermomyces
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lanuginosus. Este estudio encontrd una disminucién del peso (10%) en las muestras pretratadas,
ademas de la aparicion de nuevos grupos funcionales en el material residual., observados a partir
de espectroscopia infrarroja.

Por otra parte, en los estudios realizados por Taghavi et al. (2021) se extrajeron cepas
fangicas de diferentes fuentes (suelo, lodos activados, lodos de granja y excremento de lombrices),
a fin de evaluar la degradacion de varios tipos de plasticos, incluido el polietileno. Para ello, se
evaluo el crecimiento y la degradacion en sistemas mixtos, individuales y con cepas estimuladas.
Aspergillus flavus fue aislada en todos los nichos evaluados, y una de sus cepas presentd la mayor
capacidad degradadora en medios sin estimular (5.5 % en 100 dias de incubacién), superando a
aquellas pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Penicillium. Aun con esto, la estimulacion
con H202, mostr6 reducir el tiempo de degradacion debido a una disminucion del peso en un 2.5%
en 30 dias.

En el estudio realizado por Spina et al. (2021) se lograron aislar 95 cepas (distribuidas en
27 especies de hongos) de los plasticos acumulados en vertederos de basura. Tras 6 meses de
incubacién, se encontré que el 97% de los hongos seleccionados fueron capaces de crecer con
polietileno en polvo como su Unica fuente de carbono. En esta investigacion, Fusarium oxysporum,
Fusarium falciforme, Fusarium solani y Purpureocillum lilacinum presentaron una alta capacidad
oxidativa (Spina et al., 2021), siendo F. oxysporum y F. sonali, los hongos con mayor potencial
para ser empleados en procesos de biorremediacion de zonas con polietileno.

El estudio realizado por Cowan et al. (2022), acerca de los desafios que presenta la
biorremediacion fungica, plantea que es poco probable que disminuya la dependencia humana del
plastico, por tanto, lo importante radica en desarrollar tecnologias para la gestion de este. Los

estudios demuestran que hay diversidad de hongos capaces de inducir cambios en la estructura de
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plastico, incluso, la adsorcion y mineralizacion de este; no obstante, es fundamental que para que
este campo de investigacion avance, se adopte una metodologia estandarizada, y de igual manera,
es necesario maximizar las técnicas empleadas para detectar el proceso de biodegradacion de tal
forma que permita diferenciar el deterioro superficial de la biofragmentacion, siendo esto ultimo
lo realmente deseado para que ocurra una remediacion sustancial del plastico. Adicionalmente,
este estudio pone en manifiesto la necesidad de comprender los sistemas bioldgicos que subyacen
al dafio quimico y fisico observado en el plastico, dado que, aun son muy pocas las enzimas, ya
sea de origen fangico o bacteriano, de las cuales se tiene conocimiento que estén implicadas en la
degradacion de los polimeros sintéticos (Cowan et al., 2022)
3. Metodologia

3.1 Colecta del material plastico y sitio de muestreo

Se realizaron tres (3) muestreos en un basurero, no registrado legalmente, de la ciudad de
Bucaramanga (Santander) durante el periodo de agosto a noviembre de 2022 (Ver Figura 1). En
cada uno se colectaron bolsas plasticas con signos de deterioro y se guardaron en bolsas ziploc
individuales para su posterior traslado hacia las instalaciones del laboratorio, conforme a la
metodologia empleada por Soncco et al. (2022). Adicionalmente, se incluyd en la muestra dos

recipientes plasticos con signos de degradacion, donados de una residencia local.



DEGRADACION DEL PEBD POR MICROMICETOS 21

Figura 1

Sitio de muestreo del material plastico empleado en el estudio

Nota. Esta area se ubica en las coordenadas latitud 7.141872329775862, longitud
73.11824925304971, dentro del Campus central de la Universidad Industrial de Santander. Se
caracteriza por ser himeda y con abundante hojarasca. Fuente: El autor.
3.2 Limpieza de material

Se lavo cada muestra con la ayuda de un cepillo y jab6n comercial, a fin de eliminar la
materia orgénica adherida a estas. Posteriormente, el material se sumergié en una solucion
hipoclorito de sodio 1% v/v durante 5 minutos para disminuir la carga microbiana. Finalmente, se
lavé cada muestra con agua tipo | estéril para eliminar el hipoclorito excedente.
3.3 Aislamiento de hongos a partir del material plastico colectado

Las muestras plasticas se fragmentaron en trozos de 2 x 3 cm y se sembraron junto a 16
perlas de PEBD marca Lotréne FD 0474 en medios Czapeck modificados (2 NaNO3, 1 KoHPOg,

