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RESUMEN

Los plasticos son polimeros organicos, de uso comun en nuestra vida diaria,
cuya produccion mundial estd aumentando a ritmos vertiginosos. Una vez cumplen su
funcion, son desechados, quedando como residuos contaminantes en el medio ambiente.
Estos plasticos pueden ser de dos tipos: biodegradables y no biodegradables. Los
plasticos no biodegradables son derivados del petréleo y otros hidrocarburos y
constituyen la mayor parte de los plasticos convencionales. Por su lado, los plasticos
biodegradables son aquellos que pueden ser degradados a CO2 y agua por la accion de
la actividad bioldgica, en un periodo de tiempo razonable. El proceso de biodegradacion
es complejo y se ve afectado por maltiples factores. Comienza con la formacién de un
“biofilm” sobre la superficie del plastico (biodeterioro), seguido de la liberacion de
enzimas extracelulares por los microorganismos que reducen el peso molecular de los
polimeros (biofragmentacion). Los oligdmeros y mondémeros generados son
incorporados al interior celular (asimilacién), resultando en la liberacion de moléculas
simples (mineralizacion). La complejidad de estas rutas hace dificil su estudio, sin
embargo, la proteémica basada en la espectrometria de masas, como herramienta para
identificar, cuantificar y localizar las proteinas expresadas en una célula, se presenta
como una herramienta prometedora para la investigacién de nuevos microorganismos

degradadores de plasticos, sus rutas metabdlicas y enzimas clave.

Palabras clave: plasticos — microorganismos — biodegradacién — proteémica



ABSTRACT

Plastics are organic polymers, which are part of our daily life. Plastic world
production is increasing at vigorous rates, and once plastic function is over, they are
discarded, remaining as pollutants in the environment. Plastics are classified in two
major types: biodegradable and non-biodegradable. Non-biodegradable plastics
constitute most of conventional plastics and are petroleum and other hydrocarbons
products. On the other hand, biodegradable plastics are degraded to CO, and water by
biologic activity, taking a sensible time frame. The plastic biodegradation is a complex
process affected by multiple factors. It begins with the formation of the biofilm on the
surface (biodeterioration). Followed by the microorganism secretion of different
extracellular enzymes that reduce the polymer molecular weight (biofragmentation).
The oligomers and monomers released are incorporated into the cell (assimilation),
resulting in the final production of simple molecules (mineralization). The complexity
of these pathways makes them difficult to study. However, mass spectrometry-based
proteomics, used to identify, quantify, and locate the proteins expressed by a cell, is
suggested as a powerful tool to investigate new microorganisms with plastic
degradation capabilities, their metabolic routes, and key enzymes.

Key words: plastics — microorganisms — biodegradation - proteomics

1. INTRODUCCION

Los plasticos son polimeros organicos ampliamente utilizados en todos los
aspectos de nuestras vidas debido a su bajo coste, alta maleabilidad, impermeabilidad,
durabilidad y facilidad de fabricacion (Weiy Zimmerman, 2017; Prokic¢ et al., 2019). Su
produccién global ha ido en incremento desde los inicios de su produccion industrial, en
la década de 1950. En el afio 2019, la produccion mundial de pléasticos alcanzé los 368
millones de toneladas, 58 de los cuales fueron producidos en Europa (PlasticsEurope,
2020). Se estima que, hoy en dia, se han producido unos 8300 millones de toneladas de
plasticos y se espera una produccion anual de 1100 toneladas para 2050. A pesar de
estas expectativas de produccion de cara al futuro, los ultimos datos muestran un ligero

descenso en la produccion de plasticos, probablemente ralentizada durante el 2020 por



la pandemia de la COVID-19. No obstante, la tasa de produccion ha comenzado de

nuevo a remontar en la segunda mitad del afio 2020 (PlasticsEurope, 2020).

Una vez cumplida su funcion, los plasticos se desechan, convirtiéndose en
residuos que pueden seguir generalmente tres vias, variando la calidad de estos
tratamientos de un pais a otro: acumulacion en vertederos, recuperacion para producir
energia mediante incineracion o reciclado (PlasticsEurope, 2020). Todas estas formas de
tratamiento tienen sus inconvenientes, ya sea por el espacio requerido, por la generacion
de sustancias toxicas o por el pretratamiento que necesitan. No obstante, el principal
problema lo representan aquellos plasticos que escapan a estos sistemas de gestion de
residuos y llegan a introducirse en el entorno natural, con importantes efectos en el
medio ambiente (Lear et al., 2021). Se calcula que, actualmente, el 76% de los plasticos
producidos terminan en vertederos o entran al medio natural, estimandose en torno a
700 millones de toneladas la cantidad de desechos plasticos que se introduciran en el
medio natural en el afio 2040 (Lear et al., 2021). De estos, tan solo el 1% de los
plasticos introducidos en el medio marino, aquellos que permanecen flotando durante

un periodo de tiempo corto, podran ser recuperados (Oberbeckman y Labrenz, 2020).

El principal problema asociado a la entrada de residuos plasticos en el medio
natural se debe a que, actualmente, la mayoria de los plasticos de uso comdn son
polimeros sintéticos que se obtienen a partir de combustibles fésiles, los cuales son muy
resistentes a la degradacion. Debido a su recalcitrancia los residuos plasticos, generados
durante décadas, se han ido acumulando en grandes cantidades, con el consiguiente
impacto negativo sobre los ecosistemas, sobre todo en los océanos (Worm et al, 2017).
No cabe duda de que los plasticos se han convertido en un problema medioambiental de
primera magnitud, lo que ha despertado un creciente interés entre la comunidad
cientifica y la industria para desarrollar materiales plasticos biodegradables que puedan
sustituir a los plasticos convencionales (Proki¢ et al., 2019). Otro foco de interés se
centra en la bisqueda de microorganismos capaces de atacar y degradar los polimeros
plasticos, dando lugar a una intensa investigacion en el campo de la biorremediacion.
Actualmente, se cree que en torno a 400 especies de bacterias y hongos son capaces de
degradar ciertos plasticos, encontrandose la mayor parte de estos organismos entre las
Proteobacterias, las Actinobacterias y los Firmicutes (Lear et al., 2021). A pesar de la

rapida evolucion de las investigaciones en la degradacion microbiana, ain queda mucho



camino por recorrer identificando nuevas especies degradadoras de plasticos y sus

mecanismos.

