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Resumen

La acumulacién de plasticos como el polietileno tereftalato (PET) representa un desafio ambiental critico
debido a su creciente produccion, consumo y mal manejo de residuos, asi como la generacién de
microplasticos y compuestos de lixiviacion potencialmente téxicos. En este estudio se evalu6 el potencial
biodegradador de un consorcio fungico obtenido previamente en el laboratorio y conformado por cuatro cepas
fungicas. Se realizaron tres condiciones cultivo: glucosa (GLC), glucosa + acido tereftalico (GLC-TPA) y
glucosa + PET (GLC-PET, libre de antimonio). La identificacion de cepas mediante MALDI-TOF Biotyper®
permitioé confirmar la presencia de F. proliferatum (Cepa 1)y F. verticillioides (Cepa 2). El consumo de glucosa
se determind mediante el método de DNS, mientras que el acido tereftalico (TPA) se cuantificd
espectrofotométricamente a 242 nm. Se registraron espectros de absorbancia UV (200-400 nm) para detectar
posibles interferencias de metabolitos fungicos.Los resultados indicaron que la Cepa 2 mostré el mayor
crecimiento y producciéon de proteinas en medio GLC-PET. Por su parte, la Cepa 4, aun no identificada,
exhibié un crecimiento diferencial en GLC-TPA, con alta produccioén proteica, lo que sugiere una respuesta
especifica al TPA. La Cepa 1 presento crecimiento moderado en ambos medios, pero su contenido proteico
no fue considera al encontrarse por debajo de los limites de cuantificacion (LOQ). En contraste, la Cepa 3 fue
descartada por ausencia de desarrollo en los medios evaluados. A partir del dia 10, las cepas 1, 2 y el
consorcio consumieron completamente la glucosa, favoreciendo la formacion de micelio, condicion relevante
para la degradacion del sustrato; en contraste, la Cepa 4 mostré un retraso en este proceso. Dada la
interferencia espectral observada en la deteccion de TPA, se recomienda la implementacion de HPLC para
una cuantificaciéon mas precisa. Estos hallazgos evidencian el potencial de cepas flngicas seleccionadas en
la biodegradacion de PET y sus derivados, aportando herramientas para el desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas sostenibles.

Introduccion

En 2023, la produccién mundial de plasticos alcanz6 413,8 millones de toneladas, de las cuales solo una
fraccion provino de fuentes sostenibles: 8,7 % reciclado mecanicamente, 0,2 % reciclado quimicamente y
0,7 % de origen bioldgico. Dentro de este total, las botellas de PET (tereftalato de polietileno) representaron
el 6,2 % del uso global de plasticos, destacandose como una de las aplicaciones mas relevantes en el sector
de envases y en la industria textil (Europe & EPRO, 2023). La amplia demanda es debido a sus caracteristicas
fisicas como resistencia al impacto mecanico, ligereza, buena resistencia quimica, ademas de ser un plastico
100 % reciclable. A pesar su potencial de reciclabilidad, es uno de los plasticos mas contaminantes del
mundo, debido a la mala disposicién de sus residuos, lo cual provoca acumulaciéon de macroplasticos que
con el paso de tiempo genera microplasticos debido a la fragmentacion fisica, quimica y biologica (Ayalde
Valderrama, 2022).

De acuerdo con la IUPAC, la degradacién de polimeros es un proceso complejo mediante el cual un material
pierde sus propiedades originales como resultado de la exposicion a condiciones ambientales o al desgaste
por uso. Aunque desde el punto de vista funcional esta pérdida no es deseable, el estudio de los mecanismos
de degradacion resulta fundamental para disefiar estrategias de mitigacion de la contaminacion derivada del
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uso masivo de plasticos. En este contexto, el analisis de la degradaciéon de polimeros, asi como la
cuantificacion de los productos generados, resulta clave para avanzar hacia soluciones mas sostenibles.

El PET es un polimero sintético de la familia de los poliésteres, formado por la polimerizacion por
condensacion del acido tereftalico (TPA) y el etilenglicol (EG). Su estructura quimica (Figura 1) consiste en
unidades repetitivas de grupos aromaticos rigidos (anillos de benceno) unidos a ésteres alifaticos. En el
ambiente, el PET puede permanecer intacto durante cientos de afos.

0 : 0
0 0—(CH);

Figura 1. Estructura quimica del PET

En la ultima década, se han descrito algunas bacterias y hongos con capacidad de degradar a PET,
destacando a la bacteria Ideonella sakaiensi. Cabe sefialar que el proceso de biodegradacion depende tanto
de la maquinaria enzimética de microorganismo, asi como de las propiedades de estos materiales como es
estructura quimica, cristalinidad, la masa molar del monémero y grado de ramificacion, etc. (Restrepo-Florez,
Bassi, & Thompson, 2014).

En general, el proceso de biodegradacion consiste en dos etapas: en la primera, los microorganismos
colonizan los plasticos provocando una reduccién en el tamario del polimero en el espacio extracelular debido
a la accion enzimatica de cutinasas, lipasas, hidrolasas, entre otras, las cuales catalizan la hidrdlisis de los
enlaces éster del PET. generando la liberacion de los oligbmeros cortos, dimeros y mondmeros.
Posteriormente, estos los fragmentos pueden ser absorbidos por las células y sometidas a las siguientes
etapas de degradacion mediante actividad de las enzimas intracelulares. Esta etapa puede seguir varias rutas
y producir diversos metabolitos intermediarios hasta lograr la mineralizaciéon completa con liberaciéon de
productos finales CO2 y H20.

