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Resumen

La contaminacién por pldsticos ha generado un grave problema medioambiental
debido a su lenta degradacién y progresiva acumulacién, ante la ausencia de métodos
eficaces para su eliminacién. En los dltimos afios, se han llevado a
cabo muchos estudios encaminados ala busqueda de microorganismos con capacidad
degradadora de estos residuos. Paralelamente, se han desarrollado alternativas para reducir
su produccidn y reemplazarlos por polimeros biodegradables, mas respetuosos con el medio
ambiente. Este estudio comprende, por un lado, la realizacion de un screening
de microorganismos potencialmente degradadores de plastico,a partir de muestras
obtenidas en ambientes contaminados por estos residuos y, por otro, evaluar las
alteraciones producidas sobre polimeros biodegradables (PCL y PHBV) por algunas de las
cepas aisladas. Los diferentes cribados llevados a cabo mediante la técnica de zonas claras
permitieron obtener un total de 6 aislados bacterianos (A4, A6, A7, A8, A9 y A10)
productores de esterasas/lipasas, de los cuales 5 (A4, A7, A8, A9 y A10) también fueron
capaces de degradar Policaprolactona (PCL) en medio sélido. Los estudios realizados en
medio liquido mostraron que 2 de las cepas preseleccionadas (A8 y A9) fueron capaces de
producir alteraciones sobre las ldminas de Polihidroxibutirato-valerato (PHBV), como reveld

el analisis espectroscopico (ATR-FTIR) de las mismas.

Palabras clave: biodegradacion, polimeros plasticos, microorganismos.

Abstract

Plastic pollution has generated a serious environmental problem due to its slow
degradation and progressive accumulation, in the absence of effective methods for its
elimination. In the past few years, many studies have been carried out in the search for
microorganisms with the capacity to degrade these wastes. At the same time, alternatives
have been developed to reduce their production and replace them with more
environmentally friendly biodegradable polymers. This study comprises, on the one hand,
the screening of potentially plastic-degrading microorganisms from samples obtained in
environments contaminated by these wastes and, on the other hand, the evaluation of the
alterations produced on biodegradable polymers (PCL and PHBV) by some of the isolated

strains. The different screenings carried out using the clear zone technique yielded a total of
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6 bacterial isolates (A4, A6, A7, A7, A8, A9 and A10) producing esterases/lipases, of which 5
(A4, A7, A8, A9 and A10) were also capable of degrading Polycaprolactone (PCL) in solid
medium. Studies performed in liquid medium showed that 2 of the pre-selected strains (A8
and A9) were able to produce alterations on Poly-hydroxy-butyrate-valerate (PHBV) films, as

revealed by spectroscopic analysis (ATR-FTIR) of these films.

Key words: biodegradation, plastic polymers, microorganisms.

1. Introduccion

1.1. Los residuos plasticos y su biodegradacion

Los primeros polimeros pldsticos llegaron a nuestras vidas en los afios 50 y, desde
entonces, su produccidn industrial ha alcanzado un valor acumulado que supera los 8.300
Mt, de los cuales, 6.300 Mt son residuos plasticos (Al-Tohamy et al., 2023). Aunque en 2020
se produjo una ralentizacion como consecuencia de la pandemia del COVID-19, Ia
produccién mundial de polimeros derivados de petréleo ha continuado su escalada hasta
alcanzar los 390,7 Mt en 2021, de los cuales, 57,2 Mt se han generado en Europa

(https://plasticseurope.org) (Fig. 1). Se estima que para el 2035 su produccién se duplicara

(800 Mt aproximadamente), alcanzando las 1.231 Mt para el aifio 2060 (The Organisation for
Economic Co-operation and Development, 2022), lo que representaria una produccién

mundial acumulada de 34.000 Mt (Shilpa et al., 2022).

Figura 1.- Estimacion de
. la produccion mundial
3% de plasticos para el afio

- 2021 y sus principales
América del Norte' EU27+3 China productores.
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polimeros que no se
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Oriente Medio, Africa 179 transformacion de
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*Incluida la produccion de plasticos a partir de la polimerizacion y la produccidon de plasticos reciclados
mecanicamente.

**Solo termopldsticos y PUR.

1. Canada, México y Estados Unidos.

2. Comunidad de Estados Independientes: Azerbaiyan, Armenia, Bielorrusia, Kazajistan, Kirguistan, Moldavia,
Rusia, Tayikistan, Turkmenistan, Uzbekistdn y Ucrania (https://plasticseurope.org).
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Hasta ahora, sdélo el 9% de los residuos plasticos son reciclados, mientras que el 12%
son quemados, con o sin recuperacion de energia. El resto, (79%) terminan en vertederos o
en el medioambiente, donde persisten durante afios o, incluso, centurias (Chamas et al.,
2020). Ademas, los plasticos son transportados a través del aire y corrientes de agua, de ahi
que, muchos ecosistemas del mundo (océanos, aguas dulces, manglares, arrecifes de coral,
suelos agricolas y forestales, regiones polares, atmdsfera) se encuentren amenazados por la
contaminacién por plasticos, afectando negativamente no sélo la vida salvaje de la biosfera
sino a la propia salud humana (Cai et al., 2023; Jiménez et al., 2022). Surge, por tanto, la
urgente necesidad de afrontar la problemdtica relativa al uso y gestiéon de los desechos
plasticos, la cual requiere un esfuerzo combinado de publico, industria y gobierno, es decir,
resulta necesario reducir el consumo de plasticos, encontrar, siempre que sea posible,
alternativas mas sostenibles a los mismos y mejorar la recuperaciéon y el reciclaje de los
desechos generados (Peng et al., 2023). Idealmente, deberia poder reciclarse cerca del 100%
de los desechos plasticos, lo cual resultaria esencial para la transicién de la economia lineal
actual, en la que los productos plasticos derivados de combustibles fésiles se desechan
después de su uso, hacia una economia circular, en la que el plastico es un recurso que se

puede reciclar indefinidamente (Fig. 2).
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plasticos son la eliminacién en vertederos, la incineracién y el reprocesamiento mecanico si
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bien, ninguno de ellos, permite eliminar de forma permanente los problemas ambientales

ocasionados por éstos (Al-Tohamy et al., 2023; Li et al., 2023) (Fig. 3).
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Figura 3.- Métodos tradicionales y nuevas vias para la eliminacion de plasticos ( Li et al., 2023).