2. OBJETIVOS

El objeto del presente trabajo es obtener una vision global de los plasticos, los
microorganismos que los degradan y sus actividades, a fin de identificar las
problematicas principales del campo de estudio e intentar encontrar soluciones
metodoldgicas que nos ayuden a comprender mejor los procesos involucrados en su
biodegradacion. Para ello, exploraremos las posibilidades que ofrece la protedmica,
basada en la espectrometria de masas, para investigar microorganismos y su habilidad
para degradar plasticos. Revisaremos la aportacion de los trabajos publicados, hasta la
fecha, que combinen ambos aspectos, biodegradacion de plasticos y protedmica. Y
aunando estos dos campos, propondremos experimentos de protedmica clave, que
consideramos daran un impulso al conocimiento de la biodegradacion de los plasticos y

SUS mecanismos.

3. PLASTICOS

El término plastico engloba un amplio rango de polimeros organicos,
generalmente derivados de hidrocarburos como el petréleo (Ahmed et al., 2018). Estan
formados por repeticiones de mondémeros (pequefias moléculas de estructura quimica
sencilla), normalmente pertenecientes a una Unica especie que, al unirse entre si, forman
largas cadenas conocidas como polimeros (Brydson, 1999). Considerando la diversidad
existente en la composicion quimica de los diferentes tipos de pléasticos, el estudio de su
degradacion se puede considerar un campo de investigacion multidisciplinar y
complejo. La clasificacion de los plasticos en base a su composicion quimica es
fundamental para estudiar con precisién su potencial para ser reciclados, recuperados
del medio o incluso degradados por la actividad biolégica (Ahmed et al., 2018). Desde
un punto de vista ambiental, las clasificaciones mas recientes dividen a los plasticos en
dos grandes categorias segun su biodegradabilidad: plasticos biodegradables y no
biodegradables. Ambos tipos de plasticos pueden, a su vez, clasificarse en funcion de
que su produccion sea 0 no sostenible, es decir, que se obtengan a partir de fuentes

renovables o de fuentes fésiles (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los plasticos en base a su biodegradabilidad (biodegradables y
no biodegradables) y origen (de fuentes fésiles o renovables). PCL = policaprolactona;
PES = succinato de polietileno; PBS = succinato de polibutileno; PPL = poli-B-
propiolactona. PHA = polihidroxialcanoatos; PLA = &cido polilactico. PE = polietileno; PS
= poliestierno; PP = polipropileno; PET =polietileno tereftalato; PU = poliuretano; PVC =
cloruro de polivinilo.

3.1 PLASTICOS NO BIODEGRADABLES

La mayor parte de los plasticos convencionales son polimeros no biodegradables
obtenidos de derivados del petréleo y otros hidrocarburos (Figura 2). En Europa, estos
plasticos supusieron més del 80% de la demanda de pléasticos en el afio 2019
(PlasticsEurope, 2020).
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Figura 2. Estructura de los principales tipos de plasticos no biodegradables (Mohanan et al., 2020).

Entre los plasticos no biodegradables podemos citar el polietileno (PE), una
poliolefina muy utilizada como material de embalaje y envasado. Se trata de un
polimero formado por largas cadenas, obtenidas mediante la polimerizacion de
monomeros de etileno (Tokiwa et al., 2009). Una de las caracteristicas del PE es que se
trata de un plastico muy hidrofébico debido a los puentes de hidrégeno que unen
fuertemente sus cadenas, lo que dificulta su biodegradacion (Lambert y Wagner, 2017).
No obstante, aunque se considera que el PE es un plastico no biodegradable, los
oligbmeros de PE de bajo peso molecular si pueden ser degradados parcialmente por
algunos microorganismos (Tokiwa et al., 2009). Con propiedades similares al anterior,
aunque algo mas resistente, tenemos el polipropileno (PP) cuya potencial degradacion
por microorganismos ha sido escasamente estudiada, pues existen pocas referencias
bibliograficas al respecto (Mohanan et al., 2020). Mas resistente aun a la
biodegradacion encontramos el poliestireno (PS), un polimero aroméatico formado por
monomeros de estireno. Al igual que el PE y el PP, el PS posee un esqueleto carbono-
carbono especialmente resistente a las enzimas que, sumado a su naturaleza aromatica,

hace que este plastico sea muy resistente al ataque microbiano (Mohanan et al., 2020).



A diferencia de los plasticos mencionados anteriormente, que estan formados
exclusivamente por carbono e hidrogeno, el cloruro de polivinilo (PVC) incorpora cloro
en su estructura. EI PVC es resultado de la polimerizacion del cloruro de vinilo y es un
material muy utilizado en la construccién, a pesar de ser un compuesto considerado
potencialmente cancerigeno para el ser humano. Algunos estudios han mostrado que
este plastico es sensible a la fotodegradacion, no obstante, su biodegradacion se ha
descrito en muy pocos estudios y microorganismos (Mohanan et al., 2020). Otros
polimeros sintéticos de amplio uso son los poliuretanos (PU), cuyas cadenas principales
contienen enlaces tipo uretano (-NH-CO-O-). Los poliuretanos son copolimeros
formados por alcoholes con dos 0 més grupos hidroxilicos (polioles) que se combinan
con isocianatos (di o triisocianatos), los cuales parece que no es posible su
biodegradacion completa (Tokiwa et al., 2009). Por ultimo, entre los plasticos mas
recalcitrantes encontramos el polietileno tereftalato (PET), un poliéster aromatico
formado por la polimerizacion de &cido tereftalico y etilenglicol (Mohanan et al., 2020).
A pesar de su resistencia a la biodegradacién, cabe sefialar que se ha descrito
recientemente una bacteria (Idionella sakaiensis) que es capaz de mineralizar el PET,

utilizando este polimero como Unica fuente de carbono y energia (Yoshida et al., 2016).