Frente a este panorama, el desarrollo de estrategias sostenibles para el manejo de residuos plasticos se
vuelve prioritario. La degradacién enzimética del PET abre la posibilidad de utilizar microorganismos como
herramientas biotecnolégicas viables tanto para la remediacion ambiental como para el reciclaje de productos
plasticos. Sin embargo, aun se requiere profundizar en el estudio microorganismos, lo mecanismos
moleculares y rutas metabdlicas responsables de biodegradacion de polimeros en un mayor numero de
especies bacterianas y fungicas, con el fin de ampliar el conocimiento sobre los procesos de
despolimerizacion y transformacién de estos compuestos y disefar estrategias eficientes de biorremediacion.
(Amobonye, Bhagwat, Singh, & Pillai, 2021). Para facilitar la biodegradacion, los plasticos pueden ser
parcialmente despolimerizados antes de ponerlos en contacto con los microorganismos; para ello pueden
utilizarse tratamientos fisicos tales como calentamiento, enfriamiento, congelacién, descongelacion, asi como
procesos de degradacion quimica.

Por todo lo anterior, es necesario avanzar en estudios que aborden tanto la despolimerizacién del PET como
el metabolismo de sus mondmeros como el TPA, ya que estos compuestos no solo es un intermediario clave
en la biodegradacion, sino también un valioso precursor quimico.

Antecedentes

Con el paso del tiempo se han desarrollado diferentes tipos de alternativas para biodegradar el PET a nivel
mundial, sin embargo, su degradacion en el ambiente es extremadamente lenta, lo que genera una
problematica ambiental significativa. En respuesta a este desafio, el uso de microorganismos con capacidad
para degradar PET ha surgido como una solucion prometedora dentro de la biotecnologia ambiental. En
particular, la identificacion de hongos capaces de metabolizar PET o sus derivados, como el acido tereftalico
(TPA), se ha convertido en una linea de investigacion de gran relevancia para el desarrollo de estrategias
sostenibles de reciclaje.

Un ejemplo reciente es el trabajo de (Kotnis, Gulati, Sun, & Bioengineering, 2025), quienes reportaron un
sistema innovador basado en la inmovilizacion de dos enzimas (FAST-PETase y MHETase) en
nanoparticulas magnéticas. Este enfoque permitié una degradacion mas eficiente del PET, con una mayor
liberaciéon de TPA y otros mondémeros en menor tiempo. Ademas, el sistema mostré una notable estabilidad,
permitiendo la reutilizacion de las enzimas sin pérdida de actividad.
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En este contexto, y como parte de una linea de investigacion que nuestro grupo ha venido desarrollando, el
presente estudio se enfoco en la evaluacion de cepas fungicas aisladas de residuos plasticos urbanos. Como
parte del seguimiento a esfuerzos previos orientados a la identificacion de metabolitos derivados de la
degradacién de PET por microorganismos, se recolectaron botellas de PET en distintos puntos de la ciudad
de Guanajuato, México. Estas muestras fueron seleccionadas por presentar signos visibles de deterioro,
como fisuras, decoloracioén, pérdida de integridad mecanica y evidencia de colonizaciéon microbiana.

Los fragmentos de estas botellas fueron expuestos durante varios meses en medios minimos conteniendo
acido tereftalico (TPA) como unica fuente de carbono, con el fin de someter a los microorganismos a
condiciones de estrés, adaptacién y consumo del compuesto. Posteriormente, se realizaron cultivos en medio
PDA para el aislamiento y purificacion de las cepas flingicas presentes, las cuales fueron seleccionadas para
su evaluacion en el presente estudio.

Este trabajo da continuidad al estudio de un consorcio fungico con capacidad para utiliza como Unica fuente
de carbono al monémero TPA derivados del PET y contribuye a la generacién de conocimiento para el
desarrollo de estrategias de reciclaje mas sostenibles mediante el uso de microorganismos.

Objetivo

El objetivo general de proyecto consistié en evaluar la capacidad para biodegradar a TPA (acido tereftalico)
y PET (tereftalato de polietileno) de cepas flngicas aisladas de envases tipo PET. Para ello, se planteé dos
objetivos especificos: el primero, Identificar las cepas fungicas del consorcio mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF (MALDI Biotyper®) y el segundo, evaluar la capacidad de biodegradacion de PET y TPA
por las cepas fungicas (individualmente y en consorcio), utilizando medios suplementados con glucosa-PET
y glucosa-TPA y su control (glucosa). Esta evaluacion se realizd6 mediante: a) Crecimiento microbiano (peso
seco), b) Determinacion de proteinas extracelulares (método de Bradford), c) Consumo de glucosa (método
DNS) y d) determinacion de TPA (Espectrofotométricamente a A = 242 nm).

Metodologia

Instrumentacion

Para la identificacion de microorganismos se utilizd un espectrometro de masas con sistema de
desorcidén/ionizacion laser asistido por matriz y analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF/TOFMS, modelo
Ultraflex, Bruker Daltonics). Para evaluar la actividad enzimatica, asi como la disminucion de glucosa y acido
tereftalico (TPA) se utilizd un espectrofotometro de microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO operado
con el software Skanlt™. Liofilizadora Labconco™ FreeZone™ 2.5 L -50 °C permite conservar metabolitos
termosensibles eliminando el agua. Cabina de flujo laminar de bioseguridad clase I, modelo 11231BBC86,
la cual proporciona un entorno estéril mediante flujo laminar y filtros HEPA. Autoclave All American modelo
50X. pH-metro Agilent Technologies modelo 320p, Balanza analitica Citizen modelo CX220. Centrifuga
Hermlet modelo 236HK,

Preparacion de medios

El medio Czapek-Dox modificado fue preparado disolviendo 6 g de (NH,),SO,, 3 g de KCI, 3 g de
MgSO,7H-0, 3 g de KH,PO, y 20 mg de FeSO,.7H-0 en 3 litros de agua mili-Q. La mezcla fue suplementada
con 30 g de glucosa (10 g/L) como para permitir el crecimiento inicial. Posteriormente, el volumen total fue
distribuido en tres fracciones iguales, cada una destinada a una condicién experimental distinta: Condicién 1
(control glucosa): Medio Czapek-Dox con glucosa (10 g/L) unicamente. Condicion 2 (TPA): Medio Czapek-
Dox con glucosa + acido tereftalico (TPA) a una concentracion final de 0.1 mg/mL. Condicién 3 (PET): Medio
Czapek-Dox con glucosa + fragmentos de PET (libres de antimonio) a una concentracion estimada de 0.1
mg/mL.