Al contrario, su aplicacion tiene graves consecuencias, tanto sobre el medio ambiente
como sobre el propio producto; por ejemplo, en los vertederos, a través de la contaminacién
cronica de suelos, aguas subterrdneas, etc.; en la incineracion se liberan gases nocivos como
CO, furanos, dioxinas y compuestos organicos volatiles; y en el reprocesamiento mecanico,
ademads de requerir una clasificacién previa, se dafan las prestaciones mecanicas del

producto (Li et al., 2023) (Fig. 4).

En los ultimos afios, han surgido estrategias alternativas para la gestion de los
residuos plasticos que son mas respetuosas con el medio ambiente, mdas productivas e
incluso pueden convertir los plasticos en productos de alto valor afiadido (Li et al., 2023). La
introduccidn, que se ha producido recientemente, del modelo de economia circular en la
industria del plastico sugiere un reciclado efectivo y eficiente del desecho plastico generado

después de su vida util (Shamsuyeva & Endres, 2021).

Se han descrito dos estrategias importantes para el reciclado de los residuos
plasticos: el “reciclado cerrado” (las propiedades inherentes del plastico no sufren un

III

cambio significativo y puede ser reutilizado) y el “reciclado abierto” (las propiedades del
pladstico cambian y no pueden ser utilizado con los mismos fines anteriores) y, para su
realizacion, las principales tecnologias disponibles son: 1) Reciclaje mecanico (no cambia
significativamente la estructura quimica de un polimero); 2) Reciclado quimico o de materia

prima (despolimerizacién del polimero y reciclado de sus componentes); 3) Reciclado fisico



(recuperacion del pldstico sin cambiar su estructura quimica); 4) Reciclaje bioldgico u
organico (tratamiento aerdbico o anaerdbico de residuos plasticos biodegradables en
condiciones controladas utilizando microorganismos que dan como resultado residuos
organicos estabilizados y gases diversos (CO2, CHa y H20): Norma I1SO 15270); 5) Valorizacion
energética (produccion de energia mediante combustion directa y controlada) (Shamsuyeva

& Endres, 2021).
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Figura 4.- Potenciales efectos ecotoxicolégicos derivados del tratamiento de los residuos plasticos mediante
las estrategias de vertido e incineracién (Al-Tohamy et al., 2023).

De acuerdo con la definicion anterior, el reciclaje biolégico no produce ningun
subproducto plastico que pueda ser reprocesado (Shamsuyeva & Endres, 2021) si bien, una

variante de este, denominada tratamiento enzimatico (o biorreciclado), es utilizado
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actualmente en el proceso de reciclaje del PET o tejidos mixtos, facilitando la recuperacién
de fibras de poliéster presentes en dicho tejido (poliéster/lana o poliéster/algoddn/lana)
(Navone et al., 2020). Asimismo, mediante diferentes reacciones enzimaticas, los polimeros
plasticos podrian ser fragmentados en sus mondmeros, sin degradar el material, lo que
permitiria su repolimerizacidon en plastico de grado virgen (Lu et al., 2022; Tournier et al.,
2020). En este contexto, una ventaja adicional que ofrecen estos procesos es que, dadas las
caracteristicas de las reacciones enzimaticas (temperatura y presiéon fisioldgicas), las
demandas de energia requeridas son bastante limitadas (Sanluis-Verdes et al., 2022; Yoshida
et al., 2016), haciéndolo mas respetuoso con el medio ambiente. En teoria, un proceso de
biorreciclaje alcanzaria su madximo potencial cuando fuera posible la utilizacion de un céctel
de enzimas que permitiera seleccionar y reciclar una gran variedad de polimeros plasticos,
reduciendo los costos y acelerando el proceso (eliminando etapas previas del procesamiento
del residuo) (Peng et al., 2023). Obviamente, la biodegradabilidad del polimero plastico es el
principal criterio para la aplicacion de esta estrategia y, puesto que muchos de estos
polimeros no son biodegradables, (por ejemplo, Polietileno, Polipropileno, Poliestireno y

Cloruro de Polivinilo) su aplicabilidad es aun muy limitada (Shamsuyeva & Endres, 2021).

En la actualidad, se contemplan dos escenarios para superar estos problemas: el
primero de ellos seria la utilizacion de biopolimeros plasticos (tanto de base biolégica como
biodegradables), en cuya investigacién se invierten gran cantidad de recursos (por ejemplo,
Polihidroxialcanoatos microbianos, PHA). Sin embargo, existen obstaculos (altos costos de
produccién, fluctuaciones en su calidad, etc.) que impiden la sustitucién frente a los de
origen petroquimico. El segundo escenario contempla la necesidad de afrontar la

biodegradacion de los petroplasticos actuales (Koller et al., 2023).

La mayoria de las enzimas descritas con actividad “despolimerizante” sobre
diferentes tipos de plasticos, se incluyen en el grupo de las hidrolasas de éster carboxilico
(por ejemplo, Lipasas, Esterasas, PETasa), es decir, enzimas que hidrolizan los enlaces éster,
constituyentes principales de los plasticos hidrolizables (por ejemplo, Tereftalato de
polietileno-PET) (Peng et al., 2023). Sin embargo, esta situacién ha cambiado
significativamente en los ultimos afos dado que, recientemente, se han descrito algunas
bacterias y hongos capaces de degradar algunos de los denominados pldsticos no

biodegradables (Sanluis-Verdes et al., 2022; Y. Zhang et al., 2022; Z. Zhang et al., 2022). De



ahi que, desde un punto de vista biotecnoldgico, las empresas actualmente dedicadas al
biorreciclaje de PET y otros poliésteres, deberan incluir dentro de sus objetivos inmediatos el

tratamiento de los pldsticos C-C mas recalcitrantes (Peng et al., 2023).