Actualmente, algunos de estos plasticos pueden producirse a partir de fuentes
renovables. Por ejemplo, el Bio-PE se sintetiza a partir de bioetanol obtenido mediante
la fermentacion de la glucosa. En el caso del Bio-PET, el etilenglicol utilizado en su
sintesis se obtiene a partir de biomasa vegetal (lwata, 2015). Este tipo de plasticos
tienen un gran interés desde el punto de vista medioambiental como sustitutos de sus
equivalentes de origen petroquimico, pues, aunque son resistentes a la biodegradacion,

su produccidn es, en comparacion, mas sostenible (Lambert y Wagner, 2017).

3.2 PLASTICOS BIODEGRADABLES

Los plésticos biodegradables son aquellos que pueden ser degradados a CO- y
agua por la accién de los microorganismos en un periodo de tiempo razonable (lwata,
2015). Actualmente, se han descrito en torno a 72 tipos diferentes de plasticos que
pueden ser degradados por microorganismos (Lear et al., 2021). Dentro de los plasticos
biodegradables, encontramos polimeros de origen petroguimico como la
policaprolactona (PCL), un poliester sintético parcialmente cristalino (Tokiwa et al.,

2009) formado por unidades de metileno y grupos éster (Lambert y Wagner, 2017). Este



polimero se sintetiza mediante polimerizacion por apertura de anillo de la &-
caprolactona (Lambert y Wagner, 2017) y puede ser degradado por lipasas y esterasas a
diferentes tasas segn su peso molecular y grado de cristalizacion (Tokiwa et al., 2009).
Otro poliester quimiosintético destacable es la poli-B-propiolactona (PPL), cuyas
unidades estructurales son similares a las de otros polimeros biodegradables como la
PCL y el polihidroxibutirato, este dltimo procedente de fuentes renovables (Tokiwa et
al., 2009). También de origen petroquimico encontramos el succinato de polibutileno
(PBS), un poliéster alifatico obtenido por condensacién de &cido succinico y 1,4-
butanodiol que puede ser degradado por una gran diversidad de microorganismos
(Tokiwa et al., 2009). El succinato de polietileno (PES) es otro poliéster sintético
alifatico, cuya degradabilidad es muy dependiente de las condiciones ambientales. Este
polimero se puede sintetizar mediante polimerizacion por apertura del anillo de
anhidrido succinico con 6xido de etileno o por policondensacion del &cido succinico

con etilenglicol (Tokiwa et al., 2009).

Por ultimo, los plasticos compuestos por polimeros biodegradables obtenidos de
fuentes renovables son los que mayor interés estan despertando hoy en dia, por razones
obvias. En este grupo, podemos incluir los polihidroxialcanoatos (PHA), poliésteres
naturales producidos por distintos grupos de bacterias a partir de azUcares y lipidos
(Ahmed et al., 2018). La mayor parte son poliésteres lineales, en los que el grupo
carboxilo y el grupo hidroxilo de monémeros vecinos forman un enlace éster. Los
PHAs se acumulan intracelularmente y sirven a las bacterias que los sintetizan como
reserva de carbono y energia, siendo el que las bacterias producen con mas frecuencia
del tipo polihidroxibutirato (PHB; Lambert y Wagner, 2017). Finalmente, cabe
mencionar en este grupo al acido polilactico (PLA), un termoplastico biodegradable y
biocompatible cuya molécula precursora, el acido lactico, se obtiene por fermentacion
microbiana de azucares procedentes de fuentes renovables, como almidon de maiz o
cafia de azucar (Ahmed et al., 2018). La sintesis de PLA, a partir de &cido lactico, puede
hacerse de dos maneras: directamente, por policondensaciéon del &cido lactico, o de
forma indirecta, mediante polimerizacion por apertura del anillo de la lactida, en la que
previamente se ha transformado el acido lactico (Tokiwa et al., 2009). Aunque el PLA
se considera un plastico biodegradable, cabe sefialar que el acido lactico que constituye

la base de este polimero puede existir en dos formas isoméricas: D-lactico y L-lactico, y
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que solo la isoforma L del polimero se considera biodegradable (Lambert y Wagner,
2017).

4. BIODEGRADACION

La adherencia de microorganismos a la superficie de los plasticos y su posterior
colonizacién constituyen la primera fase del proceso de biodegradacion (Tokiwaet al.,
2009). Una vez los plésticos son liberados al ambiente, especialmente en los sistemas
acuaticos, son rapidamente colonizados por comunidades microbianas, creandose un
nuevo nicho ecoldgico conocido como “Plastisfera” (Erni-Cassola et al., 2019; Wright
et al., 2020). Los microorganismos forman biofilms sobre la superficie del plastico,
cuya composicion y desarrollo esta influenciada por muchos factores (Dussud et al.,
2018). Entre ellos, la localizacion y las condiciones ambientales asociadas, parecen ser
los principales factores que dan forma a la comunidad, ademaés de otros como el tipo de
sustrato y las propiedades de la superficie a colonizar (Rogers et al., 2020). Estos
biofilms son capaces de resistir a condiciones adversas durante largos periodos de
tiempo, gracias al desarrollo de estructuras tridimensionales complejas formadas por la

liberacion de sustancias poliméricas extracelulares (Wright et al., 2020).

La colonizacion de los plésticos ocurre en tres fases diferentes (Figura 3):
primero, la superficie es ocupada por bacterias generalistas pioneras que forman la
primera capa del biofilm inicial mediante su union reversible; segundo, durante la fase
de crecimiento los recursos y el espacio se vuelven limitantes, forzando a los
microorganismos a organizarse en nichos especificos, favoreciendo a aquellos capaces
de degradar el polimero pléastico; por ultimo, en la fase de maduracion los organismos
degradadores se liberan nuevamente en busca de otros sustratos y son superados por
otros microorganismos (Dussud et al., 2018; Oberbeckmann et al., 2018; Wright et al.,
2020).