0.5 MgS0Os, 0.5 KCI, 0.01 FeSOg, 15 agar, 0.05 glucosa, 0.01 cloranfenicol: g/L). Después de 15
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dias de incubacién a 25°C en total oscuridad, se repicaron los hongos de las cajas en donde se
observo crecimiento a hasta obtener colonias axénicas.
3.4 Identificacion taxonomica de los micromicetos aislados

Se identifico el género de cada uno de los aislados obtenidos a partir de caracteristicas
morfoldgicas. Para ello, se realizaron réplicas por triplicado en medios PDA (medio de cultivo
agar papa dextrosa) de la totalidad de los hongos. Estos se incubaron durante 7 dias a 25° C, y
posteriormente, se inocularon en microcultivos de acuerdo con la metodologia de Diaz et al.
(2020), como se describe en la Figura 2.

Para ello, dentro de una caja Petri, se dispuso un trozo de servilleta circular y un soporte
en forma de V invertida. Sobre dicho soporte, se ubic6 un portaobjetos con un trozo de medio agar
PDA sobre si. Posteriormente, se inoculd el medio de cultivo y se coloc6 un cubreobjetos.
Finalmente, se humedecid la superficie de la caja Petri con agua destilada para evitar la desecacion
del medio de cultivo. Tras 7 dias de incubacion, las muestras se observaron al microscopio (40X),

utilizando azul lactofenol.

Figura 2

Esquema de un montaje de microcultivo
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Nota. A) Vista superior y, B) Vista frontal de un microcultivo. Imagen adaptada de:

https://www.ufrgs.br/aulaspraticasdemip/?page id=90

3.5 Seleccidn de hongos con potencial para degradar PEBD

La actividad degradativa de cada hongo se evalu6 con base en el crecimiento observado
durante la fase de asilamiento tal como se muestra en la Tabla 1. Se seleccionaron como
potenciales degradadores de polietileno de baja densidad aquellos micromicetos que crecieron
segun los criterios de clasificacion “muy buena”, “buena” y “regular’ expuestos por Méndez et al.
(2007).
Tabla 1

Criterios de clasificacion de la capacidad degradativa

Actividad degradativa Crecimiento

Muy buena Abundante en todo el plastico.

Buena Moderado en todo el plastico.

Regular En la parte inferior a media del plastico.
Pobre En la parte inferior.

Sin actividad Distante de las perlas.

Nota. Adaptado de Méndez et al. (2007).
3.6 Evaluacién de la capacidad degradativa de los hongos con mayor actividad frente a
diferentes tratamientos en medios con PEBD

A fin de someter a prueba la capacidad degradativa de PEBD de los hongos encontrados
en este estudio, se emplearon los aislados con actividad degradativa “muy buena”, “buena” y

“regular” en ensayos exploratorios en los que se evalud su respuesta degradativa ante diferentes


https://www.ufrgs.br/aulaspraticasdemip/?page_id=90

DEGRADACION DEL PEBD POR MICROMICETOS 24

condiciones, tales como: la presencia de glucosa (seccion 3.6.1), el tratamiento de perlas de PEBD
con acetona (seccién 3.6.2) y el uso de autoclave (seccion 3.6.3).

Los ensayos se llevaron a cabo segun lo expuesto en la Tabla 2. Estos se realizaron por
triplicado durante 15 dias y en cada uno se utiliz6 como base un medio con: 2 g/L NaNOs, 1 g/L
K2HPOs4, 0.5 g/L MgS04, 0.5 g/L KCI, 0.01 g/L FeSOs, 15 g/L agar, 0.01 g/L cloranfenicol.
Tabla 2
Tratamientos utilizados para evaluar la respuesta degradativa de los aislados con mayor

potencial para degradad PEBD

Medios con fuente de Eliminacién de Método de

Tratamiento carbono adicional 0.5  plastificantes de  esterilizacion de

g/L de glucosa PEBD con acetona las perlas PEBD
1 + + A
2 + + B
3 - + A
4 - + B
5 + - A
6 + - B
7 - - A
8 - - B

Nota. Medios con fuente de carbono adicional 0.5 g/L de glucosa: medios con glucosa 0.5 g/L
(+), medios sin glucosa afiadida (-). Eliminacion de plastificantes de PEBD con acetona: medios
con perlas de PEBD tratadas con acetona (+), medios con perlas de PEBD no tratadas con acetona
(-). Método de esterilizacion de las perlas de PEBD: perlas esterilizadas con el empleo de
autoclave (A), perlas esterilizadas con alcohol 70% y NaCIlO 1% (B).
3.6.1 Medios de cultivo con adicion de glucosa 0.5 g/L

Se realizaron tratamientos sin y con glucosa 0.5 g/L, al considerar lo planteado por Uribe

etal. (2010), quienes en su estudio sobre la capacidad degradativa del PEBD por hongos, proponen
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el empleo de una fuente de carbono adicional, y en bajas cantidades, que sirva como precursor
inicial del crecimiento. De tal manera que, posteriormente, puedan consumir la fuente de carbono
estudiada (Uribe et al., 2010).

