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Resumen

Los plasticos han revolucionado la vida moderna, pero la acumulaciéon en los diferentes ecosistemas han
generado una crisis de contaminacion global impulsada por nuestra dependencia y demanda de materiales
desechables de bajo costo. La biodegradacién de polimeros plasticos por hongos, mediante enzimas que los
biodegradan es un desafio, sin embargo, es una opcion atractiva y ecolégica. En este sentido, previamente
se obtuvo un consorcio fungico capaz de crecer en tereftalato de polietileno (PET) y se caracteriz6 el
crecimiento de uno de los aislados fungicos (C2) en diferentes polimeros celuldsicos y plasticos como Unica
fuente de carbono. Los resultados indican un crecimiento diferencial en distintos medios de cultivo,
destacando su crecimiento 6ptimo en medio liquido MEA a pH 5.5 y en medio sélido PDA pH 5.6, donde
alcanzo el mayor crecimiento radial y presenté caracteristicas morfoldgicas distintivas. Durante su cultivo en
MMMs adicionado con diferentes fuentes de carbono (polimeros celuldsicos o plasticos), se indujeron
actividades enzimaticas como B-glucosidasa, celobiosidasa y esterasa, que se secretan al medio de cultivo
en funcién del polimero utilizado como fuente de carbono. La identificacion de las condiciones 6ptimas para
su crecimiento representa un paso clave en la caracterizaciéon del hongo y en la validaciéon de su posible uso
como agente biodegradador en entornos contaminados por polimeros. Estos resultados sugieren que C2 es
viable para estudios posteriores enfocados en la biodegradacion de polimeros celuldsicos y plasticos,
fortaleciendo su posible aplicacion en procesos de mejoramiento ambiental.
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Abstract

Plastics have revolutionized modern life, but their accumulation in different ecosystems has generated a global
pollution crisis driven by our reliance on, and demand for low-cost, disposable materials. The biodegradation
of plastic polymers by fungi, using enzymes that biodegrade them, is a challenging but attractive and
environmentally friendly option. In this regard, a fungal consortium capable of growing on polyethylene
terephthalate (PET) was previously obtained, and the growth of one of the fungal isolates (C2) was
characterized on various cellulosic and plastic polymers as the sole carbon source. The results indicate
differential growth in different culture media, highlighting its optimal growth in MEA liquid medium at pH 5.5
and in PDA solid medium at pH 5.6, where it achieved the greatest radial growth and presented distinctive
morphological characteristics. During its cultivation in MMMs supplemented with different carbon sources
(cellulosic or plastic polymers), enzymatic activities such as B-glucosidase, cellobiosidase, and esterase were
induced, which are secreted into the culture medium depending on the polymer used as a carbon source.
Identifying optimal growth conditions represents a key step in characterizing the fungus and validating its
potential use as a biodegrading agent in polymer-contaminated environments. These results suggest that C2
is viable for further studies focused on the biodegradation of cellulosic polymers and plastics, strengthening
its potential application in environmental improvement processes.
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Introduccion

Actualmente la contaminacion por plasticos representa un problema ambiental de gran magnitud debido a la
acumulacién de particulas y objetos plasticos que perjudican tanto a los ecosistemas como a la salud humana.
Estos contaminantes se clasifican segiin su tamafio en microplasticos, mesoplasticos y megaplasticos, los
cuales se encuentran comunmente en productos de uso cotidiano como envases, botellas, bolsas, calzado
(Bucci y col., 2020).

Hidrolasas como una alternativa en la biodegradacion de polimeros

La estructura de un polimero se define como la cadena macromolecular formada por un gran namero de
unidades repetitivas denominadas mondémeros, generalmente miles o, en algunos casos, cientos de miles.
En este sentido, los plasticos se clasifican de acuerdo a su estructura polimérica, y asi encontramos los
distintos tipos de polimeros: polietileno, polipropileno, poliacrilicos, poliésteres, poliamidas, siliconas,
poliuretanos y plasticos halogenados; presentando diferentes propiedades fisicas dependiendo de la
estructura del polimero como dureza, densidad, resistencia a la traccion, resistencia al calor y temperatura
de transicion vitrea (Rhodes, 2021). Por lo cual, el plastico es un material muy practico, duradero, resistente
a la degradacion, inerte y facil de moldear, con unos costes de produccion muy bajos (Bajt, 2021). La
produccién de plastico puede ser de origen bioldgico o sintético. Los plasticos de origen bioldgico estan
hechos de compuestos naturales como por ejemplo: lignina, celulosa y hemicelulosa entre otros. Por el
contrario, el petréleo es el componente principal de los plasticos sintéticos, que generalmente se denominan
no biodegradables (Rhodes, 2021). Siendo los productos plasticos, la principal fuente de contaminacion
marina, acuatica y terrestre (Rhodes, 2021; Baijt, 2021; http://plastic-pollution.org).