11
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Figura 3. Representacion esquematica de la formacion de biofilms (Hollman et al., 2020).

Diversos estudios han descrito la capacidad de biodegradar plastico de algunas
cepas microbianas, tanto de bacterias como de hongos, capaces de usar el plastico como
fuente de carbono y energia. Basandonos en estas observaciones, podemos definir la
biodegradacion como la asimilacién y mineralizacién de polimeros, resultando en la
conversion total o parcial del carbono orgéanico en CO> (en anaerobiosis, CO2 y CHs) y
biomasa por medio de la actividad de los microorganismos (Ahmed et al., 2018;
Jacquinet al., 2019; Wright et al.,, 2020). Cabe considerar que, dada la gran
heterogeneidad existente en los materiales plasticos, resulta evidente pensar que estos
materiales seran degradados por una diversidad equivalente de microorganismos.
Sumado a esta complejidad inicial, y aunque se han descrito cepas microbianas que, por
si mismas, son capaces de degradar algunos tipos de plasticos en cultivo puro, en los
ambientes naturales los plasticos son normalmente degradados por consorcios
microbianos, en los que diferentes especies de microorganismos cooperan en el proceso
de degradacion (Marten et al., 2003; Bhardwaj et al., 2013).

La biodegradacion de los plasticos es, por tanto, un proceso llevado a cabo por
hongos y bacterias, en el que se producen cambios en las propiedades de estos
polimeros tales como la fuerza de tension, color, forma, estructura quimica y peso
molecular. Esta biodegradacion requiere que los microorganismos metabolicen los

componentes organicos del polimero mediante la accién de enzimas extracelulares e

12



intracelulares (Jayasekaraet al., 2005; Zumsteinet al., 2018; Fesseha y Abebe, 2019).
Durante la degradacion, el polimero es convertido primero a sus monémeros, que son
posteriormente mineralizados. Dada la insolubilidad en agua de las moléculas de los
polimeros y el tamafio de estas, los microorganismos no son capaces de incorporarlos
directamente al interior celular, por lo que primero tienen que transformarlos fuera de
las celulas, mediante la secrecion de enzimas extracelulares. Cuando la masa molecular
de los polimeros es lo suficientemente reducida, pueden ser transportados al interior de
los microorganismos y entrar en las rutas metabolicas. (Mueller, 2006; Shah et al.,
2008).

La degradacion de polimeros sintéticos y naturales sigue un esquema basico
similar, pudiendo ser esquematizados en varias etapas: biodeterioro, biofragmentacion,
asimilacion y mineralizacion (Figura 4; Marten et al., 2003; Shah et al., 2008; Zumstein
etal., 2018).

Biodeterioro: consiste en la formacion inicial del biofilm sobre el plastico y una
degradacidn superficial que modifica las propiedades mecénicas, fisicas y quimicas del
sustrato plastico. Se produce un deterioro fisico leve, por la generacién de grietas que
debilitan las propiedades del plastico, y un deterioro quimico, por ejemplo, por

modificacion del pH, que cambia la microestructura de la matriz del polimero.

Biofragmentacion: es la fase de degradacion mas profunda. En ella los
microorganismos colonizadores liberan enzimas extracelulares, cuya actuacion lleva a la
reduccion del peso molecular de los polimeros. El resultado de esta etapa es la
generacion de intermediarios solubles, en forma de oligdmeros y monémeros derivados
de la destruccién del material plastico sélido capa por capa, que ahora si pueden ser
asimilados por las células.

Asimilacion: los intermediarios solubles son incorporados al interior de las
células para ser usados como fuente de carbono y energia, lo que permite la formacién
de nuevas estructuras celulares y, en consecuencia, el crecimiento de las poblaciones
microbianas.

Mineralizacion: es la Gltima etapa que resulta en la liberacién de moléculas
simples (CO2, N2, CHa4, H2S y H20). En una situacion ideal, en la que el polimero fuera
completamente descompuesto en ambientes aerdbicos, los productos finales serian tan

basicos como el CO, H20 y biomasa.
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Figura 4. Fases de la biodegradacion de plasticos (Zumstein et al., 2018).

A los procesos de biodegradacion por microorganismos o biotica, hay que
sumarle la degradacién no biolégica o abidtica. La degradacion abidtica produce la
rotura de los plasticos en fragmentos de menor tamafio, debilita la estructura de los
polimeros, provoca la pérdida de aditivos tales como plastificantes y crea una superficie
mas hidrofilica en el plastico lo que, en su conjunto, mejora su biodisponibilidad para
microorganismos degradadores. La alteracion de las propiedades fisicoquimicas de los
plasticos 0 meteorizacion ocurre debido a la incidencia natural de mdltiples factores
fisicos y/o quimicos, entre los que podemos encontrar la luz UV, el oxigeno,
temperaturas elevadas o la accion mecénica, entre otros muchos (Lucas et al., 2008;
Krueger et al., 2015; Wei y Zimmerman, 2017; Jacquin et al., 2019; Rogers et al.,
2020).

4.1 BIODEGRADACION AEROBICA Y ANAEROBICA

Los polimeros pueden ser degradados en ambientes microbianos por
degradacion aerdbica, anaerdbica o una combinacién de ambas. Los microorganismos

aerobicos usan el oxigeno como aceptor de electrones, obteniéndose como productos
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finales CO, y H20. Por su parte, la biodegradacion anaerdbica utiliza aceptores
diferentes del oxigeno como el nitrato, sulfato, hierro, etc., dando lugar a la produccion
de CO, CH4 y otros subproductos, en funcién del aceptor de electrones utilizado.
(Jayasekara et al., 2005; Fesseha y Abebe, 2019). Cabe sefialar que los procesos
aerobicos rinden mucha mas energia y son capaces de soportar una poblacion mayor
que los procesos anaerdbicos, ya que el oxigeno es un aceptor de electrones mas
eficiente (Gu, 2003).