3.6.2 Tratamiento con acetona para retirar posibles plastificantes contenidos en las perlas

Con el fin de determinar si el crecimiento fangico se debia al consumo del polietileno o a
los aditivos empleados por el fabricante, se sumergieron las perlas en una solucion acetona 50%
v/v la cual se mantuvo en agitacion durante 10 min. Posteriormente, se llevaron las perlas a una
cabina de extraccion durante 24 h para evaporar la acetona. Después se sumergieron durante 5 min
en hipoclorito 1% v/v y finalmente se ubicaron sobre los medios de cultivo correspondientes, tras
dos lavados en agua destilada tipo | estéril. Tras dicho proceso, se afiadieron 12 de estar en cada
uno de los tratamientos correspondientes.

3.6.3 Esterilizacion de perlas de PEBD

Para esterilizar las perlas de PEBD mediante autoclave, se colocaron 12 perlas en un vaso
de precipitado junto con 50 ml de agua tipo I. De esta forma, se evitd su compactacion al momento
de alcanzar la temperatura de fusion.

Para evitar algun dafio en las perlas de PEBD a causa de las altas temperaturas alcanzadas
durante el proceso de esterilizacion en autoclave (121°C), se optd por utilizar una alternativa de
esterilizacion. En este caso, se sumergieron las perlas en una solucion de NaClO al 1% v/v durante
15 minutos, seguido de una inmersion en alcohol al 70% v/v durante otros 15 minutos. Despues
de este proceso, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se secaron con una servilleta
esterilizada para eliminar el exceso de humedad. De esta forma, se asegurd la esterilizacion de las

perlas de PEBD sin someterlas a altas temperaturas.
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3.7 Cuantificacion de proteinas durante degradacion de plastico

En busca de evidencia que apoye los resultados de la capacidad degradativa de PEBD. Se
cuantificaron las proteinas producidas por los hongos en medios con PEBD (con glucosa 0.5 g/L
y sin glucosa), y en medios con glucosa como Unica fuente de carbono. Para ello, se procedio a
determinar la concentracién de proteinas utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976).
3.7.1 Preparacion de inoculo fangico

Se realizaron por triplicado siembras en rejilla en medio PDA de los hongos utilizados en
la evaluacion de la respuesta degradativa (Seccién 3.6). Luego, tras una semana de incubacion a
25°C, se afiadieron 5 ml de agua tipo | a dos de las réplicas y, con ayuda de un asa, se removieron
las esporas y propagulos hasta formar una solucion. Dicha solucion se transfirié a viales de 10 ml
y se llevé a vortex durante 15 min. El restante se conservo para el conteo en cdmara de Neubauer.

Por ultimo, se transfirid 1 ml de la solucién a cada uno de los medios liquidos compuestos
de 2 g/L de NaNOs3, 1 g/L de KoHPOg4, 0.5 g/L de MgSQs4, 0.5 g/L de KCl'y 0.01 g/L de FeSOa.
Luego, se afiadieron 2 gramos de perlas de PEBD al medio y se incubaron a 25°C con agitacion a
150 rpm durante 15 dias. Se utiliz6 como control un medio de cultivo sin perlas de PEBD y se
realizaron dos tratamientos que se diferenciaron de acuerdo a la ausencia (Tratamiento A) o
presencia de glucosa 0.5 g/L (Tratamiento B), tal como se describe en la Tabla 3.
Tabla 3

Tratamientos para cuantificacion de proteinas

Control Tratamiento A Tratamiento B

Glucosa 0.5 g/L + - +

Polietileno (29) - + +
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In6culo (1 mL) + + +

Nota. + = positivo (afiadido), - = negativo (no afiadido).
3.7.2 Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

Se tomo una muestra de 2 mL de cada montaje (9 muestras en total) y se centrifugé a 8000
rpm durante 8 minutos. Luego, se extrajeron 20 ul del sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de
reactivo de Bradford en una celda de 1 cm. Se permitio la reaccion durante 2 minutos v,
posteriormente, se cuantifico la cantidad de proteinas. Para esto, se midieron los valores de
absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro y se
compararon con una curva patrén de albumina con concentraciones que oscilaban entre 0.1y 1
g/L (Banegas et al.,2022).