Diversas actividades de la vida cotidiana provocan la introduccién de contaminantes plasticos en los
diferentes ecosistemas; el material plastico es muy resistente en el entorno natural y tarda siglos en
descomponerse. En este sentido, la biodegradacién de los plasticos es un proceso muy lento, ya que pocos
microorganismos se han reportado capaces de degradar este tipo de polimeros (Edwards y col., 2022;
Bhavsar y col., 2023; Kim y col.,, 2022). Por lo tanto, es necesario desarrollar un proceso eficaz de
biodegradacién de plasticos, incidiendo en la busqueda de microorganismos capaces de hidrélizar diferentes
tipos de polimeros; gracias a que cuentan con las hidrolasas, enzimas clave en la biodegradacién de los
polimeros presentes en el ambiente (Vishnu y col., 2025). Las hidrolasas catalizan reacciones que implican
ruptura hidrolitica (por adicién de agua), lo que produce la descomposicion de una molécula mas grande en
moléculas mas pequefias. El proceso de degradacion hidrolitica incluye la difusion de moléculas de agua,
que comienza en las areas amorfas y puede desencadenar la ruptura de los enlaces éster; las enzimas
implicadas en la hidrdlisis del enlace éster son las esterasas, lipasas, proteasas, ureasas o cutinasas (Vishnu
y col., 2025).

En este sentido, la degradacion enzimatica de los plasticos presenta desafios y oportunidades para la gestion
sostenible de los residuos plasticos. Con base en estos antecedentes, nos propusimos como objetivo en este
trabajo, continuar con la caracterizacién morfolégica y molecular del aislado 2 (C2) recuperado de un
consorcio fungico capaz de crecer en una suspension acuosa de tereftalato de polietileno (PET), asi como
caracterizar las actividades enzimaticas posiblemente involucradas en la degradacion de polimeros.
Consideramos que los diferentes miembros del consorcio flngico, y en particular el aislado 2, ofrecen un
gran potencial para el avance en el estudio de la biodegradacion de los polimeros celuldsicos y plasticos
(Ruano-Najarro y Villagémez-Castro, 2018; Silva-Rodriguez, 2019; Magafa-Martinez y col., 2022; Silva-
Rodriguez y col., 2023; Calderon-Tinajero, 2024).

Material y Métodos

Cinética de crecimiento del aislado fungico 2 (C2) en diferentes medios de cultivo

Se cultivdo C2 en medio Agar Papa-Dextrosa (PDA) o Agar de Extracto de Levadura, Peptona y Dextrosa
(YPD) pH 4.5 a 28 °C durante 12 dias, para la conservacion de la cepa y para el cultivo inicial. Posteriormente,
la cinética de crecimiento se realizé al sembrar por picadura en diferentes medios de cultivo: PDA, YPD, Agar
Saboraud (SA), Agar Extracto de Malta (MEA), Medio Minimo de Mathur sales (MMMS), y Agar Avena (OA).
Las placas (90x15 mm) se incubaron a 28 °C y se registro el crecimiento fungico (diametro en cm), durante
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10 dias. Ademas, se analiz6 la produccion de conidios, los cuales fueron utilizados para la determinacion del
tamario. Por otra parte, se analizé el crecimiento de C2 en MEA pH 4.6 en condicion anaerdbica a 28 °C por
7 dias.