El acido tereftalico (TPA) se preparé como una solucidn stock a partir de 1 g de TPA sdlido, el cual fue
transferido a un matraz y disuelto mediante neutralizacion con NaOH 1 M. Posteriormente, se afor6 con medio
Czapek-Dox sin glucosa hasta alcanzar el volumen deseado. La solucion fue mantenida en agitacién
constante a 180 rpm durante 24 horas para favorecer la disolucion completa. Finalizado este periodo, se
procedio a su filtracion estéril mediante un filtro de acetato de celulosa de 0.22 ym dentro en una campana
de flujo laminar. Finalmente, para verificar la integridad del compuesto, se registraron espectros de
absorbancia (rango de A 200 - 400 nm) antes y después del filtrado, sin observarse diferencias, esto confirmé
la estabilidad del TPA durante el proceso. Posteriormente, se afiadieron 5 mL de la soluciéon stock de TPA a
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un volumen de un litro del medio Czapek-Dox con glucosa, con el fin de alcanzar una concentracion final de
0.1 mg/mL de TPA en cada matraz. El PET libre de antimonio se obtuvo mediante el procedimiento descrito
por (Magana-Maldonado et al., 2023), el cual consistié en disolver 1 g de fragmentos pequefios de PET en 7
mL de acido trifluoroacético (TFA), bajo agitacion constante durante 30 minutos. Posteriormente, la solucion
fue precipitada mediante la adicion de una mezcla fria de metanol:agua (1:1, v/v). El material precipitado se
filtré al vacio y se lavé sucesivamente con acido clorhidrico 1 M y metanol frio para eliminar impurezas
residuales. El sélido obtenido se dejo secar al aire durante 48 horas. Para su uso en los ensayos de cultivo,
se pesaron 100 mg del PET tratado, los cuales se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL con etanol al 70%,
dejandose en reposo durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua mili-Q estéril, cada
uno seguido de una centrifugacién a 5000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el pellet fue resuspendido en
una fraccién del medio Czapek-Dox con glucosa, ajustando la concentracion final de PET a 0.1 mg/mL.

El aislamiento de microorganismos se realizd en placas con medio PDA (Agar papa dextrosa). Para ello, se
pesé 19.5 g del preparado comercial de agar papa dextrosa (Bioxdn) y se disolvieron en agua mili-Q hasta
completar un volumen final de 500 mL. Para la identificacion de microrganismo se preparé medio Sabouraud
Dextrosa (SAB). Para ello se pesé 10 g de peptona y 40 g de dextrosa y se disolvieron en agua mili-Q.

Identificar las cepas fungicas del consorcio mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
(MALDI-Biotyper®

Protocolo de extraccion de proteinas para la identificacion por espectrometria de masas

Una vez aisladas las cepas en medio PDA a partir del consorcio fungico, se procedio a su cultivo en medio
Sabouraud en tubos de vidrio, incubandolas durante 48 horas a 28 °C y con agitacién constante a 180 rpm.
La biomasa obtenida fue transferida a un tubo Eppendorf de 2 mL y sometida a centrifugacion a 13,000 rpm
durante 2 minutos para eliminar el medio de cultivo. Se desecho el sobrenadante, y la pastilla fue lavada con
1 mL de H2O. Inmediatamente, se procedié a mezclar en vortex por 1 min y posteriormente se centrifugd
durante 2 min a 13,000 x g. Este paso se repite 2 veces. Se continuo con el lavado de la pastilla (biomasa)
obtenida, afiadiendo 300 pL de H-0 y 900 pL de etanol (EtOH) al 70 %, nuevamente se agitd en vortex, se
centrifugd a 13,000 x g durante 2 minuto, se eliminé el sobrenadante y la pastilla se secé en el speedvac a
37 °C durante 10 minutos para la eliminacion de restos de EtOH. Finalmente, dependiendo de la cantidad de
material bioldgico, se afiadié entre 10 a 50 uL de acido férmico al 50 % y adicionalmente una misma cantidad
de MeCN. La mezcla resultante se agitd en vortex y centrifugé a 13,000 x g por 2 min para obtener el extracto
de proteinas. Posteriormente se deposité 1L del extracto obtenido en un pocillo de la placa “Polisheet Steel”,
seguido de la adicién de 1 pL de matriz HCCA a una concentracion de 10 mg/mL y se dejé secar antes de
ingresar al equipo de MALDI-TOF MS. Adicionalmente, un pocillo fue cargado con 1 pL del estandar BTS
(Bacterial Test Estandar) y 1 uL de HCCA.