4. Resultados

4.1 Resultados de colecta

Se colectaron 32 muestras de bolsas plasticas de El aserradero, un basurero ubicado dentro
del campus de la Universidad Industrial De Santander (Ver Figura 1). Adicionalmente, en la
poblacién muestral se incluyeron también, 2 recipientes de polipropileno con signos de

degradacion.
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Figura 3

Muestras del material plastico colectado

Nota. En las imagenes se ven las muestras a partir de las cuales se aislaron los hongos con
capacidad de degradar el PEBD. A, B) recipientes de comida; C, D) bolsas de plastico.
4.2 Aislamiento de micromicetos presentes en las muestras colectadas

Se evidencio crecimiento fangico en 11 de las muestras colectadas (32%). La permanencia
de micromicetos después del proceso de lavado, sugiere que estos estaban fuertemente adheridos
al material colectado. Tras 15 dias de incubacion, se obtuvieron 12 aislados fungicos, denominados
A01, A02, A03, A04, A05, A06, A07, A08, A09, A10, All, Al2.
4.3 ldentificacion de los micromicetos aislados

La identificacion taxondmica de los aislados mostrd que, de la totalidad de géneros
fangicos encontrados, Trichoderma fue el méas abundante, con 5 representantes (42%), seguido
por Aspergillus (3 aislados, 25%), Fusarium (2 aislados, 16,6%), Penicillium (1 aislado, 8,3%).
Por otra parte, solo se observaron hifas en el caso del aislado AO05, lo cual imposibilitd su
identificacion mediante caracteres morfoldgicos.
4.4 Seleccion de hongos con mayor actividad degradativa

Tres de los hongos aislados (A04, A05 y A11) mostraron ser potenciales degradadores del
PEBD con base en los criterios de calificacion planteados en la seccién (3.5). El aislado A05

mostré mayor capacidad degradativa, seguido por el aislado A04 y All, respectivamente. Los
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demaés aislados no manifestaron crecimiento alguno sobre las perlas de plastico, por lo que se
catalogaron “sin actividad”. La tabla 4, sintetiza los resultados obtenidos con cada uno de los

aislados. Por otra parte, la Figura 4 ejemplifica tres tipos de resultados observados durante la

siembra del material plastico colectado.

Tabla 4

Caracterizacion de los aislados segln su actividad en la degradacion de PEBD

Aislado Género Actividad Observaciones de crecimiento
degradativa

A01 Aspergillus Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
A02 Aspergillus Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
A03 Trichoderma Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
A04 Trichoderma Buena Crecimiento moderado en todo el plastico.
A05 Desconocido Muy buena Crecimiento abundante en todo el plastico
A06 Fusarium Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
A07 Trichoderma Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
A08 Penicillium Sin actividad  Crecimiento reducido y distante de las perlas
AQ9 Aspergillus Sinactividad  Crecimiento reducido y distante de las perlas
Al0 Fusarium Sin actividad  Crecimiento reducido y distante de las perlas
All Trichoderma Regular Crecimiento inferior del pléstico

Al2 Trichoderma Sin actividad ~ Crecimiento reducido y distante de las perlas
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Figura 4

Fotografia de tres tipos de resultados observados durante el proceso de seleccion

Nota. A) aislado A05 seleccionado como potencial degradador del PEBD, se observa crecimiento
abundante en todo el medio y sobre las perlas; B) aislado A07, hongo no seleccionado como
potencial degradador de PEBD y catalogado “sin actividad” C) medio sin crecimiento. Escala
corresponde a 5 cm.

4.4 Evaluacion de actividad degradativa de PEBD por los hongos con mayor actividad

Los tres aislados seleccionados (A04, A05 y All) crecieron en presencia de glucosa,
mientras que en ausencia de esta fuente de carbono adicional no se observé crecimiento alguno
(Ver tabla 5).

Asimismo, el tratamiento 2, que incluia glucosa 0.5 g/L, perlas de PEBD tratadas con
acetona y sin autoclavar, también mostrd resultados positivos (Ver figura 5), lo que demuestra el
potencial de los microorganismos para degradar el polietileno sin aditivos y sin los efectos
favorables que se suelen derivar de las altas temperaturas. Por otro lado, durante el ensayo se
observé que los aislados A04 y A05 se mantuvieron en Optimas condiciones incluso después de
tres semanas, mientras que el aislado A1l atenud su crecimiento a partir del quinto dia. No

obstante, debido a que se evidenci6 degradacion en las perlas de PEBD que estuvieron en contacto
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con este microorganismo (Figura 6.A), estas se trasladaron a medios PDA. En estos medios se
observé una marcada proliferacion del hongo y la cobertura total de las perlas, ademas de un
aumento en su degradacion (Ver en la Figura 6.B). Posteriormente, se realizé un nuevo repique
del microorganismo a un medio PDA con perlas de PEBD intactas y, al cabo de 5 dias, se pudo
observar la total cobertura de las mismas por parte del hongo (Ver Figura 6.C).