En resumen, es necesario superar estos cuellos de botella existentes mediante
avances en el conocimiento sobre la microbiologia de la biodegradacién de estos polimeros y
sus perspectivas biotecnoldgicas. Asimismo, es preciso descubrir nuevas y potentes cepas
que alberguen las enzimas necesarias que permitan el ataque y biodegradacién de tales
polimeros, asi como la elucidacion holistica de las vias metabdlicas y enzimas implicadas, asi
como su actividad y estabilidad, la identificacion de genes y estrategias moleculares
necesarias para obtener biocatalizadores especificos, y otras estrategias de biologia

biosintética, apoyadas en herramientas bioinformaticas (Koller et al., 2023).

1.2. Microorganismos degradadores de plastico

La acumulacién de residuos pldsticos ha despertado gran interés en la comunidad
cientifica, sobre todo por las condiciones extraordinarias necesarias para llevar a cabo la
biodegradacién de dichos polimeros y, por supuesto, por los microorganismos responsables
del proceso (Sharma & Neelam, 2023). En la actualidad, muchos contaminantes toxicos
xenobidticos presentes en el medio ambiente son eliminados mediante procesos de
biodegradacion por microorganismos, dadas sus claras ventajas frente a los procesos fisicos

o quimicos (Bhatt et al., 2022).

Es conocido que los microorganismos presentan una gran diversidad metabdlica v,
por tanto, un gran poder de adaptacion a diversos ambientes naturales y artificiales
contaminados. Obviamente, aquellos cuyas rutas metabdlicas permitan la colonizacion de
tales nichos ecoldgicos, son indicativos de su enorme potencial metabdlico y, por tanto,

atractivos desde un punto de vista biotecnolégico (Moharir & Kumar, 2019).

Desde la descripcion en 1974 del primer microorganismo (Aureobasidium pullulans)
capaz de biodegradar un polimero plastico sintético (Policaprolactona) (Fields et al., 1974),
se han descrito mas de 400 especies microbianas que muestran la capacidad de degradar
diferentes tipos de plasticos (Tabla 1) (Gambarini et al., 2022). De los tres grandes grupos de
microorganismos, arqueobacterias, bacterias y hongos, las primeras han sido las menos

estudiadas, aunque, recientemente, (Jin et al., 2022), han descrito la biodegradacién de



plasticos biodegradables por algunas especies de Methanothermobacter. Aun asi, el papel de

las arqueobacterias en la biodegradaciéon de plasticos es escaso y debe ser explorado

profundamente (Kour et al., 2022).

Tabla 1.- Relacion de algunas cepas bacterianas degradadoras de polimeros plasticos descritas en la bibliografia

(Kour et al., 2023).

Microorganismo
degradador

Tipo de plastico degradado

Microorganismo
degradador

Tipo de plastico
degradado

Achromobacter spp.

Polietileno de baja densidad

Pseudomonas fluorescens

Polietileno de baja
densidad

Acinetobacter ursingii

Polietileno de baja densidad

Pseudomonas knackmussii

Polietileno (PE)

Bacillus licheniformis

Polietileno (PE)

Pseudomonas putida

Polietileno (PE)

Bacillus spp. Polietileno de baja densidad | Pseudomonas spp. Polietileno (PE)

Bacillus spp. Polietileno (PE) Pseudomonas spp. Polietileno de baja
densidad

Bacillus subtilis Policaprolactona (PCL) Pseudoxanthomonas spp. Bisfenol-A
policarbonato

Bacillus subtilis Polietileno (PE) Ralstonia spp. Polietileno (PE)

Bacillus subtilis Polietileno de alta densidad | Rheinheimera spp. Polietileno de baja
densidad

Bacillus subtilis Polietileno de baja densidad | Shewanella spp. Polietileno de baja
densidad

Enterobacter spp. Polietileno (PE) Staphylococcus spp. Polipropileno

Ideonella sakaiensis Polietileno teleftarato Stenotrophomonas pavanii | Polietileno tereftalato

Micrococcus spp.

Polietileno de baja densidad

Stenotrophomonas spp.

Polietileno de baja
densidad

Oceanimonas spp. Polietileno de baja densidad | Streptomyces spp. Polietileno (PE)

Paenibacillus spp. Polietileno de baja densidad | Streptomyces spp. Polietileno de baja
densidad

Pseudomonas Polietileno de baja densidad | Thermobifida fusca Polietileno tereftalato

aeruginosa

Pseudomonas Polietileno (PE) Vibrio spp. Polietileno de baja

aeruginosa densidad

En los ultimos afos, las bacterias han emergido como agentes excelentes para la

degradacion de sustratos plasticos. De hecho, la aplicaciéon de bacterias terméfilas se ha

revelado como una estrategia de tratamiento muy beneficioso, entre otras razones porque a

estas temperaturas los microorganismos mejoran la biodisponibilidad de los polimeros

(Ahmed et al., 2018).
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De todas las bacterias descritas hasta ahora, Ideonella sakaiensis es la que ha
mostrado los mejores resultados y, por ello, la que se ha estudiado con mayor detalle. La
cepa I. sakaiensis 201-F6s, aislada en un vertedero en 2016 y es capaz de utilizar eficazmente
el plastico tereftalato de polietileno (PET) como fuente de carbono (Son et al., 2019; Yoshida
et al., 2016). Otro ejemplo, y uno de los microorganismos mas relevantes en los consorcios
marinos, es el género Alcanivorax, capaz de llevar a cabo descomposicion de contaminantes
basados en hidrocarburos del petréleo (Zadjelovic et al., 2020). Esta bacteria es cosmopolita
y se adapta rdpidamente a la presencia de petréleo, lo cual le otorga una ventaja
competitiva ecoldgica y la hace ideal para la degradacién de polimeros responsables de la
contaminacién. Estos factores indican que el género Alcanivorax podria constituir la base de
nuevas estrategias biotecnolégicas para acelerar el proceso de reparacion ambiental

(Cappello & Yakimov, 2010; Zadjelovic et al., 2020).