Identificacion por MALDI Biotyper®

Para la adquisicion y analisis de los espectros de masas, se empled el software FlexControl para operar el
espectrometro MALDI-TOF, seleccionando los métodos MBT_AUTOX y MBT_FC, con una frecuencia de
disparo de 200 Hz y calibracién en modo cuadratico. Previamente, el equipo fue calibrado utilizando el
estandar BTS (Bruker Test Standard), que representa un perfil proteico y peptidico tipico de Escherichia coli
DH5a en analisis MALDI-TOF, cubriendo un rango de masas entre 3.6 y 17 kDa. Esta calibracion se realizé
mediante asignacion automatica de sefiales, con un margen de error inferior a 300 ppm. Los espectros fueron
adquiridos en modo lineal positivo, en un rango de masas de 2,000 a 20,000 Da, con una energia de laser
ajustada al 80 %. La adquisicion de los espectros de todas las muestras se realiz6 manualmente,
seleccionando las areas con la mejor relacién sefal/ruido, a fin de optimizar la calidad del andlisis
espectrométrico. Posteriormente, los espectros obtenidos fueron procesados con el software Biotyper™
Compass 4.1, el cual cuenta con la base de datos Biotyper™ version 3.3.1.0. Esta incluye la MBT-BDAL-
5989 MSP Library para bacterias y la Library v1.0 para hongos filamentosos, ambas proporcionadas por
Bruker Daltonics. Para la identificacién de microorganismos, MALDI-Biotyper™ evalula la concordancia entre
el espectro experimental y los espectros de referencia de la base de datos, considerando tres parametros:
los valores de m/z, la intensidad de las sefiales y la frecuencia de aparicion. Con base en estos, el sistema
calcula un puntaje de similitud (log score) en una escala logaritmica de 0 a 3.0. Los valores =2.0 permiten
una asignacion confiable a nivel de especie, los valores entre 1.7 y 2.0 indican una identificacion probable a
nivel de género, y los 1.7 no permiten una asignacion confiable. Ademas, se asigna una letra de confiabilidad
(A, B o C), donde A corresponde a una identificacion a nivel de especie, B a nivel de género y C a baja
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confiabilidad. Los resultados de identificacion son presentados en tablas de puntuacion generadas
automaticamente mediante el software Compass Explorer MBT, en funcion de la similitud entre los patrones
de sefiales m/z de las muestras y los espectros de referencia.

Condiciones de cultivo para evaluar

Se afiadieron 50 mL de las fracciones estériles de los medios Czapek-Dox suplementados con glucosa,
glucosa-TPA y glucosa-PET (tres replicas bioldgicas por cada condicidon experimental) como se muestra en
la Figura 2. Cada matraz fue inoculado con una suspension concentrada de conidios, ajustando la
concentracion final a 1x10° conidios/mL para cada una de las cepas. Se incluyeron los controles abidticos:
medio minimo con GLU-TPA y GLU-PET, correspondientes al medio sin inoculacion de microorganismos.
Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente y sin agitacién. Durante 17 dias consecutivos, se recolectd
diariamente una alicuota de 1 mL de cada matraz, las cuales fueron almacenadas a -20 °C y para la posterior
determinacion de glucosa, TPA y proteina extracelular. Al finalizar el experimento, la biomasa residual fue
recolectada y lavada con agua mili-Q. Posteriormente, se sometié a un proceso de liofilizacién para su
conservacion y cuantificacion, obteniéndose asi el peso seco de cada muestra.

Control Cepas individuales Consorcio
abigtico —mMA—— —r
—— ¢1 Cc2 C3 C4 cqcac3,.c4

a) v Glucosa
(10 mg/mL)

v TPA

b) (0.1 mg/mL)
Glucosa
(10 mg/mL)

C) v PET
(0.1 mg/mL)
Glucosa

(10 mg/mL) \ v )

A 50 mL de medio Czapek se inoculo 1 x 108 cel/mL
Incubacion estatica a 28 ° C por 17 dias

Figura 2. Condiciones experimentales de cultivo de cepas ftingicas en medios Czapek-Dox suplementados con: a) glucosa, b) glucosa y dcido
tereftdlico (TPA), o c) glucosa y fragmentos de PET libres de antimonio.

Determinacion de Glucosa

El analisis de glucosa en el medio de cultivo se realizé mediante la determinacién de azucares reductores por
el método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Este método se basa en una reaccion redox, en la cual los grupos
funcionales aldehido o cetona de los azicares reductores reducen el DNS (amarillo) a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico (naranja-rojizo) en medio alcalino, generando un complejo coloreado cuya intensidad es
proporcional a la concentracién de azucar presente. Para la preparacion del reactivo DNS se prepard una
solucion reactiva de DNS al 3 %, en NaOH al 3 %, con la adicion de fenol al 0.6 % y sulfito de sodio al 0.15 %.
Esta mezcla se mantuvo protegida de la luz para preservar su estabilidad. Como agente estabilizador, se
utilizé una solucion de tartrato de sodio y potasio al 40 %. Asimismo, se prepard una curva de calibracion
utilizando soluciones estandar de glucosa en un rango de concentraciones de 0.072 a 0.72 mg/mL,
distribuidas en cinco puntos de referencia. El procedimiento consistié en mezclar 40 yL de la solucion de DNS
con 200 pL de cada solucion estandar de glucosa o muestra. Las mezclas se calentaron a 90 °C durante 15
minutos para favorecer la reaccion redox entre los azucares reductores y el reactivo DNS. Posteriormente,
se afiadieron 60 pL de la solucion de tartrato al 40 % para estabilizar la coloracion desarrollada. Una vez
enfriadas a temperatura ambiente, las muestras fueron agitadas en vortex durante 5 minutos y centrifugadas
a 10,000 rpm por 5 minutos. Finalmente, se tomaron 200 pL del sobrenadante y se transfirieron a una placa
de 96 pocillos para la lectura de absorbancia a 575 nm mediante espectrofotometria.