Tabla 5

Crecimiento de los hongos A04, AO5 y A1l en la evaluacion de la capacidad degradativa frente

a diferentes tratamientos en medios con PEBD

A04 A06 All
Tratamiento 1 ++ ++ +
Tratamiento 2 ++ ++ +
Tratamiento 3 - - -
Tratamiento 4 - - -
Tratamiento 5 ++ ++ +
Tratamiento 6 ++ ++ +
Tratamiento 7 - - -
Tratamiento 8 - - -

Nota. ++ = crecimiento normal, += crecimiento atenuado, -= sin crecimiento. La descripcion de

cada tratamiento se detalla en la seccion 3.6 de la metodologia.
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Figura 5
Crecimiento de los aislados A04 y AO5 bajo las condiciones del tratamiento 2, durante la evaluacion

de la respuesta degradativa de los aislados con mayor potencial para degradar PEBD

Nota. A) Crecimiento del aislado identificado como A04. Se observan las perlas de polietileno
colonizadas por el hongo, B) Fotografia tomada de una perla de PEBD invadida por el
microorganismo A04. C) Crecimiento del aislado A05 y D) Visualizacion de perla de PEBD

colonizada por el aislado A05.
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Figura 6

Perlas de PEBD con signos de degradacion en medios inoculados con el aislado A1l

Nota. A) perlas de polietileno de baja densidad con signos de degradacion, y alrededor de estas, el
hongo con poco crecimiento; B) perla de polietileno, en medio PDA, completamente cubierta por
el hongo; C) repique del hongo A11 en medio PDA con perlas nuevas tras 5 dias de incubacion
4.6 Cuantificacion de proteinas de medios liquidos mediante el método de Bradford

Se empled 1 mL de in6culo con concentraciones de 1.0 x 107 esporas mL™ en el caso del
hongo A04. En cuanto al hongo A05, debido a que no se evidenciaron esporas, se realizaron
soluciones con fragmentos del mismo hasta alcanzar una concentracion de 8x10° propagulos mL"
1. Adicionalmente, de la curva de calibracion se obtuvo la ecuacion y= 0,6042x +0,1831 con un
R?=0.9915 (Figura 7).

Las pruebas de cuantificacion de proteinas mostraron que, en el caso del aislado A04, los

medios en los que se afiadié glucosa y perlas de PEBD produjeron una mayor cantidad de proteinas
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(0.697 £ 0.034 g/L). Seguido de este, se encontré el medio en el cual se empled glucosa como
Unica fuente de carbono (0.379 £ 0.042 g/L) y, por altimo, lo medios con solo perlas de PEBD
(0.228 + 0.062 g/L)(Vea Figura 8A).

Este patron se repitio en el hongo All, en el que se determind que la produccion n de
proteinas en los medios con PEBD y glucosa fue de 0.27 + 0.035 g/L, seguido por los tratamientos
con glucosa unicamente (0.234 + 0.006 g/L), y en tltimo lugar los medios con solo perlas de PEBD
(0.145 £ 0.076 g/L) (Vea figura 8B). En ambos aislados, se encontré un aumento de la cantidad
inicial de proteinas presentes en el sobrenadante.

Figura7

Curva de calibracion con soluciones de albumina 0.1- 1 g/L
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Es importante destacar que no se realizaron pruebas de cuantificacion de proteinas en el
hongo A1l debido a que este presentd poco crecimiento en medios con escasas fuentes de carbono

de facil asimilacion. Lo cual queda evidenciado al comparar los resultados de crecimiento
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obtenidos durante la fase de aislamiento con los obtenidos en las pruebas posteriores, realizadas
en este mismo hongo, en medio PDA.

Nota. A) Concentracion de proteinas encontradas para A04, B) Concentracién de proteinas

Figura 8

Concentraciones de proteinas producidas por los aislados A04 y A05 en medios con PEBD
A B
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encontradas para AQ05.
5. Discusién

5.1 Limpieza de material y aislamiento de micromicetos

Para que ocurra el ataque enzimatico las hifas deben estar en contacto con el material a
degradar, por lo tanto, la colonizacion del pléastico puede considerarse como la primera evidencia
de la capacidad que tiene un microorganismo de ejercer dafio sobre la estructura del polimero. Esto
es posible en micromicetos dado que la mayoria tiene la capacidad de producir hidrofobinas, unas
proteinas hidrofébicas que se han visto particularmente implicadas en los procesos de
biodegradacion de materiales plasticos, puesto que poseen propiedades como la formacion
estructuras autoensambladas altamente insolubles, ademas de una fuerte adhesion (Wu et al.,