4.2 FACTORES QUE AFECTAN A LA BIODEGRADACION

La biodegradabilidad de los polimeros estd gobernada por diferentes factores
interrelacionados, entre los que se incluyen principalmente las caracteristicas del
polimero, las condiciones ambientales en las que se lleva a cabo la degradacion y el tipo
de microorganismo. Las caracteristicas del polimero juegan un papel vital en su
degradacion, tales como su composicion, la presencia de grupos funcionales en su
estructura, peso molecular o grado de cristalinidad. Aquellos polimeros que poseen
enlaces facilmente hidrolizables (enlaces tipo éster o amida), menor peso molecular y
ausencia de cadenas laterales son mas faciles de degradar, debido a su accesibilidad y la
correlacion existente entre la reduccion del peso molecular y el aumento de la
solubilidad, lo que facilita la asimilacion por los microorganismos. En cuanto a la
cristalinidad, las regiones amorfas del polimero son méas facilmente degradadas que los
dominios cristalinos, en los que el material queda protegido frente al ataque enzimatico.
Todos estos factores se encuentran afectados, en gran medida, por las condiciones
ambientales en las que se encuentra el plastico, que pueden facilitar la meteorizacion de
sus materiales y, por tanto, incrementar su susceptibilidad a la biodegradacion. De igual
forma, las condiciones ambientales determinan la eficacia del microorganismo
degradador, donde la temperatura, disponibilidad de agua o incluso la relacion C/N en el
ambiente podrian ser factores criticos para una biodegradacién optima. (Marten et al.,
2003; Mueller, 2006; Bhardwajet al., 2013; Wei y Zimmerman, 2017; Fesseha y Abebe,
2019).

4.3 MECANISMOS DE BIODEGRADACION Y ENZIMAS INVOLUCRADAS

La degradacion de los plasticos sintéticos es un proceso lento, en el que

intervienen reacciones enzimaticas de oxidacion y/o hidrdlisis. Como se ha indicado
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anteriormente, los polimeros plasticos estdn formados por cadenas demasiado largas
para atravesar la membrana celular y ser utilizadas como fuente de carbono y energia.
Por ello, los microorganismos necesitan producir enzimas extracelulares que rompen los
sustratos en sus monomeros y oligdbmeros para, una vez en el interior celular, continuar
la degradacién por medio de enzimas intracelulares (Ghoset al., 2013; Fessehay Abebe,
2019).

El tipo de enzimas extracelulares involucradas en el ataque inicial al polimero
varia con las especies microbianas, incluso entre cepas de la misma especie, y
fundamentalmente, con el tipo de pléstico (Bhardwaj et al., 2013). Ademas, es
importante tener en cuenta que su rango de accién queda limitado a la superficie del
plastico, pues no pueden penetrar en el material (Gu, 2003; Mueller, 2006) y estas
enzimas suelen seguir mecanismos de accién catalitica que requieren de la union al
sustrato (Shah et al., 2008). Desde el punto de vista de las actividades enzimaticas, los
plasticos pueden ser clasificados en dos grandes grupos: plasticos hidrolizables y no
hidrolizables, siendo los primeros los mas susceptibles a la biodegradacion. Los
plasticos hidrolizables, como PET, PURs y todos los poliésteres biodegradables, poseen
enlaces de tipo éster o amida, que pueden ser atacados por varias hidrolasas
extracelulares como lipasas, esterasas, proteasas 0 ureasas, responsables de catalizar la
rotura de estos enlaces mediante hidrolisis. En los plasticos no hidrolizables, tales como
PE, PP, PS y PVC, el ataque microbiano se ve dificultado por la ausencia de grupos
reactivos en su estructura quimica. En esta situacion, los procesos de meteorizacion
abidtica (foto y termo-oxidacion) cobran mayor importancia, facilitando el posterior
ataque enzimatico. Las enzimas involucradas en este caso son oxidasas como, por
ejemplo, mono y dioxigenasas, que incorporan respectivamente uno o dos atomos de
oxigeno y forman grupos alcohol o peroxi que promueven la rotura de las cadenas
poliméricas, facilitando su biodegradacion. Finalmente, algunas enzimas (por ejemplo,
lacasas y diversas peroxidasas) involucradas en la degradacién de materiales
aparentemente no relacionados, como la lignina, también parecen contribuir a la
degradacion de los plasticos no hidrolizables (Lucas et al., 2008; Wei yZimmerman,
2017; Wright et al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5. Pasos requeridos para la degradacion de pléasticos no hidrolizables (olefinas
recalcitrantes) (A) e hidrolizables (poliésteres) (B). Las lineas azules representan las
cadenas de los polimeros y los circulos rojos simbolizan los atomos de oxigeno. Las
enzimas hidroliticas estan representadas en marrén (Wright et al., 2020).

5. PROTEOMICA

5.1 INTRODUCCION

Las celulas y sus funciones estan bajo el control preciso de diversos mecanismos
de regulacion a diferentes niveles, que abarcan desde la regulacion de la expresién
génica (transcripcion), tasa de sintesis de proteinas (traduccion) y degradacion de
proteinas, entre otros muchos. A estos mecanismos basicos hay que sumarle, por una
parte, la variabilidad afiadida por el procesado o splicing de las secuencias de ARN
dando lugar a multiples isoformas y, por otra, las modificaciones post-traduccionales
que pueden afiadir o quitar funciones (actividad enzimatica, interacciones, formacion de

complejos activos, etc.) de forma instantanea y precisa, sin necesidad de alterar sus
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niveles de expresion. Esta bien establecido que las proteinas son las biomoléculas
funcionales bésicas para cualquier funcién y, por tanto, conocer su actividad es esencial
para entender los mecanismos celulares durante los procesos de biodegradacion. Por
tanto, en adicién a otros datos a nivel de sistema que incluyen la gendmica,
transcriptomica y metaboldémica, la protedmica nos proporciona datos moleculares que
permiten capturar una imagen de la actividad e interaccion de las comunidades

microbianas, fundamental para entender los procesos de biodegradacion de pléasticos.