Determinacion espectrofotométrica de TPA

Las alicuotas de 1 mL recolectadas diariamente durante el experimento, fueron descongeladas a temperatura
ambiente antes de su analisis. A cada muestra se le afiadieron 5 yL de una solucién de NaOH 6 M para
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ajustar el pH a 9, favoreciendo la solubilizacion de compuestos derivados del acido tereftalico (TPA).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos, y el sobrenadante fue
utilizado directamente para los analisis. Para la cuantificacion de TPA, se depositaron 2 uL del sobrenadante
alcalinizado en una placa tipo pDrop, realizandose la lectura espectrofotométrica a 242 nm. Esta misma
solucion también fue empleada para la determinaciéon de glucosa mediante el método de DNS, descrito
previamente. Asi mismo, se prepard una curva de calibracion utilizando soluciones estandar de TPA en un
rango de concentraciones de 0.025 a 0.125 mg/mL, distribuidas en cinco puntos de referencia.

Determinacion de proteina del medio extracelular

La determinacién de proteina se realizé por el método de Bradford, que se basa en la interaccién del colorante
Coomassie Brilliant Blue G-250 esta en forma cationica (rojo-marrén) con la proteina en la solucion. Al unirse
a las proteinas, el colorante cambia a su forma aniénica (azul), debido a interacciones electrostaticas y de
van der Waals con los aminoacidos basicos (principalmente arginina, lisina e histidina) y grupos aromaticos
(fenilalanina, triptéfano y tirosina) formando un complejo-proteina que absorbe a 595 nm. Para la preparacion
del reactivo de Bradford, se pesan 100 mg de azul brillante Coomassie G-250 y se disuelven en 50 mL de
etanol absoluto. La disolucién se agita suavemente a temperatura ambiente hasta que el colorante esté
completamente disuelto. Posteriormente, en una campana de extracciéon y bajo agitacion constante, se
adicionan lentamente 100 mL de &cido fosférico concentrado (85 %). Esta adicion debe realizarse con
precaucion, ya que es una reaccion exotérmica y puede generar calor. Una vez que la mezcla es homogénea,
se completa el volumen a 1L con agua milli-Q. La solucion resultante se filtra utilizando papel de filtro
Whatman No. 1 para eliminar particulas no disueltas. Finalmente, el reactivo se transfiere a un frasco de vidrio
ambar o recipiente opaco y se almacena a temperatura ambiente, protegido de la luz solar directa. Para la
preparacion de proteinas extracelulares, se tomaron 1.5 mL del medio de cultivo al finalizar los 17 dias del
experimento y se transfirieron a un tubo tipo Eppendorf. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 x g
durante 2 minutos para separar las células y residuos sdlidos, recuperandose cuidadosamente el
sobrenadante. De este volumen, se tomaron 1 mL, el cual fue sometido a liofilizacién durante un periodo de
24 a 48 horas con el objetivo de concentrar las proteinas presentes. El pellet seco resultante se rehidrat6 con
100 yL de agua ultrapura (mili-Q) y se homogeneizé completamente. Para la cuantificacion de proteinas, se
mezclaron 20 pL de la muestra con 200 pL del reactivo de Bradford en una placa tipo Elisa de 96 pocillos,
agitando suavemente para favorecer la reaccion. Asimismo, se prepard una curva de calibracién utilizando
soluciones estandar de albumina sérica bovina (BSA), en un rango de concentraciones de 0.125 a
0.625 mg/mL, distribuidas en cinco puntos de referencia.

Resultados

Para caracterizar las cepas fungicas provenientes del consorcio previamente aislado de residuos de botellas
PET y el cual demostré capacidad de crecer y utilizar al TPA como Unica fuente de carbono, se procedié a
llevar a cabo el aislamiento de las cepas individuales en medio PDA, con el fin de obtener colonias aisladas
para su identificacion, asi como posteriormente llevar a cabo la evaluacion para utilizar TPA y biodegradar
PET de manera individual y en consorcio.

De las cepas fungicas aisladas que se presentan en la Figura 3, es posible observar diferencias evidentes en
su morfologia macroscépica. Cada cepa muestra caracteristicas distintivas en cuanto a textura, coloracion,
borde del micelio y patrén de crecimiento, lo cual sugiere variabilidad fenotipica entre los aislados. Estas
diferencias morfoldgicas podrian estar relacionadas con su origen ambiental, asi como con su capacidad de
adaptacion y degradacion del sustrato.

1) 4 'v,.\ 2)

Figura 3. Ejemplo de crecimiento de microorganismos aislados en placa Petri de PDA para 1) Cepa 1; 2) Cepa 2; 3) Cepa 3 y 4) Cepa 4

Identificacion de las cepas fungicas del consorcio mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF (MALDI Biotyper®)
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En la Figura 4 se muestran los espectros de masas obtenidos mediante espectrometria MALDI-TOF para las
cuatro cepas fungicas aisladas del consorcio, junto con el espectro de referencia correspondiente a
Escherichia coli, empleado como control interno del sistema para la identificacion. Asimismo, se incluyen los
espectros de dos cepas previamente caracterizadas por el grupo de trabajo: Fusarium oxysporum y
Trichoderma harzianum, utilizadas como referencias comparativas. La comparacion visual de los perfiles
espectrales permite identificar similitudes y diferencias entre los patrones de picos, lo cual es util para apoyar

la identificacion taxonémica preliminar de los aislados en estudio
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3 : 7275.3
1 5381.88 8879.8
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2 _ 6110 1 7887.3
1 3374.3 9014.2
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2 6110.1 paz(
1 { 29829 4122.2 7811.3 9014.8
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.5..1 . 3351.6 10950_54
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1 N N N
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Figura 4. Tipicos espectros de masas obtenidos por MALDI TOF MS

Una vez obtenidos los espectros de masas, se procedid a llevar a cabo la identificacion mediante MALDI

Biotyper. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 1,
obtenidos para cada muestra analizada. Como control interno,

donde se muestran los valores de score
Escherichia coli present6é scores elevados