2017).
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Pese a lo anterior, la colonizacion fangica del material con fines nutricionales no debe ser
confundida con una simple capacidad de adherencia. Por ejemplo, en esta investigacion se
encontraron 12 aislados obtenidos de un sitio de muestreo con abundante materia orgénica (Figura
1). Sin embargo, solo 3 de ellos evidenciaron capacidad degradativa, lo que sugiere que los 9
restantes utilizan el material plastico como soporte fisico durante su crecimiento mientras obtienen
nutrientes a partir de otras fuentes (Sanchez, 2020). Este hallazgo fue similar al descrito por
Mendez et al. (2013), quienes evaluaron la capacidad de degradar el PDB por parte de 20 cepas
aisladas de un basurero y encontraron que solo 5 de ellas fueron capaces de utilizar dicho polimero
como fuente de alimento. Esto a su vez coincide con lo encontrado en la investigacion de Cedefio
y Merifio (2020), en donde aislaron 15 micromicetos, de los cuales solo 2 presentaron potencial
para degradagar el PEBD.

Por otra parte, en ensayos metodoldgicos preliminares (no incluidos en este escrito), las
muestras plasticas se limpiaron con agua destilada y cepillo, posteriormente se incorporaron en
medios Czapeck Dox (los cuales contienen sacarosa 30 g/L) en los que se afiadio rosa de bengala
para inhibir el crecimiento excesivo y, de esta manera, posibilitar la seleccion de colonias.
Contrario a lo esperado, se observo un crecimiento masivo del micelio y, a la vez, diferentes
morfologias en una misma muestra, lo que dificultd la identificacion y el aislamiento de
microorganismos. Se concluyé que estos resultados fueron producto de un lavado insuficiente del
material, con el que no se elimin6 gran nimero de los microorganismos adheridos a este, y por el
empleo de un medio muy optimo de crecimiento. Por tal razon, el método de limpieza de las
muestras con hipoclorito de sodio 1% v/v, asi como la adicion de perlas de PEBD para el
aislamiento, empleados en este estudio, mostraron tener tres grandes ventajas: 1) disminuir

notoriamente la carga microbiana excesiva, 2) debido a su baja disposicion de azlcares, inhibir el
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crecimiento de los hongos que permanecieron tras la limpieza, lo que hizo més sencilla la tarea de
aislamiento, en los casos en que crecieron 2 hongos distintos, 3) permitir la distincién de hongos
con potencial para degradar el PEBD de aquellos que solo lo habitan.

5.2 Identificacién y seleccién de hongos con mayor actividad degradativa

Se obtuvieron 3 aislados A04, A05 y A1l que cumplieron con los requisitos de seleccidn
para hongos con potencial para biodegradar el PEBD, al presentar actividades degradativas
“buena”, “muy buena” y “regular”, respectivamente (Ver Tabla 4).

El género Trichoderma presentd el mayor nimero de ejemplares con capacidad para
biodegradar el PEBD (A04 y Al1l). Con anterioridad se han reportado ejemplares con esta
capacidad pertenecientes a este mismo género tal como T. harzianum (Raghavendra et al.,2016) y
T. viride (Munir et al., 2018); no obstante, el espécimen A05 obtuvo los mejores resultados de
crecimiento, lo cual es evidencia de una mayor eficiencia en el uso del material plastico.

El hongo A04 evidencid una actividad degradativa “buena” hacia el polietileno de baja
densidad cuando se adicion6 glucosa 0.5 g/L. Tal como lo muestra la figura 4A, se observa que el
hongo se desarrolld, casi que Unicamente, sobre las perlas de PEBD y en el agar que limita con
estas. Este hallazgo se soporta segun lo encontrado por Uribe et al. (210) quienes afirmaron que el
empleo de una fuente de carbono adicional, y en bajas cantidades, sirve como precursor inicial del
crecimiento e impulsa la degradacion de PEBD.

Por otro lado, el hongo A1l mostr6 una actividad “regular”, sin embargo, las pruebas
realizadas en medio PDA, mostraron un mayor dafio en la estructura de las perlas de polietileno.
Esto podria sugerir que el microorganismo necesita de una abundante fuente de carbono para el

crecimiento, tal como lo reporta Dsouza et al. (2021) quienes encontraron que las cepas Aspergillus
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niger, Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae degradaron mejor el polietileno de baja densidad
(26.15%, en 55 dias de incubacion) cuando se cultivaron en medio PDA.