Bajo el término protedmica podemos englobar todas aquellas tecnologias que
identifican, cuantifican y/o localizan las proteinas que expresa una célula. EI proteoma,
definido como todas las proteinas que se expresan en una célula, varia constantemente
adaptandose a las nuevas condiciones celulares y del medio. El estudio comparativo de
la adaptacion del proteoma en el espacio y el tiempo a perturbaciones externas es el
principal objeto de estudio de la proteébmica y ofrece un gran potencial para entender las
respuestas de los microorganismos a la presencia de pléasticos y como se enfrentan a
ellos. Por ello, consideramos que la protedmica se presenta como una herramienta
fundamental para localizar y/o entender las rutas metabodlicas y enzimas activadas en
presencia de plasticos, ayudando a investigar cémo estos son transformados o
degradados y alcanzar un conocimiento basico para conseguir la biorremediacion de los
plasticos eficiente y efectiva (Cao et al., 2009; Dessai et al., 2009; Wilmes et al., 2009;
San Miguel-Hernandez et al., 2009; Zhu et al., 2021).

La protedmica ha contribuido con éxito en tres campos principales en
biodegradacion: (i) el estudio de la respuesta bacteriana a los contaminantes
ambientales; (ii) identificacion de proteinas/enzimas clave involucradas en el
metabolismo de estos compuestos; y (iii) analisis de la estructura de la comunidad
microbiana durante el proceso de biodegradacion in situ (Chauhan et al., 2010).
Considerando los avances realizados hasta el momento actual, la protedmica nos ofrece
capacidades ilimitadas para investigar cualquier tipo de proteoma y proteina, desde las
secretadas a las intracelulares, en cualquier organismo o mezcla de ellos, del que
poseamos su secuencia de ADN, dejando en manos de los investigadores grandes

oportunidades para entender la biodegradacion de los plasticos.
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5.2 ASPECTOS TECNICOS

El concepto moderno de la protedmica se encuentra estrechamente ligado a la
espectrometria de masas. Esta asociacion debe su éxito, en gran parte, al desarrollo de
las herramientas de espectrometria de masas que permiten, de forma masiva, identificar
y cuantificar miles de proteinas y sus modificaciones postraduccionales. La adquisicion
masiva de datos ha obligado al desarrollo paralelo y asociacion obligada de métodos
complejos de analisis de datos, proceso por el que se asignan los datos numéricos
observados en el instrumento a la identificacion de proteinas, empleando algoritmos
estadisticos (San Miguel-Hernandez et al., 2009; Altelaar et al., 2012).

El protocolo basico de protedmica parte de una muestra de células de la que
extraemos las proteinas de interés, pudiendo ser una fraccion (intra o extracelular) o el
proteoma al completo. A continuacién, y a fin de reducir la complejidad de las
proteinas, estas se dividen en fragmentos pequefios o péptidos, digiriendo las muestras,
normalmente con tripsina (corta sobre la lisina y la arginina, resultando en péptidos de
aproximadamente 10-15 aminoécidos). De esta forma, obtenemos fragmentos o
péptidos que son mas faciles de manejar por los equipos y de interpretar por los
programas de identificacion. Pero fragmentar las proteinas, al mismo tiempo incrementa
la complejidad de la muestra de modo exponencial, y es por lo que los equipos de masas
actuales combinan cromatografias de alta resolucion (UPLC) en forma de columnas
capilares (5 um de diametro), que son capaces de reducir la complejidad de las muestras
dando tiempo a los equipos de masas a analizar decenas de péptidos por segundo.
Ambas partes combinadas, la cromatografia (UPLC) y los espectrémetros de masas
(MS) forman el tandem UPLC-MS que permite el andlisis de miles de moléculas
(péptidos) a la hora, haciendo posible la identificacion y cuantificacion de
aproximadamente 3000-4000 proteinas en tan solo una hora de andlisis. Una vez
identificados y cuantificados los péptidos de nuestra muestra, el puzle se reconstruye
informéaticamente, uniendo todos los péeptidos pertenecientes a una misma proteina,

asignando una identidad y cantidad a la unidad (Figura 6).

De forma simplificada, los estudios de protedmica basicos son equivalentes a
realizar miles de western blots al mismo tiempo, con la ventaja de no necesitar un
conocimiento previo de la proteina que estamos buscando. El andlisis identifica y

cuantifica aleatoriamente todas las proteinas que los instrumentos son capaces de
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detectar, existiendo una correlacion directa entre el tiempo de analisis y el nimero de
identificaciones totales. Es decir, a mas tiempo empleemos en el analisis, mas proteinas
identificaremos (por supuesto existe un limite marcado por la calidad de la muestra y el

numero de proteinas totales contenidas en ella).

El objeto fundamental de la protedmica por espectrometria de masas es la
cuantificacion relativa de proteinas y esta puede dividirse en dos categorias principales:
cuantificacion con marcaje (SILAC, TMT, iTRAQ, etc.) y sin marcaje (Label free
quantification, LFQ). En las muestras marcadas, los péptidos derivados de la digestion
de las proteinas provenientes de las diferentes condiciones experimentales se etiquetan,
con moléculas quimicas distinguibles en el espectro de masas, y se mezclan en una
unica muestra en estadios tempranos del protocolo. De esta forma, se minimizan los
errores causados por la manipulacion del investigador y durante el andlisis en el
espectro de masas, puesto que todo el proceso se realiza sobre una muestra y
simultaneamente sobre todas las condiciones experimentales. Una vez analizadas en el
espectrometro de masas, en una Unica carrera, es facil distinguir la procedencia de los
péptidos en base a su marcaje inicial. Marcar las muestras, aunque incrementa el coste
inicial por la inversion en tiempo y las propias etiquetas quimicas, compensan la
inversion final con la reduccion significativa del tiempo de analisis en los instrumentos,
el cual suele ser el factor econdbmico mas importante. En comparacion, las
aproximaciones sin marcaje son las mas populares por su simplicidad, bajo coste inicial
y versatilidad, al no requerir mas que la extraccion de proteinas y digestion con
proteasas. Como principal desventaja, estas muestras deben procesarse y analizarse en
el espectrometro de masas por separado, por lo que requieren de mayor precision y
fiabilidad de los métodos de analisis, aunque hoy en dia son extremadamente fiables.
(Altelaar et al., 2012; Armenagud et al., 2012). En términos de coste, son mas
econdmicas que el marcaje si los experimentos constan de un numero de muestras
contenido (no mas de 10 muestras) pero en cuanto se supera este nimero, por simple
reduccion del tiempo de andlisis y los costes asociados, los marcajes son claramente