Por su parte, los hongos se han revelado también como un biorecurso, cada vez mas
importante, para la biodegradacién de los plasticos. Cosgrove et al. (2007) fueron los
primeros en describir la presencia de comunidades fungicas en la superficie de plastico de
tipo poliuretano. Desde entonces, se han desarrollado muchos estudios que muestran la

degradacion de distintos plasticos por diferentes especies de hongos (Kour et al., 2023)

1.3. Fases de la biodegradacion de los plasticos

Antes de iniciar la biodegradacién, los microorganismos deben establecer una
estrecha relacion con el sustrato polimérico y generar las condiciones idoneas para su
degradacion. La colonizacién de la superficie de los plasticos por microorganismos se
produce de forma eficaz a través de la formacidn de biopeliculas, constituidas por bacterias
u hongos (Delacuvellerie et al., 2019). Una biopelicula se puede definir como un consorcio
de bacterias que esta formado por un grupo ordenado de microorganismos, los cuales viven
dentro de una matriz polimérica sintetizada por ellos mismos (Rather et al., 2021). Sin
embargo, la colonizacién de la superficie y la naturaleza del microorganismo no son, por si
solos, suficientes para que se produzca la degradacién del polimero; el tipo de plastico, las
condiciones fisicoquimicas y la degradacion ambiental, entre otros, son factores abidticos

claramente decisivos (Atanasova et al., 2021).
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Una vez consolidada la biopelicula, si se dan las condiciones adecuadas, comienza el
proceso de degradacion, el cual tiene lugar en cuatro fases claramente diferenciadas:
biodeterioro, biofragmentacién, asimilacién y mineralizacién (Fig. 5) (Glaser, 2019). La fase
de biodeterioro se refiere al conjunto de modificaciones que ocurren en las propiedades
fisicas, quimicas y mecanicas del polimero como consecuencia del crecimiento microbiano,
es decir, tras la adherencia de los microorganismos a la superficie plastica y posterior
formacion de la biopelicula. La secrecidon de sustancia poliméricas extracelulares (EPS) y el
crecimiento microbiano representan etapas cruciales en el ataque al polimero plastico,
aunque en condiciones naturales, esta fase suele venir precedida por una etapa de
degradacion abidtica como resultado del efecto de factores ambientales: fotodegradacion,
degradacion térmica, mecanica y/o quimica (Emadian et al., 2017; Ganesh Kumar et al.,
2020). La fase de biofragmentacion o despolimerizacidn, consiste en la escisiéon de los
polimeros plasticos en mondmeros y es debida a la rotura de enlaces por la acciéon de
enzimas producidas por los microorganismos (Shah et al., 2008; Soledad Pazos et al., 2020).
Cuando se trata de entornos naturales, una condicidon previa decisiva es que exista un
contacto estrecho entre el plastico y las exoenzimas activas liberadas por estos
microorganismos. Estas enzimas se pueden dividir en dos grandes grupos: esterasas y lipasas
(Glaser, 2019; Sandoval Herrera & Bermudez Morera, 2021). Por ultimo, en las etapas de
asimilacidon y mineralizacidn, los productos de fragmentacién que se producen en la fase
anterior atraviesan la membrana celular y se incorporan al metabolismo microbiano, ya que
estos pueden ser utilizados como fuente de carbono o energia (Magalhdes et al., 2021). La
etapa de mineralizacidon da como resultado CO, H,O y biomasa en condiciones aerobias, o
CO,, Hy0, CHs y biomasa en condiciones anaerobias. Por tanto, la cuantificacion de la
concentracion de CO; liberado permite el seguimiento del proceso de biodegradacién

(Emadian et al., 2017; Ganesh Kumar et al., 2020).
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Figura 5.- Representacion esquematica de las etapas del proceso de biodegradacion de plasticos (elaboracion

propia).

1.4. Polimeros plasticos biodegradables

Aunque, actualmente, es posible degradar los residuos presentes en el medio ambiente,
persiste la preocupacién por los problemas ambientales derivados de su continua
acumulaciéon. Como consecuencia de ello, en los ultimos afos, se han desarrollado
diferentes alternativas que tienen como finalidad reducir la produccién de plasticos
convencionales, remplazandolos por polimeros biodegradables; mas respetuosos con el

medio ambiente (Alvarez da Silva, 2016; Segura et al., 2007; Tapia & Belalcazar, 2020).

Dichos polimeros, aunque mantienen sus propiedades durante el periodo de
utilizacidn, llegado el momento de su descomposicidn son atacados por los microrganismos,
produciendo cambios en su estructura que originan compuestos compatibles con el medio
ambiente (Kabir et al., 2020). Sin embargo, reemplazar polimeros sintéticos derivados del
petrdleo por aquellos que se degraden por medio de la biota es un proceso complejo, dadas
las propiedades de los nuevos materiales (resistencia, termoplasticidad y durabilidad) (Tapia

& Belalcazar, 2020).

Existen diferentes tipos de polimeros biodegradables dependiendo de su origen
(Alvarez da Silva, 2016; Guan et al., 2020): a) Polimeros naturales (derivados de celulosa,

almidon, proteinas, o de sintesis microbiana, como es el caso del Polihidroxibutirato-valerato
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(PHBV)); b) Polimeros naturales modificados (Acetato de celulosa, polialcanoatos); c)
Materiales compuestos que combinan particulas biodegradables (por ejemplo, almidén,
celulosa regenerada, gomas naturales) con polimeros sintéticos (mezclas de almiddn-
poliestireno o almidén-policaprolactona); d) Polimeros sintéticos (poliésteres, poliuretanos,
etc). Este tipo de polimeros son obtenidos por reacciones quimicas de polimerizacién de

mondmeros procedentes de derivados del petréleo o de fuentes renovables.

Los polimeros de sintesis microbiana se han convertido en un potencial sustituto de
los plasticos convencionales, ya que presentan propiedades muy similares y la gran ventaja
de ser degradados por las bacterias que los producen, y por otras bacterias, hongos y algas.
En concreto, el Polihidroxibutirato-valerato (PHBV) (producido por Ralstonia eutropha) es un
copolimero biodegradable que pertenece a la familia de los polihidroxialcaonatos (PHAs), y
se conoce comercialmente como Biopol (Jost & Langowski, 2015; Meereboer et al., 2020;
Tapia & Belalcazar, 2020). Se trata de un copolimero formado por mondmeros de acido 3-
hidroxibutanoico y acido 3-hidroxipentanoico unidos por un enlace éster. Sin embargo,
presenta propiedades diferentes a los plasticos derivados del petrdleo, como una baja
estabilidad térmica, fragilidad o un procesado complejo. De ahi la necesidad de afadir
distintos agentes plastificantes (compatible y biodegradable) que le permitan mantener sus
caracteristicas. Sin embargo, a pesar de la versatilidad de este biopolimero, la problematica
gue presenta es el alto coste de sus sustratos, lo cual incide su precio final (Jost & Langowski,
2015; Li et al., 2021; Meereboer et al., 2020). La Policaprolactona (PCL) por su parte es un
polimero sintético de origen fosil biodegradable, perteneciente a la familia de los poliésteres
alifaticos, siendo su unidad monomeérica la e-caprolactona. No obstante, la biodegradacién
de la PCL es de larga duracién y sus tiempos de degradacidén pueden tardar meses o afios.
Para determinar este tiempo, hay que tener en cuenta su peso molecular, el grado de
cristalinidad, su morfologia y las condiciones ambientales en el momento de la degradacién

(Suzuki et al., 2021; Tapia & Belalcazar, 2020).