(2.32 y 2.31) para la primera y segunda mejor coincidencia, respectivamente, lo que confirma la capacidad
de identificacion a nivel especie de manera confiable.Para las cepas fungicas aisladas, las cepas 1 (C1) y 2
(C2) mostraron valores de score que indican una identificacion confiable a nivel de especie dentro del género
Fusarium. La cepa 1 fue identificada principalmente como Fusarium proliferatum (score 2.28), con Fusarium
verticillioides como segunda mejor coincidencia (2.11). De manera inversa, la cepa 2 fue asignada
principalmente a Fusarium verticillioides (2.24) y secundariamente a Fusarium proliferatum (2.05). Estos
resultados son reflejan la cercania taxondémica entre ambas especies, sin embargo, se pueden distinguir

morfolégicamente por la pigmentacion.Por otro lado, las cepas 3

(C3) y 4 (C4) no pudieron ser identificadas

con confianza, ya que no se obtuvieron scores asignables (valores de score menor a 1.7), lo que puede indicar
que no se encuentran representadas en la base de datos del MALDI Biotyper, ya que se obtuvieron espectros
de masas (Figura 4). Para observar la relacion con s cepas de referencia Fusarium oxysporumy Trichoderma
harzianum laboratorio, se adquirié los espectros de masas de estas cepas. Estas cepas mostraron scores
inferiores a 2.0, con valores cercanos a 1.8, lo que indica una identificacion a nivel de género o grupo, pero
no concluyente a nivel de especie segun los criterios estandares de la técnica. Esto puede es debido a que
no se encuentra los espectros de masas principales de estas cepas en la base de datos. Adicionalmente, se

puede concluir, que las cepas de Fusarium presentes en el conso
ya que presentan un perfil de proteinas distinto (Figura 4)

rcio, no corresponde la especie oxysporum,
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En conjunto, estos resultados demuestran la eficacia del MALDI Biotyper para la identificacion rapida y
confiable de algunas cepas del género Fusarium, mientras que para otras cepas es necesario complementar
con métodos moleculares para lograr una identificacion definitiva.

Tabla 1. Identificacion de microorganismos por MALDI-Biotyper.

Analyte Name Organism (best match) Score Value Organism (second best match) Score Value
E. coli Escherichia coli 2.32 Escherichia coli 2.31
Cepa 1(C1) Fusarium proliferatum 2.28 Fusarium verticillioides 2.1
Cepa 2 (C2) Fusarium verticillioides 2.24 Fusarium proliferatum 2.05
Cepa 3 (C3) Sin identificar - Sin identificar -
Cepa 4 (C4) Sin identificar - Sin identificar -
Fusarium oxysporum Fusarium sp 1.87 Fusarium equiseti 1.83
Trichoderma harzianum  Trichoderma hamatum 1.88 Trichoderma hamatum 1.75

Comparacion del crecimiento microbiano expuesto a TPA y PET

Con la finalidad de evaluar si la presencia de TPA y PET tiene un efecto en el desarrollo de los aislados
fungicos (C1, C2, C3 y C4) cultivados de manera individual o en consorcio, se analiz6 la producciéon de
biomasa después de 17 dias de cultivo en medio Czapek-Dox adicionado con TPA (GLC-TPA) o PET (GLC-
PET) y glucosa sola (GLC) control de crecimiento de acuerdo con lo descrito en el diagrama de la Figura 2 y
en la secciéon de materiales y métodos. Cabe sefalar que los cultivos fueron adicionados con glucosa como
fuente carbono inicial para promover el crecimiento y la biomasa generada pueda utilizar a los sustratos de
interés (TPA y PET) una vez agotada la glucosa.

Los resultados de la produccién de biomasa por las cepas cultivadas individualmente o consorcio en los
medios con distintos sustratos son presentados en la Figura 5, donde se observa una respuesta diferencial
entre las cepas. La cepa 2 mostré la mayor produccién de biomasa en todos los medios analizados,
alcanzando un maximo de 94.3 mg en el medio GLC-PET, seguida por 84.9 mg en GLC y 83.03 mg en GLC-
TPA. Esto sugiere una alta capacidad de esta cepa para crecer y adaptarse en presencia de PET y TPA. La
cepa 1 presento valores intermedios, con producciones de 75.9 mg en GLC-TPA, 65.3 mg en GLC-PET y
65.5 mg en GLC, no observandose diferencias entre sustratos, pero menor crecimiento en comparacion con
la cepa 2. Por ofra parte, no se observé crecimiento de la cepa 3 (resultado no mostrado), por lo que esta
cepa fue descartada para mas estudios. Mientras que la cepa 4 fue la que presentoé el menor crecimiento en
todas las condiciones probada, y una respuesta diferencial entre sustratos La mayor produccién de biomasa
fue en GLC-TPA con 40 mg, seguido de GLC con 27.4 mg y GLC-PET con 21.1 mg vy, lo cual sugiere una
adaptacion en medio con TPA.

El consorcio fungico mostré una produccion de biomasa similar a la cepa 1, con valores de 78.7 mg en GLC-
TPA, 69.8 mg en GLC-PET y 70.67 mg en GLC, lo que sugiere que tanto el TPA o PET, no tiene efecto en el
crecimiento. En conjunto, estos resultados evidencian diferencias en la capacidad de generacion de biomasa
entre las cepas, destacando a la cepa 2 como la mas eficiente para crecer en medios con PET y TPA, mientras
que la cepa 3 fue incapaz de crecer y la cepa 4 es la que genera a menor produccion de biomasa en estos
medios de cultivo.

mCepal mCepa2 mCepa4 mConsorcio

£ 80 -
g 801
& 60
2 40
o0 20 4
g 20

0,

GLC-TPA GLC-PET GLC

Figura 5. Produccién de biomasa por las cepas 1, 2, 4 y del consorcio fuingico después de 17 dias de cultivo en medios suplementados con 0.1 mg/mL
de dcido tereftdlico (TPA) + 10 mg/mL de glucosa, 0.1 mg/mL de PET + 10 mg/mL de glucosa, y control (3lucosa a 10 mg/mL.)