mas rentables.
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Figura 6. Flujo de trabajo de un experimento de proteémica, empleando la espectrometria
de masas. Las proteinas se extraen en solucién empleando tampones compatibles con todo el
proceso. A continuacién, las proteinas se digieren para obtener péptidos. Dependiendo del
objetivo final, estas mezclas se pueden enriquecer en péptidos modificados (fosforilacion,
metilacion, etc.), empleando resinas o anticuerpos especificos. O incluso es posible
fraccionar muestras complejas, a fin de reducir su complejidad e incrementar el nimero de
identificaciones/cuantificaciones. Las muestras prefraccionadas o enriquecidas se introducen
en el sistema cromatografico UPLC, para un paso de separacion adicional, con el fin de
reducir ain més su complejidad y ser analizados secuencialmente por el espectro de masas
(MS). EI MS registra la relacion masa/carga de cada péptido y es sometido a fragmentacion
a fin de elucidar su secuencia y, por tanto, proceder con su identificacion. EI conjunto de
masas del péptido y sus fragmentos se emparejan, mediante analisis bioinformético, con
secuencias de péptidos conocidas extraidas de las bases de datos publicadas. Los péptidos
identificados son cuantificados y agrupados acorde a la proteina a la que pertenecen para,
finalmente, con los datos de identificacion y cuantificacion proceder al analisis comparativo
de nuestras condiciones experimentales (Atelaar et al., 2012).
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5.3 AVANCES EN BIORREMEDIACION DE LA CONTAMINACION POR
PLASTICOS

En la revision bibliografica realizada, hemos encontrado varios estudios de
protedmica en el campo de la biorremediacion de plésticos. La mayor parte de ellos son
especificos, centrandose en una Unica especie 0 un Unico tipo de pléstico. De algunos de
estos estudios podemos extraer ciertas generalidades, puesto que la mayoria de las
clases de enzimas con capacidad degradadora anotadas en ellos corresponden a las
oxidorreductasas, hidrolasas y liasas. Sin embargo, la mayoria de los trabajos discute
enzimas especificas, dependiendo del organismo o del pléstico objeto de degradacion,
haciendo siempre referencia a una actividad muy concreta, lo que hace dificil pensar en
la existencia de rutas metabodlicas degradadoras del plastico, sea en uno 0 en
combinacion de varios organismos. Por ejemplo, Medi¢ et al., en un estudio llevado a
cabo en 2019, encuentran que la especie Pseudomonas aeruginosa degrada rapidamente
el aditivo 2,6-di-ter-butilfenol, con una capacidad de degradacion del 85% en 7 dias por
medio de la liberacion de mono y dioxigenasas. Mientras que, en un estudio posterior de
Tesei et al., sobre la capacidad de Knufia chersonesos de degradar poliésteres, las
protagonistas son las poliesterasas, lipasas y cutinasas principalmente (Tessei et al.,
2020). En conclusién, la clara especificidad de las enzimas producidas por los
microorganismos y el sustrato polimérico hace suponer que dichas proteinas se
encontraran altamente conservadas, lo que deja las puertas abiertas para encontrar
nuevos organismos degradadores de plasticos, que posean una o combinaciones de
varias de las enzimas degradadoras ya descritas. Un claro ejemplo lo encontramos en
una reciente publicacién (Zadjelovic et al., 2020) realizada sobre el género Alcanivorax,
un microorganismo intensamente estudiado por su capacidad para degradar el petréleo
en el ambiente marino. Los autores encontraron que Alcanivorax fue igualmente capaz
de degradar poliésteres e hicieron una descripcion exhaustiva de las proteinas

secretadas, empleando protedmica, y responsables de dicha actividad.

En base a todo lo expuesto, proponemos algunas lineas de investigacion futuras
que consideramos aportarian informacion relevante para impulsar el campo de la

biodegradacion de los plasticos.
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1. Meétodo de cribado de organismos con capacidad degradadora conocida.
Los diversos estudios realizados hasta el momento en biodegradacion de
plasticos nos permiten generar una base de datos de proteinas degradadoras y
sus secuencias, 0 lo que podriamos denominar el meta-degradoma. Asumiendo
que estas proteinas, debido a su elevada especificidad por el sustrato, se
encuentran altamente conservadas, podemos realizar una busqueda dirigida de
proteinas degradadoras conservadas en muestras ambientales, conteniendo
multiples organismos desconocidos. A fin de incrementar las probabilidades de
encontrar organismos degradadores de plasticos, estas muestras pueden ser
extraidas de ambientes naturales contaminados, en presencia de residuos
plasticos o derivados del petroleo. Aun asi, consideramos que es importante
explorar también ambientes no contaminados, en busca de microorganismos
minoritarios o latentes que, sobreviviendo de moléculas naturales parecidas a los
plasticos, poseen capacidades degradadoras. En este punto, cabria la posibilidad
de incubar las muestras en presencia de mezclas de plasticos biodegradables, a
fin de enriquecer los microorganismos minoritarios. Considerando que los
microorganismos secretan las enzimas para llevar a cabo la degradacion de los
plasticos, proponemos concentrar el contenido proteico extracelular a partir de
lavados y concentrados de tierras 0 agua de mar, de ambientes limpios y
contaminados. A continuacion, mediante protedmica dirigida, identificar solo las
proteinas conocidas degradadoras, como indicadores de la capacidad
degradadora de los extractos. Aquellos extractos que resulten positivos se
emplearan para realizar cribados mas exhaustivos e incluso identificar el o los
microorganismos responsables de la actividad. Este método seria una
aproximacion novedosa en el campo de la biorremediacién, que permite analizar
un gran numero de muestras en poco tiempo, confiando en la conservacion
evolutiva de las proteinas degradadoras y la presencia ubicua de todos los

microorganismos.