En definitiva, la fabricacién de estos polimeros a partir de recursos renovables los
convierte en sustitutos idéneos de los polimeros derivados del petréleo si bien, su
produccién, es claramente inferior a la de plasticos sintéticos. Ademas, no todos los
bioplasticos son biodegradables, por lo que su remplazo definitivo necesita ser confirmado

en detalle. (Narancic et al., 2018; Sin & Tueen, 2019).
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2. Objetivos

En este trabajo planteamos como objetivo general buscar y aislar microorganismos
potencialmente degradadores de plastico presentes en diferentes nichos ecoldgicos. Como
hipdtesis de partida, buscaremos microorganismos degradadores de pldsticos en ambientes
compuestos por materiales plasticos o derivados, empleando como método de seleccidn su
capacidad para degradar sustratos poliméricos. Para la consecucién del objetivo general, se

abordaran como objetivos especificos los siguientes:

1. Analizar la actividad esterasa/lipasa de los microorganismos mediante el uso de un

medio suplementado con tributirina.

2. Aislar microorganismos degradadores de polimeros biodegradables (sintesis quimica)
en un medio suplementado con Policaprolactona (PCL) y de polimeros no
biodegradables (derivados del petréleo) en un medio suplementado con polietileno

(PE).

3. Evaluar la capacidad de alteracidon de polimeros biodegradables (sintesis microbiana)
en un medio liquido suplementado con Polihidroxibutirato-valerato (PHBV), de los

microorganismos aislados anteriormente.

3. Material y Métodos

3.1. Muestras y procedimiento de muestreo

En este trabajo se recolectaron muestras de diferentes ambientes (Tabla 2) que
consideramos propicios para el cribado de microorganismos degradadores de plasticos,
debido a la presencia de diversos tipos de plasticos y/o compuestos quimicos relacionados
con estos, como hidrocarburos. El muestreo se llevé a cabo mediante diferentes técnicas en
funcién del tipo de muestra: hisopado en el caso de superficies, sedimentacion para
muestreo de aire o con recipientes estériles en otro tipo de muestras. Ademas de los
microorganismos obtenidos a partir de estas muestras, en el presente trabajo se utilizé,
como control positivo, una bacteria marina del género Alcanivorax (cepa Alcanivorax spp.
24, aislada de residuos pldsticos), capaz de degradar hidrocarburos de petrdleo y el poliéster

sintético Policaprolactona (PCL), entre otros (Zadjelovic et al., 2020).
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3.2. Aislamiento de microorganismos potencialmente degradadores de
plastico

3.2.1. Aislamiento de microorganismos con actividad esterasa/lipasa

Las muestras descritas en el apartado anterior fueron sometidas a un cribado de
microorganismos con actividad esterasa/lipasa. Para ello, se empleé el medio Agar
Tributirina (TbA) modificado de Rodriguez Martin (2021), que fue inoculado a partir de
dichas muestras tal y como se indica en la Tabla 2. La composicién del medio TbA fue la
siguiente: tributirina (Sigma-Aldrich), 10 ml/L; Tween 80 (Sigma-Aldrich), 1 ml/L; extracto de
levadura (Labkem), 10 g/L; y agar bacteriolégico (Panreac), 15 g/L. Se realizaron dos
versiones de este medio, la original ya descrita y otra en la que se sustituyd el extracto de

levadura por caldo marino, 37 g/L (Sigma), para favorecer el crecimiento de Alcanivorax spp.

Una vez inoculadas, las placas de TbA fueron incubadas a 28°C y revisadas
periddicamente, cada 24 h, para detectar la presencia de microorganismos productores de
actividad esterasa/lipasa. Estos pueden identificarse facilmente, ya que sus colonias

aparecen rodeadas de halos transparentes debido a la hidrdlisis de la tributirina.
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Tabla 2.- Relacion de muestras empleadas para el aislamiento de microorganismos degradadores de plasticos.

Muestra Tipo de muestra / localizacion Técnica de muestreo / aislamiento
M1 Contenedor de reciclaje de plastico (San Benito, La Laguna). Muestreo de la superficie del interior del contenedor con un
hisopo estéril y siembra en TbA.
M2 Recipiente de plastico, tipo pulverizador para riego, con signos de deterioro debido a Raspado de la superficie deteriorada con una espatula estéril y
factores abidticos (Facultad de Farmacia, ULL, La Laguna). siembra de los fragmentos de plastico en TbA.
M3 Cultivos de muestras ambientales incubados durante 1 afio en presencia de diversos tipos de Siembra directa (en césped) en TbA.
plasticos, a 28°C y agitacion (Area de Microbiologia, ULL, La Laguna).
M4 Agua contenida en el interior de un recipiente de plastico, tipo pulverizador para riego Siembra directa (en césped) en TbA.
(muestra M2).
M5 Suelo de jardin contaminado con residuos plasticos (Facultad de Farmacia, ULL, La Laguna). Siembra directa en TbA.
M6 *Lodo activado de filtros de membrana de la estacién depuradora de aguas residuales Diluciones seriadas y siembra en TbA a partir de las diluciones 107,
(EDAR) de Valle Guerra (La Laguna). 10°y 10°°.

M7 Tanque de combustible de un coche de gasolina. Muestreo de superficie en la boca del depdsito con un hisopo
estéril y siembra en TbA.