Analisis macroscopico y microscépico de C2

Las caracteristicas macroscoépicas de C2 crecido en los diferentes medios de cultivo, utilizados en la cinética
de crecimiento, se observaron en un microscopio estereoscopio (Nikon modelo C-PS) y se describieron las
caracteristicas de la colonia. Por otra parte, para el analisis microscopico se realizaron microcultivos en los
diferentes medios: YPD, SA, PDA, MEA, MMMS y OA,; y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. Después, se
realizé una tincién con azul de lactofenol y se observaron mediante microscopia de campo claro y tincién con
Blanco de Calcofluor en microscopia de fluorescencia (Microscopio Leica DMLS con una camara Axiocam
305 color Zeiss).

Caracterizacion de C2 en diferentes polimeros celulésicos y plasticos como fuente de carbono

En MMMS pH 4.5 se creci6 C2, adicionando como fuente de carbono diversos polimeros celuldsicos como el
celofan dulce (CD), carboximetilcelulosa (CMC), celulosa cristalina o avicel (CEL) o polimeros plasticos como
el tereftalato de polietileno (PET), poliestireno (PES), polietileno de alta densidad (HDPE), y como control la
glucosa (Glc) como unica fuente de carbono. Para lo anterior, en viales con 8 mL de MMM se inocularon con
un bocado de micelio (5 mm de diametro) de C2 y se incubaron por 7 dias a 28 °C en cultivo estatico. Al
término del tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 2655 g por 10 minutos a 4 °C. En los
sobrenadantes (SN) de cada periodo de incubacion, se determind la proteina total con el kit Pierce™ BCA
Protein Assay y se analiz6 el perfil de proteinas totales secretadas mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE 10 %).

Determinacion de la actividad enzimatica secretada

En el SN se determind la actividad enzimatica de B-glucosidasa, celobiosidasa y acetilesterasa usando
sustratos unidos a 4-metilumbeliferona (4-MU) (Hernandez-Guzman y col., 2016). La mezcla se incubd
durante 30 min a 45 °C. Al término de la incubacion, la reacciéon se paré adicionando 2 mL de solucion
amortiguadora de bicarbonato de sodio-hidréxido de sodio, 0.1 M, pH 10.4 y la fluorescencia liberada se
determind a una longitud de onda de excitacion y emision de 350 y 440 nm, respectivamente, utilizando un
espectrofluorémetro Perkin-Elmer LS-5B.

Resultados

La caracterizacion morfolégica del aislado fungico C2 se realiz6 en diferentes medios de cultivo (Fig. 1),
observando un mayor crecimiento flngico con una textura rugosa aterciopelada y pigmentada en MEA pH
4.6, PDA pH 5.6 y SA pH 5.6 (Tabla 1). En contraste, en el medio YPD pH 6.3 y MMMs pH 4.5 se observé un
menor crecimiento micelial; mientras que en OA pH 5.6 a pesar de un menor crecimiento micelial, la colonia
presentd pigmentacion (Fig. 1).
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Figura 1. Morfologia macroscépica del aislado fiingico C2 en diferentes medios de cultivo y pH.
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Tabla 1. Caracterizacion de la morfologia colonial del aislado fiingico C2 en diferentes medios de cultivo
a los 10 dias de crecimiento.

Medio de Diametro Transpa

cultivo (10d)

Forma rencia Color Textura Elevacion Consistencia

Centro café Rugosa
MEA 53.7 mm Circular ~ Filamentoso Opaca Sin brillo y periferia 18 Umbilicada Suave
café claro aterciopelada
SA 55.0 mm Circular  Filamentoso Opaca Sin brillo Blanco Rggosa Umbilicada Suave
aterciopelada
YPD 32.7mm Circular  Filamentoso Opaca Sin brillo Blanco Rggosa Umbilicada Suave
aterciopelada
Contorno
. . . blanco y Rugosa I
PDA 58.7 mm Circular  Filamentoso Opaca Sin brillo centro verds  aterciopelada Umbilicada Suave
café
MMMs 34.7 mm Circular Rizoide Opaca Sin brillo Blanco Rggosa Umbilicada Suave
aterciopelada
Café oscuro Rugosa
OA 36.3 mm Circular  Filamentoso Opaca Sin brillo y periferia '8 lad Plana Suave
café claro aterciopelada

El analisis microscépico de C2 en los diferentes medios de cultivo (Fig. 2) muestra un micelio con hifas hialinas
y septadas. En los medios de cultivo como SA, MMMs y OA se observa en el extremo de la mayoria de las
hifas los conidiéforos, con la estructura caracteristica de la metula y fialides con conidios.
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Figura 2. Morfologia microscépica del aislado fliingico C2 en diferentes medios de cultivo.