Determinacion de proteinas extracelulares
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Para examinar la capacidad la secrecion de proteinas extracelulares y la posible relacién con actividades
enzimaticas relacionadas con la asimilacion TPA y biodegradacion de PET, se llevo a cabo la determinacién
de proteinas utilizando el método de Bradford. Para ello se utilizé una curva de calibracion externa con
albumina sérica bovina (BSA) como estandar proteico. El rango de trabajo establecido fue de 0.125 a 0.625
mg/mL, dentro de una curva de regresion lineal con un coeficiente de correlacion de R? = 0.9908, la ecuacion
de la curva fue y = 1.7853x + 0.7476. El método presento un limite de deteccion (LOD) de 0.027 mg/mL y un
limite de cuantificaciéon (LOQ) de 0.090 mg/mL, por lo tanto, las muestras con concentraciones por debajo del
LOQ fueron consideradas no cuantificables y, por lo tanto, excluidas del andlisis comparativo. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado

Los resultados de la cuantificacién de proteinas extracelulares (Figura 6) para la cepa 2, 4 y el consorcio
después de 17 dias de cultivo en medios con glucosa + TPA (GLC-TPA), glucosa + PET (GLC-PET) y el
control con glucosa (GLC), reportando también sus respectivas desviaciones estandar. En los resultados
presentados en la Figura 6, se observa que la cepa 2 produjo las mayores concentraciones de proteina en
todas las condiciones evaluadas, alcanzando una produccién de valor promedio de 0.167 mg/mL en el medio
GLC-PET, seguido por 0.148 mg/mL en GLC y 0.109 mg/mL en GLC-TPA. La cepa 4 alcanzé la mayor
concentracién proteina (0.162 mg/mL) en el medio GLC-TPA, mientras que en GLC-PET y GLC presentd
niveles similares de proteina (0.099 y 0.096 mg/mL, respectivamente). Estos resultados sugieren que la
presencia de TPA podria inducir la producciéon de enzimas para degradar el TPA. El consorcio presentd
concentraciones similares de proteina entre condiciones analizadas (valores entre 0.125 y 0.143 mg/mL), no
observandose efecto inductor entre las condiciones. Cabe sefialar que la cepa 1 no fue incluida en la grafica
de la Figura 6, ya que presentd concentraciones de proteina por debajo del LOQ del método de Bradford
utilizado. Este resultado indica que esta cepa secreta menos proteinas en el medio extracelular

En resumen, con estos resultados se observan diferencias en la produccién de proteinas extracelulares entre
las cepas evaluadas y las condiciones de cultivo evaluadas, sugiriendo que la cepa 2 podria secretar mas
proteinas en presencia de PET comparado con TPA y el control; mientras que la cepa 4, secreta mas
proteinas en medio con TPA, .Estos resultados podrian sentar las bases para realizar posteriormente ensayos
de actividades enzimaticas y relacionarlos con su capacidad de biodegradacién de PET y TPA en las cepas
analizadas

mCepa2 m Cepa 4 u Consorcio

2.00 1y =1.7853x +0.7476

~ 025
W — — ]
iA i;s) 1 R’ = 0.9908 ES
- £ 015 -
£ < 0.10 |
s = 1.00 - 2 -
i 0.75 T T T T T T 1 0.05 i
0 02 04 06 0.00

BSA (mg/mL) GLC-TPA GLC-PET  GLC

Figura 6. Determinacion cuantitativa de proteinas extracelulares en medios de cultivo fungico mediante el método colorimétrico de Bradford a
595 nm.

Consumo de glucosa (método DNS)

El disefio experimental consistié en la adicion de glucosa al 1 % (m/v) como fuente de carbono faciimente
asimilable en todas las condiciones, con el fin de garantizar el crecimiento fungico inicial y posterior utilizacion
de sustratos mas complejos como TPA o PET. Con el fin de evaluar el momento de agotamiento de glucosa
y posible cambio de metabolismo para utilizar sustrato TPAy PET, se llevé a cabo el seguimiento del consumo
de glucosa a lo largo de 17 dias de en todos los tratamientos.

Las determinaciones se realizaron mediante calibracion externa, utilizando el estandar de glucosa en un
rango lineal de 0.072 a 0.72 mg/mL. La curva de calibracion obtenida presenté una ecuacién de regresion
lineal de y = 1.4623x - 0.0313 y un coeficiente de correlacién de R? = 0.9954, con limite de deteccion (LOD)
fue de 0.011 mg/mL vy el limite de cuantificacion (LOQ) de 0.038 mg/mL.
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La figura 7 presenta la cinética de consumo de glucosa por parte de diferentes cepas fungicas (Cepa 1, Cepa
2, Cepa 4) y del consorcio en presencia de distintos tratamientos: solo glucosa (GLC), glucosa + tereftalato
de &cido (GLC-TPA), y glucosa + PET (GLC-PET). La cepa 1 como la cepa 2 y el consorcio presentaron el
consumo total de glucosa al cabo de 10 dias en todas condiciones de cultivo. En contraste, la cepa 4 mostro
una cinética de consumo mas lento frente a la cepa 1 y 2 y el consorcio, presentando el agotamiento de
glucosa total hasta los 17 dias de cultivo. Por otra parte, la presencia de TPA y PET, no se mostro alteraciéon
en el consumo de glucosa en todos los tratamientos analizados, lo que descarta un efecto inhibitorio por estos
sustratos.
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Figura 7. Determinacion espectrofotométrica de glucosa en medios de cultivo flingico mediante la reaccién redox con dcido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS,).