M8 Muestra de aire en las inmediaciones de un contenedor de reciclaje de plastico (Facultad de Muestreo por sedimentacion en TbA.

Farmacia, ULL, La Laguna).
M9 Muestra de aire en el laboratorio del Area de Microbiologia (ULL, La Laguna). Muestreo por sedimentacion en TbA.
mM10 Contaminacién fortuita de placa de TbA almacenada en nevera (Area de Microbiologia, ULL, Resiembra de contaminante en TbA.

La Laguna).

* La muestra de lodo activado fue suministrada por la Dra. Luisa Vera Pefia (Dpto. Ingenieria Quimica y Tecnologia Farmacéutica, ULL).
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3.2.2. Aislamiento de microorganismos degradadores de poliésteres

Los aislados que mostraron un resultado positivo en TbA fueron sometidos a un test
de zonas claras mediante su siembra en medios de Agar Policaprolactona (PCLA). La
composicion del medio PCLA fue la siguiente (Rodriguez Martin, 2021): Policaprolactona
(Sigma-Aldrich), 12 g/L; extracto de levadura, 10 g/L; y agar bacteriolégico, 15 g/L. Para la
preparacion del medio, se disolvieron los pellets de PCL en acetona (a 50°C en agitacién), a
los cuales, una vez disueltos, se incorporé agua destilada estéril en un bano maria. Una vez
obtenida una mezcla homogénea, esta fue afiadida al medio fundido (agua destilada + agar +
extracto de levadura) esterilizado previamente (121°C durante 15 minutos). Finalmente, el
medio fundido se extendid en placas de Petri, dando como resultado un medio opaco debido

a la presencia de PCL.

Las placas de PCLA fueron inoculadas con los aislados bacterianos que presentaban
actividad esterasa/lipasa, incubadas en la estufa de 28°C y revisadas periddicamente durante
1 — 2 semanas. Aquellas colonias que presentaron un halo de hidrdlisis a su alrededor fueron

seleccionadas para estudios posteriores.

3.2.3. Aislamiento de microorganismos degradadores de polietileno

De igual manera, los aislados que mostraron resultados positivos en TbA fueron
también inoculados en medio de agar polietileno (PEA) (Rodriguez Martin, 2021). Se trata de
un medio de doble capa, con una capa inferior (15 ml, aproximadamente) constituida por
medio minimo mineral (MMM) y agar bacteriolégico (15 g/L). La composicion del MMM fue
la siguiente (g/L): KH2POa4, 0,7; KoHPO4, 0,7; MgS04.7H,0, 0,7; NH4NOs3, 1,0; NaCl, 2,5;
MnSO0g, 0,5; CoCl,.6H,0, 0,005; CuCl;.2H,0, 0,001; NiCl,.6H20, 0,002, Na,M004.2H,0, 0,002;
y H3BOs, 0,002. En cambio, la capa superior, de menor grosor (10 ml, aproximadamente),
estaba compuesta por: MMM; polietileno en polvo (PE, 6-8 um de didmetro de particula;
MicroPowder), 3 g/L; etanol absoluto, 10ml/L; Tween 80, 1 ml/L; agar bacterioldgico, 15 g/L;
y un suplemento de nistatina (Panreac) como fungicida, 0,05 g/L. Para la preparacion de este
medio, se suspendio el polvo de PE en etanol absoluto, al cual se afiadio, en agitacion,
Tween 80 estéril como agente dispersante. La suspensidon de PE resultante fue afiadida, al
igual que la nistatina, al medio fundido (MMM + agar) previamente esterilizado en autoclave
(121°C durante 15 minutos). Finalmente, el medio fue extendido en placas de Petri que ya

contenian la capa inferior solidificada.
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Las placas de PEA fueron sembradas, de igual forma que en el caso anterior, con los
microorganismos aislados que presentaban actividad esterasa/lipasa. Las placas fueron
incubadas en la estufa de 28°C y revisadas periddicamente durante un mes con el objetivo
de detectar microorganismos potencialmente degradadores de PE. Estos se corresponden
con aquellas colonias que muestran zonas claras a su alrededor, es decir, un halo de

degradacidn del sustrato.

3.2.4. Caracterizacion preliminar en los aislados seleccionados
Los microorganismos seleccionados en el programa de cribado descrito en los
apartados anteriores fueron caracterizados atendiendo a rasgos fenotipicos. De esta forma,
los aislados bacterianos obtenidos fueron sometidos a tincion de Gram para determinar su

morfologia celular y respuesta a la tincidn (Gram positivos o Gram negativos).

3.3. Capacidad de los aislados seleccionados para degradar polimeros
plasticos en medio liquido

Los aislados seleccionados como potenciales degradadores de pldstico en medio
solido fueron ensayados en medio liquido para evaluar su actividad degradadora frente a
Polihidroxibutirato-valerato (PHBV, copolimero de acido 3-hidroxibutirico y acido 3-

hidroxipentanoico), un poliéster de origen microbiano de tipo polihidroxialcanoato.

El ensayo de biodegradacién se llevd a cabo en matraces Erlenmeyer de 100 ml de
capacidad que contenian 22 ml de MMM (apartado 3.2.3) suplementado con extracto de
levadura, 1 g/L. El medio se esterilizé en autoclave (121°C durante 15 minutos) y, una vez
estéril, se incorpord al mismo una ldmina de PHBV de 2x2 cm (Goodfellow), previamente
esterilizada mediante inmersién en alcohol 70° (1 hora). Los medios asi preparados fueron
inoculados a partir de preindculos realizados en el mismo medio (9 ml en tubos de ensayos)
e incubados a 28°C (90 rpm, agitador KS501Digital IKA-WERNE) hasta alcanzar una turbidez
de 2 en la escala McFarland. Una vez alcanzada dicha turbidez, se utilizaron 3 ml de
preinéculo por matraz y los cultivos fueron incubados durante 1 mes a 28°C y agitacién (90
rom). El ensayo fue realizado por triplicado y en el mismo se incluyeron controles no

inoculados que fueron sometidos a las mismas condiciones que los cultivos.
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3.3.1. Evaluacion de la biodegradacion

Con la finalidad de evaluar las modificaciones producidas sobre el polimero PHBV
como resultado de la accién microbiana de los aislados ensayados, las laminas incubadas en
medio liquido fueron sometidas a un tratamiento para eliminar la biomasa adherida,
siguiendo una modificacion del protocolo descrito por Dey et al. (2020). Para ello, las ldminas
fueron tratadas con dodecil sulfato sddico, 20 g/L (SDS, Sigma-Aldrich), durante 2 horas en
un bafio de ultrasonidos (VWR Ultrasonic Cleaner). Tras este proceso, las laminas se lavaron
con agua destilada y se secaron en una estufa a 37°C durante 24 horas. El grado de

alteracion del polimero fue evaluado mediante analisis espectroscopico.