Al determinar el tamafo del conidio de C2 en los diferentes medios de cultivo, se observaron cinco tamarios
en un rango de 4.27+0.59 — 7.304+0.86 ym dependiendo del medio de cultivo (Fig. 3).
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Figura 3. Determinacion del tamario del conidio del aislado ftingico C2 en diferentes medios de cultivo.
ANOVA de una via y post hoc la prueba Tukey Kramer para determinar diferencias significativas entre los medios de cultivo. (p value < 0.05).

Por otra parte, se analizé el crecimiento de C2 en condiciones anaerébicas en medio MEA pH 4.6 a 7 dias
de crecimiento. Los resultados indicaron un crecimiento de C2 en condiciones de microaerofilia ya que
muestra un crecimiento en la interfase del medio y el aceite (Fig. 4, flecha).

Figura 4. Crecimiento del aislado fungico C2 en medio liquido de Malta pH 4.6 en condiciones anaerébicas (7 dias). Se observa un crecimiento en la
interfase (Flecha).

En la figura 5 se muestra la capacidad de crecimiento de C2 en los diferentes polimeros celuldsicos y
plasticos. Primeramente, se muestran los viales en el dia cero donde se puede observar el bocado del micelio
de C2 y los polimeros insolubles como CEL, CD, PET, PES y HDPE. Posteriormente, el crecimiento de C2 a
los 7 dias en los diferentes sustratos celuldsicos y plasticos, observandose un mayor crecimiento en CEL,
CMC y PET seguido de GLU y HDPE, en contraste, un menor crecimiento en CD y PES (Fig. 5). Estos
resultados indican una biodegradacion de los diferentes polimeros de manera diferencial.

www. jovenesenlaciencia.ugto.mx
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Figura 5. Crecimiento a los 7 dias de cultivo del aislado fiingico C2 en diferentes polimeros celulésicos y pldsticos. Celulosa cristalina o avicel (CEL),
carboximetilcelulosa (CMC), celofdn dulce (CD), tereftalato de polietileno (PET), poliestireno (PES), polietileno de alta densidad (HDPE).

pag 8



—

< X X X VOLUMEN 37
Y - .

"" V?[qqo XXX Verano De la Ciencia

8 Ciencia ISSN 2395-9797

Universidad de Guanajuato

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Al analizar la actividad enzimatica de las proteinas secretadas de C2 crecido en los diferentes polimeros
celulésicos y plasticos (Fig. 6); se observé una mayor actividad de B- glucosidasa en HDPE seguido de CMC;
en contraste, independientemente fueran polimeros celuldsicos o plasticos se encontré una menor actividad
enzimatica de - glucosidasa en los otros polimeros. Con respecto a la actividad de la celobiosidasa solo se
presentd en CD. Sin embargo, la actividad enzimatica de la acetilesterasa se presenté en todas las
condiciones de cultivo de C2, siendo mayor la actividad en CMC seguida de HDPE.
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Figura 6. Determinacion de la actividad enzimdtica del aislado fungico C2 en diferentes polimeros celuldsicos y pldsticos a los 7 dias de cultivo. Celulosa
cristalina o avicel (CEL), carboximetilcelulosa (CMC), celofdn dulce (CD), tereftalato de polietileno (PET), poliestireno (PES), polietileno de alta densidad
(HDPE) y Glucosa (GLU) como control.

Conclusion

El aislado fungico C2 posee un notable potencial para el crecimiento y desarrollo en distintos medios de
cultivo, destacandose su crecimiento optimo en medio liquido MEA a pH 5.5 y en medio sélido PDA pH 5.6,
donde alcanzé el mayor crecimiento radial y presentd caracteristicas morfolégicas distintivas. Durante su
cultivo en MMMs adicionado con diferentes fuentes de carbono (polimeros celulésicos o plasticos), se
indujeron actividades enzimaticas (B-glucosidasa, celobiosidasa y esterasa) que se secretan al medio de
cultivo en funcion del polimero utilizado como fuente de carbono.
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