En relacién con lo anterior, los especimenes pertenecientes al género Trichoderma, hongos A04 y
Al1, pese ano ser los de mejor desempefiosegun los criterios de este estudio, tienen caracteristicas
que los convierten en buenos prospectos para el estudio de la biodegradacién del PEBD, dado que,
como reporta Shah et al. (2009), los cambios fisicos a causa de dafios estructurales en materiales
plasticos tardan afios en aparecer, mientras que en los hongos acé citados se hace evidente en
apenas dos (2) semanas. Por otra parte, estos resultados pueden estar relacionados con las
condiciones impuestas en el laboratorio, en donde se somete a los microorganismos a una reducida
fuente de carbono, y, por tanto, se induce su asimilacion del polimero evaluado, contrario a lo que
se espera en un medio natural con multiples fuentes de carbono.

5.3 Respuesta degradativa de los hongos con mayor actividad frente a diferentes
tratamientos en medios con PEBD

Los hongos A04, A05 y A11 mostraron tener la capacidad de biodegradar el polietileno de
baja densidad bajo las condiciones del tratamiento 2 (perlas no esterilizadas en autoclave, tratadas
con acetona y 0.5 g/L de glucosa).

Los diferentes métodos empleados para la esterilizacion de perlas de PEBD se realizaron
de acuerdo con los estudios de Chaudhary et al. (2021), quienes encontraron un aumento de la
capacidad degradativa del hongo Thermomyces lanuginosus al realizar pre-tratamientos térmicos
en las perlas de PDB. Sin embargo, en este estudio no se observaron diferencias evidentes en el
crecimiento de los microorganismos inoculados en los medios de cultivo que contenian perlas

esterilizadas mediante autoclave, con respecto a los que poseian perlas esterilizadas por métodos
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quimicos. De tal forma que no fue posible relacionar el uso de autoclave con un incremento en la
capacidad degradativa.

Por otra parte, considerando que el PEBD es de naturaleza apolar, pero sus aditivos son de
caracter polar (Kazimi et al.,2011), se emple6 una solucion acetona al 50% v/v para descartar el
uso de estos ultimos como fuente de carbono por parte de los hongos. En relacion, no se
encontraron diferencias marcadas en el crecimiento de los hongos con y sin perlas tratadas, lo que
implica que la supervivencia de estos no estd determinada por el consumo de los aditivos,
aumentando la probabilidad de que los aislados en cuestién tengan la capacidad para asimilar el
PEBD.

Adicionalmente, no se evidencid crecimiento en los medios sin glucosa, lo que indica que
para que se lleve a cabo la biodegradacion es necesaria una fuente de carbono de facil asimilacién
que impulse, inicialmente, el crecimiento del hongo. Esto concuerda con el estudio realizado por
Dsousa et al. (2021), en el cual se evalud la influencia de las concentraciones de azucares, en los
medios de cultivo, sobre la capacidad biodegradadora de PEBD por parte de especies del género
Aspergillus. En esta investigacion, se encontr6 que la pérdida de peso del polimero es menor en
medios de cultivo donde el polietileno es la Unica fuente de carbono, al ser comparado con medios
a los cuales se le suplement6 con otras fuentes de carbono (D'Souza et al., 2021).

5.4 Cuantificacion de proteinas producidas por los aislados A04, A05 y A1l

Se registraron los valores de concentracion de proteinas para apoyar los resultados obtenidos
durante el proceso de seleccion. Para ello, los aislados que evidenciaron mejor capacidad
degradativa, A0O4 y AQ5, se inocularon en medios liquidos cuyos componentes eran 1os mismos
que los medios utilizados durante el aislamiento (pero sin agar, y con perlas esterilizadas mediante

autoclave).
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De estos, se evidencid una mayor produccion de proteinas en los medios con PEBD y
glucosa, en comparacion con los medios en los que sélo se afiadio una fuente de carbono, glucosa
o0 perlas de PEBD unicamente. Con lo anterior, se evidencia que dichos microorganismos tienen
la capacidad de aprovechar la fuente de carbono adicional para llevar a cabo su metabolismo. En
relacion, estos resultados coinciden con los de Gupta et al. (2020), quienes interpretaron el
aumento de la concentracion de proteinas, en los medios con PEBD vy glucosa 0.5 g/L, como
evidencia de una mayor actividad metabdlica en estos, al ser comparados con medios con las
mismas concentraciones de glucosa, pero sin PEBD.