3.3.2. Analisis espectroscépico

Con el fin de determinar las modificaciones ocurridas sobre la estructura quimica del
sustrato plastico ensayado, las ldminas fueron analizadas mediante Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier basada en la Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR). Esta
técnica se llevd a cabo en un espectrofotometro IFS 66/S de Bruker, equipado con un
detector de sulfato de triglicina deuterada y un médulo ATR con un cristal de diamante. Los
espectros ATR-FTIR de cada réplica fueron adquiridos a partir del promedio de 64 escaneos
(resolucién 8 cm™) y las medidas fueron realizadas en el rango 4000-400 cm™ (Rodriguez
Martin, 2021). El andlisis espectroscépico fue realizado en el Servicio de Espectroscopia

Infrarroja perteneciente al SEGAI (ULL).

Los espectros obtenidos a partir de las [dminas de PHBV recuperadas de los cultivos
fueron comparadas con los de las |[dminas de los controles negativos (no inoculados) con el
fin de detectar alteraciones atribuibles a la actividad microbiana. En este sentido, la
aparicion o desapariciéon de picos de absorcion en relacion con el control se debe a
generacién de nuevos grupos funcionales o a la pérdida de grupos existentes en el polimero.
Asimismo, los cambios en la intensidad de los picos son indicativos de variaciones en la

abundancia relativa de los grupos correspondientes a dichos picos.

4.Resultados

4.1. Microorganismos con actividad esterasa/lipasa

A fin de encontrar microorganismos con actividad degradadora de plasticos

procedimos al muestreo de superficies plasticas (muestras M1 y M2), cultivos de muestras
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ambientales en presencia de plasticos (muestra M3), agua (muestra M4) y suelo (muestra
MS5) en contacto con plastico envejecido, lodos activados provenientes de la depuracion de
aguas residuales (muestra M6), superficies en contacto con combustible (muestra M7), aire
en ambientes contaminados (muestras M8 y M9) y contaminaciones fortuitas de los medios
de cultivo (muestra M10). Como primera aproximacion evaluamos la presencia de
microorganismos con actividad enzimatica esterasa/lipasa, pudiendo observarse la aparicién
de colonias con actividad hidrolitica en las placas de TbA sembradas con las muestras M4,

M6, M7, M8, M9 y M10 (Fig. 6).

Las colonias con resultado positivo en TbA fueron resembradas en el mismo medio
con la finalidad de obtener cultivos puros y evaluar su nivel de actividad esterasa/lipasa.
Para ello, se calculd la ratio entre el didmetro del halo de degradacion y el didmetro de la
colonia:

R_H
- C

Donde:
R = Ratio.

H=Didmetro del halo de degradacion.
C= Didmetro de crecimiento de la colonia.

Medio tributirina (Tha) Alcanivoraxspp.
(Control -) (Control +) Agua Rec. Det. (M4) Lodo activado (M6)

0,5cm
[ S

Tanque Comb. (M7) Contenedor (Aire) (M8) Laboratorio (Aire) (M9)

Figura 6.- Imagenes representativas de colonias mostrando actividad esterasa/lipasa, revelada por la
presencia de halos claros, correspondientes a la degradacion de la tributirina. Los microorganismos provienen
de las muestras indicadas en la figura.
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Los aislados que mostraron un valor de ratio mayor tras 24 h de incubacion fueron A8
y A9, obtenidos de las muestras M8 y M9, en ambos casos se trata de muestras de aire
procedentes de ambientes con presencia de residuos y quimicos. Cabe sefialar que la
actividad de estos aislados fue superior a la de la cepa de Alcanivorax spp. utilizada como
control positivo. El resto de aislados mostraron menor actividad, si bien en el caso del
aislado A6 procedente de lodo activado (muestra M6) no se pudo determinar la ratio de

degradacion (Tabla 3).

Tabla 3.- Relacion de aislados con actividad esterasa/lipasa, indicando sus ratios y tiempos de degradacidn.

Muestra Tipo de muestra Actividad Aislado | Ratio Tiempo
esterasa/lipasa (H/C)

C+ Alcanivorax spp. + - 1,78 24 h

M1 Superficie de contenedor de reciclado de - - - -
plastico

M2 Superficie de envase de plastico deteriorado - - - -

M3 Cultivos de muestras ambientales en presencia - - - -
de plasticos

M4 Agua en recipiente de plastico deteriorado + A4 1,25 48 h

M5 Suelo en contacto con plastico envejecido - - - =

M6 Lodo activado de depuradora + A6 * 24 h

m7 Superficie de tanque de combustible + A7 1,5 24 h

M8 Aire muestreado en las inmediaciones de un + A8 2,29 24 h
contenedor de reciclado de plastico

M9 Aire muestreado en un laboratorio de + A9 2,25 24 h
microbiologia

mM10 Contaminacion fortuita de medios de cultivo + A10 1,43 24 h

*Degradacion total del sustrato (tributirina), ausencia de halo.

4.2. Microorganismos degradadores de poliésteres

Los aislados bacterianos con resultados positivos en medio TbA se inocularon en PCLA
con el fin de estudiar su actividad como degradadores de poliésteres. Nuevamente, la
actividad hidrolitica se mostraba como un halo transparente de degradacion, transcurridos
entre 4 y 7 dias de incubacion. Todos los aislados ensayados presentaron resultados

positivos, salvo el aislado A6 procedente de lodo activado (Fig. 7).
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Medio Policaprolactona (pecLa) Alcanivoraxspp.
(Control -) (Control +) Agua Rec. Det. (A4) Lodo activado (A6)

Tanque Comb. (A7) Contenedor (Aire) (A8) Laboratorio (Aire) (A9)

lcm
—

Figura 7.- Imagenes representativas de colonias mostrando actividad degradadora de policaprolactona (PCL),
revelada por la presencia de halos claros, correspondientes a la degradacién de la PCL. Los microorganismos
aislados. *Indican precipitados de PCL.