2. ldentificacion de las enzimas o rutas metabdlicas involucradas en la
degradacion de mezclas complejas de microorganismos. A partir de las
muestras con actividad biodegradadora del cribado anterior, proponemos definir
el proteoma responsable de dicha actividad. El primer paso consiste en obtener

las secuencias de sus proteomas, existentes en las bases de datos, para crear un
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meta-proteoma, es decir, la combinacion de todos los proteomas. Para ello es
imprescindible proceder a su identificacion mediante secuenciacion genémica,
por ejemplo, por secuenciacion del ARN ribosémico 16S. En los pasos iniciales
el meta-proteoma se puede construir en lotes reducidos de organismos,
simplificando las busquedas bioinformaticas, e ir progresivamente refinando las
futuras busquedas, incluyendo en nuestro meta-proteoma solo los proteomas que
resulten dominantes. MetodolGgicamente, los extractos de microorganismos se
cultivaran en ambientes que simulen su estado natural (agua de mar o tierra), en
dos condiciones: afiadiendo un contaminante plastico simple y soluble o sin él.
Aquel organismo que use el plastico como fuente de carbono progresard y
adaptara su proteoma para aprovechar los recursos existentes. Los analisis se
podran realizar a nivel del proteoma extracelular (secretoma) o el intracelular
(proteoma). Este método nos ayudard a confirmar la identidad de los
microorganismos degradadores, a evaluar comunidades complejas con
potenciales colaboraciones tréficas e identificar la activacion de rutas

metabdlicas si existieran.

Proteinas esenciales para la formacién de biofilms. El primer paso en
cualquier proceso de biodegradacion es la colonizacion del material y la
formacion de biofilms. Es un evento esencial puesto que los microorganismos
necesitan estar adheridos al plastico para poder llevar a cabo su funcién
degradadora. Sin embargo, no existen estudios, al menos acorde a nuestro
conocimiento, que hayan estudiado en detalle los mecanismos moleculares
necesarios para el establecimiento de biofilms. En este experimento proponemos
elucidar los mecanismos moleculares, que emplean los microorganismos
degradadores, en los estadios tempranos (establecimiento) y tardios (trafico de
enzimas y nutrientes entre el sustrato y la célula). Para ello, cultivaremos un
microorganismo degradador conocido en suspensién en presencia de una lamina
de pléastico, que sea capaz de degradar. En un primer paso, estableceremos el
tiempo necesario para que el organismo se adhiera a la superficie determinando
los tiempos tempranos y tardios, acorde al ratio de organismo libre/adherido y la
formacion de matriz extracelular. A continuacion, extraeremos todas las
proteinas adheridas a la superficie (extra e intracelulares) a fin de proceder a su

identificacion y cuantificacion. Estos proteomas seran comparados contra los
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organismos libres o sobre sustratos no plasticos, bajo exactamente las mismas
condiciones experimentales. Las proteinas que se expresen de forma diferencial
seran aquellas que de alguna forma participen en el establecimiento del biofilm,
la degradacion o el trafico de nutrientes y enzimas. Ademas de la informacion
que aportaria este experimento en el campo de la biodegradacion, cabe destacar
que estos resultados resultarian de sumo interés en otros ambitos como el
sanitario, donde la prevencion de la formacion de biofilms bacterianos en
superficies plasticas (como pueden ser los catéteres) es de gran interés, por el
riesgo que ello supone para la salud de los pacientes (por ejemplo, con cancer),

provocando serias complicaciones adicionales.

6. CONCLUSIONES

En los Gltimos afios, la produccion industrial de plasticos ha ido en aumento vy,
en consecuencia, la tasa de liberacion de estos contaminantes al medio es cada vez
mayor, provocando graves problemas de contaminacion ambiental. En el medio natural
existen microorganismos capaces de degradar parcialmente algunos de estos plasticos a
través de la liberacion de enzimas especificas. Estos procesos de biodegradacion son
complejos y, por tanto, dificiles de estudiar en profundidad. Una herramienta muy Util
para el estudio de sistemas complejos es la protedmica, basada en la espectrometria de
masas. Por medio de andlisis protedmicos, se han identificado algunas de las proteinas
clave, implicadas en los procesos de biodegradacion de plasticos, abriendo nuevas
posibilidades para descubrir mas microorganismos degradadores. La protedmica
aplicada a la biorremediacion nos permitird responder a preguntas de interés en el
campo de los plasticos. Con esta revision pretendemos aportar ideas aplicadas a futuras
investigaciones en biorremediacion, que profundicen en el estudio de los
microorganismos, sus rutas metabolicas y proteinas con capacidad degradadora de

plasticos, empleando para ello la protedmica.

7. CONCLUSIONS

Industrial production of plastics has been increasing in recent years and linked to
this, the release rate of these pollutants to the environment has been growing, which

leads to serious environmental contamination. There are microorganisms in the nature
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capable of degrading some of these plastics by the release of specific enzymes. These
biodegradation processes are complex and therefore difficult to study in detail. Mass
spectrometry-based proteomics provides us with useful tools to investigate complex
biological protein systems. Proteomics research has identified key proteins involved in
plastic biodegradation, opening new perspectives to discover novel microorganisms.
Proteomics applied to the plastic biodegradation enable us to respond key question in
the field. This review aims to contribute with ideas for future plastic bioremediation
research focused on the microorganism, their metabolic routes and enzymes using

proteomics technology.
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