Anteriormente, se han reportado resultados similares por autores como Gupta et al. (2020), quienes
proponen que el aumento en la concentracion de proteinas, entre los tratamientos descritos, es
evidencia de una mayor actividad metabdlica. Sin embargo, consideramos que los valores
obtenidos pueden ser tomados como medidas indirectas de crecimiento, dado que durante la
centrifugacion se induce a la lisis celular (Canul y Flores, 2019), lo que causa la liberacion de
proteinas al medio. Con ello, se concluye que el aumento en la concentracion de proteinas, en los
con PEBD como unica fuente de carbono, se debe a que los hongos evaluados tienen la capacidad
de crecer bajo estas condiciones, lo que evidencia su facultad de asimilar dicho polimero. Por otra
parte, se requieren estudios complementarios que evallen el perfil proteico en cada uno de los
tratamientos a fin de determinar las enzimas implicadas en estos resultados.

6. Conclusiones

Se aislaron 12 hongos provenientes de residuos plasticos obtenidos de un basurero local,
De los cuales, se encontraron principalmente representantes del género Trichoderma (5
especimenes), seguido por Aspergillus (3 especimenes), Fusarium (2 especimenes), Penicillium (1

espécimen) y un hongo de un genero desconocido. Por otra parte, el aislado con mayor capacidad
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para biodegradar el polietileno de baja densidad, corresponde al espécimen A05, mientras que los
aislados A04 y A11, mostraron actividad buena y pobre, respectivamente, en su capacidad para
degradar el polietileno de baja densidad, segun los criterios de clasificacion empleados en este
estudio.

7. Recomendaciones y perspectivas futuras

El factor tiempo resulta determinante para identificar la capacidad para biodegradar el
polietileno de baja densidad por parte de hongos. Por tal razon, se recomienda a futuros
investigadores alargar los periodos de incubacion empleados durante el periodo en que se realicen
las pruebas de biodegradacion. Adicionalmente, se recomienda pulverizar el plastico afiadido a los
medios y, de esta forma, aumentar la zona de contacto por parte del microorganismo con el
polimero, ademas de poder llevar un mayor control de las cantidades afiadidas a cada medio. Por
otra parte, se sugiere analizar la capacidad degradativa de los aislados al formar consorcios, dado
que estudios como los de Mostajo-Zavaleta et al. (2017) muestran mejores resultados al emplear
varios microorganismos a la vez en la degradacién del PEBD.

Por otra parte, los nuevos enfoques apuntan hacia las capacidades enziméticas de cada
microorganismo mas que en el microorganismo en si. Esto debido a que el reconocimiento y
aislamiento de las proteinas implicadas en el deterioro del material plastico suponen mayores
ventajas que los tratamientos con microorganismos, por las razones expuestas a continuacion: 1)
Los resultados obtenidos en presencia del hongo pueden replicarse en ausencia de éste al contar
con las enzimas utilizadas para el proceso de degradacion (Hongyuan et al.,2022). Esto a su vez,
permite una comparacion mas acertada de los hallazgos obtenidos en diferentes organismos, ya
que elimina de la ecuacion las disparidades obtenidas por el empleo de distintos medios de cultivo,

por tasa de crecimiento y de produccion de enzima distintas, al igual que otros factores bioldgicos
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asociados a cada especie. 2) Se evita el contacto con organismos que presenten un potencial riesgo
para la salud. 3) Se puede controlar el grado de degradacion hasta el nivel deseado, por tanto, se
pueden generar compuestos de interés (Wierckx et al., 2015). 4) Permite el empleo de técnicas
moleculares enfocadas en mejorar la eficiencia catalitica (Hongyuan et al.,2022). Por tanto, resulta
de gran interés aislar y medir la actividad de las enzimas involucradas en el proceso de

biodegradacion de PEBD de los hongos obtenidos en este estudio.
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Anexo B

Evaluacién de la capacidad degradativa

Seleccién de hongos con potencial capacidad

Extraccion y cuantificacion de

frente a diferentes tratamientos para biodegradar PEBD
« CH,OH = B S Actividad degradativa Crecimiento <
m 0 ,_ 0 7 2 _“ /\ Muy buena Abundante en todo el plastico.
P} I
- OH . ol & Buena Moderado e todo el plistico,
n_mb OH OH 1.\ - ' /\ Regular En la parte inferior a media del plistico.
,m OH /\1...7..@ En Ia parte inferior.
nOv O_E..mmm .o.wm.\r Tratamiento Wﬂ—m..zﬁmn_az _m.,.:z.mn.m x Sin actividad | Distante de las perlas.
m A v y Alv Acetona A.v y A:u <IEREBR Qittmica Nota. Adaptado de Méndez et al. (2007)
o
-
(5]
S Preparacion de inéculo
Y Glucosa 0.5 g/L
D . .z s
M nﬂgﬂmOWQOH de proteinas por el A Inoculacion de medios liquidos Glucosa 0,5 g/. + PEBD 2g
= método de Bradford PEBD 2g
>
o
(75)
LLl

proteinas en del sobrenadante

Aislamiento de hongos a partir del
material plastico colectado