Degradacion de TPA (Espectrofotométricamente a A =242 nm)

La evaluacién de la degradacion de acido tereftalico (TPA) se realiz6 mediante espectrofotometria UV a 242
nm, una longitud de onda caracteristica del anillo aroméatico presente en TPA. La curva de calibracién mostro
una linealidad excelente (R®* = 0.9998), un bajo limite de deteccién (LOD = 0.003 mg/mL) y limite de
cuantificacion (LOQ = 0.012 mg/mL), lo que confirma la confiabilidad del método analitico en soluciones
estandares. Adicionalmente, el analisis del comportamiento espectrofotométrico del TPA en funcion del pH
muestra una estabilidad de la sefal a partir de pH 4, lo que valida las lecturas obtenidas en condiciones
fisiolégicas de cultivo.
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En la figura 8, se presenta las graficas de determinacion de TPA en los cultivos fungicos individuales de la
cepa 1, cepa 2 y cepa 4, asi como en consorcio en medio con GLC, GLC-TPA y GLC-PET. A diferencia de lo
esperado en el medio con GLC-TPA, no se observé una clara disminucién conforme pasa el tiempo e inclusive
se observa un aumento en los valores de concentracion en todos los tratamientos a partir del décimo dia.
Ademas, en los controles GLC o GLC-PET, se observé también un aumento en los valores después de los
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Figura 8. Determinacién de TPA (método espectrofotométrico directo).

Un aspecto importante para considerar en el método para determinar la concentracién de TPA directamente
midiendo absorbancia a 242 nm de los cultivos, es la posible interferencias fisiolégicas y analiticas cuando
se adquiere en el rango UV, ya la absorbancia en esta regién no es exclusiva del TPA, ya que otros
compuestos aromaticos intermedios del metabolismo flngico o productos de degradacion parcial del PET,
como mono-(2-hidroxietil) tereftalato (MHET) o bis-(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) pueden absorber en esta
region del espectro UV. Por lo tanto, el aumento en la absorbancia a 242 nm observado puede tener
inferencias, y las variaciones en los valores de absorcién no necesariamente implica una acumulacion
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exclusiva de TPA, sino que también puede reflejar la formacion de metabolitos intermediarios derivados
aromaticos por el crecimiento de las cepas o el hongo. A pesar de esta falta de especificidad, se optd por
este procedimiento como primera aproximacion para evaluar la degradacion de TPA y PET.

Para evaluar las posibles interferencias en el método para la determinacion de TPA a A 241 nm, se realizé la
adquisicion de los espectros de absorcién en el rango UV (200 y 400 nm), cuyos resultados se presenta en
la Figura 9. Las diferencias en los perfiles espectrales entre tratamientos y cepas sugieren la presencia de
distintos compuestos aromaticos a lo largo del experimento, apoyando la hipétesis de que la sefial a 242 nm
puede estar compuesta por una mezcla de TPA y sus derivados. Este enfoque espectral complementario
sugiere la necesidad de realizar las determinaciones de TPA mediante HPLC-UV o HPLC-MS debido la
complejidad de la matriz, la cual aumenta conforme pasa el tiempo de incubacién. Finalmente se puede
observar que las diferencias entre los espectros de las diferentes cepas y tratamiento son debido
principalmente por la produccién de diferentes metabolitos que absorben en esta region
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Figura 9. Andlisis espectrofométrico de la degradacion del TPA y PET por cepas individuales y consorcio durante al inicio y al final del experimento

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio generaron datos que permitieron avanzar en la caracterizacion del
potencial de biodegradacion de TPA y PET por parte del consorcio fungico aislado previamente de envases
plasticos. Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF-Biotyper se logré identificar a nivel de especie a
dos de los cuatro aislados que conforma el consorcio: la Cepa 1 identificada como F. proliferatum y la Cepa
2 como F. verticillioides. Esta informacion es importante para estudios futuro en el aspecto proteémico y para
estudios comparativos con cepas de referencia.

La Cepa 2 demostro el mejor crecimiento en todos los tratamientos (GLC, GLC-TPA y GLCPET), seguida por
la Cepa 1y el consorcio fungico. Adicionalmente, la Cepa 2 presentd la mayor concentracion de proteinas en
medio GIC-PET, sugiriendo una respuesta hacia el sustrato PET y una potencial produccion de enzimas como
cutinasas o hidrolasas. Mientras que la Cepa 3 fue descartada al no presentar crecimiento detectable en
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ninguna condicién evaluada. Mientras que la Cepa 4 presenté un comportamiento diferencial de acuerdo con
el sustrato, observandose el doble de crecimiento en medio GIC-TPA y mayor produccion de proteina en
comparacién con GLC-PET y GLC, lo que sugiere una respuesta metabdlica especifica frente al acido
tereftalico.

Por otra parte, el consumo de glucosa al 1 % fue total a los 10 dias cultivo para las cepas C1, C2 y el consorcio,
mientras que la cepa 4 requirié 17 dias, y no se observd ningun efecto inhibitorio por la presencia de TPA o
PET. Estos resultados sugieren que una vez agotada la glucosa, las cepas (especialmente C2 y C4) podrian
activar su metabolismo para utilizar TPA/PET,

Dado que el método de determinacion directa de TPA en ell medio de cultivo (Espectrofotométricamente a A
= 242 nm) present¢ interferencias debido al aumento en la aparicion de sefiales en regiones del espectro UV,
por lo que es necesario emplear técnicas cromatograficas mas precisas (HPLC) que permitan discriminar
entre el TPA y otros metabolitos aromaticos producidos durante la degradacion. La adquisicion de espectros
de la region UV (200- 400 nm) confirmo la produccion de diversos metabolitos que absorben en este rango,
sugiriendo la necesidad de realizar estudios metaboldmicos empleando técnicas de separacién
especializadas para eliminar las posibles interferencias de matriz.
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