En la Tabla 4 se muestra el nivel de actividad los aislados ensayados sobre PCL, de
acuerdo con la ratio entre el didmetro del halo de hidrdlisis y el didmetro de la colonia. En
este caso, la mitad de los aislados con resultados positivos en este test presentaron un alto
nivel de actividad (aislados A4, A7 y A10), observandose una degradacién total del sustrato
PCL. Al igual que en experimento anterior, el aislado A9 mostré una actividad mas alta que la
cepa de Alcanivorax spp. utilizada como control positivo (ratio = 3,13 del aislado A9 frente a

ratio = 2,1 de Alcanivorax spp., tras 4 dias de incubacién).

Tabla 4.- Relacidn de aislados con actividad degradadora de policaprolactona (PCL), indicando sus ratios y
tiempos de degradacion.

Aislado Tipo de muestra Actividad Ratio Tiempo
degradadora de PCL | (H/C)

C+ Alcanivorax spp. + 2,1 4 dias
A4 Agua en recipiente de plastico deteriorado + * 1 semana
A6 Lodo activado de depuradora - - -

A7 Superficie de tanque de combustible + * 5 dias
A8 Aire muestreado en las inmediaciones de un + 1,67 4 dias

contenedor de reciclado de plastico

A9 Aire muestreado en un laboratorio de + 3,13 4 dias
microbiologia

Al10 Contaminacion fortuita de medios de cultivo + * 1 semana

*Degradacion total del sustrato (PCL), ausencia de halo.
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En cuanto a la caracterizacion preliminar de los
microorganismos aislados, la realizamos a partir de las muestras
que arrojaron un resultado positivo en el cribado con PCLA (Tabla

5). Verificamos que la cepa de Alcanivorax spp. corresponde con

bacilos Gram -. El resto de aislados presentaron morfologias % ®

3000x

diversas. Cabe destacar la muestra 10, la cual estd conformada por

. . . Figura 8.- Consorcio
un consorcio bacteriano entre un coco Gram - y un bacilo Gram +  pacteriano formado por

. cocos Gram — vy bacilos
(Fig. 8). Gram +.

Tabla 5.- Caracterizacién morfoldgica de los aislados degradadores de Policaprolactona.

Aislado Tipo de muestra Gram Morfologia
C+ Alcanivorax spp. - Bacilos
A4 Agua en recipiente de plastico deteriorado + Cocos
A7 Superficie de tanque de combustible + Cocos
A8 Aire muestreado en las inmediaciones de un No concluyente Bacilos

contenedor de reciclado de plastico

A9 Aire muestreado en un laboratorio de microbiologia No concluyente Cocos

A10 *Contaminacion fortuita de medios de cultivo - + Cocos Bacilos

*Consorcio bacteriano; las bacterias no pudieron ser aisladas por separado para su identificacion.

4.3. Microorganismos degradadores de polietileno

Los aislados bacterianos con resultados positivos en medio PCLA fueron
seleccionados para evaluar su capacidad para degradar polietileno. Dichos aislados se
inocularon en medio sélido PEA, con resultados negativos en todos los casos, ya que no se
observé la aparicion de zonas claras en torno a las colonias como resultado de la

degradacion del polietileno del medio.

4.4. Biodegradacion de Polihidroxibutirato-valerato en medio liquido.

La capacidad de los aislados con resultados positivos en PCLA para atacar otros
polimeros de tipo poliéster fue evaluada en medio liquido, utilizando como sustrato laminas
de PHBV. Una vez transcurrido el periodo de incubacion (1 mes), las [dminas de PHBV fueron
sometidas a analisis espectroscopico, cuyos resultados se muestran en las Figuras 9 y 10. En
el caso de los aislados A4, A7 y A10, asi como de la cepa de Alcanivorax spp. incluida en el
estudio, no se observaron alteraciones apreciables en el espectro de las [ldminas recuperadas

de los cultivos con respecto al control no inoculado (Fig. 9). Sin embargo, los aislados A8 y A9
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si produjeron modificaciones en el espectro del polimero en comparacion con las laminas

control (Fig. 10). Cabe sefialar que estos dos aislados fueron los que mostraron los mejores

resultados en medio PCLA.
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Figura 9.- Espectros ATR-FTIR de las laminas de PHBV incubadas con los aislados A4, A7, A10 y Alcanivorax spp.
en medio liquido, a 28 °C durante un mes. El control negativo fue tratado de la misma forma, pero no se
inoculd con microorganismos. Todos los espectros fueron similares.
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Figura 10.- Espectros ATR-FTIR de las |aminas de PHBV incubadas con los aislados A8 y A9 en medio liquido, a
28 °C durante un mes. El control negativo fue tratado de la misma forma, pero no se inoculé con
microorganismos. Los espectros tratados mostraron diferencias respecto del control.

Con respecto a los aislados A8 y A9, se observaron cambios en la intensidad de las
bandas de absorcién comprendidas entre 1640 — 1500 cm™ y entre 800 — 700 cm,
correspondientes a alquenos (C=C) y grupos aromaticos, respectivamente, asi como la
aparicion de una nueva banda de absorcion entre 3350 — 3000 cm™ que se corresponde con
grupos hidroxilos (OH), de acuerdo con Brandley (2015) (Fig. 11). Estas modificaciones
fueron cuantificadas tomando como referencia los valores de intensidad de las bandas de las
laminas recuperadas de los controles no inoculados, expresandose en forma de porcentaje
de alteracion (Tabla 6). Los resultados indican que el aislado A9 produjo una alteraciéon

mayor en el polimero de PHBV que el aislado A8. Por otra parte, los mayores porcentajes de
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alteracion se registraron sobre el grupo funcional alqueno (3,11% en el caso del aislado AS8;

5,36% en el aislado A9).
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Figura 11. Ampliacidn de los espectros ATR-FTIR de las [dminas de PHBV incubadas con los aislados A8 y A9 en
medio liquido, a 28 °C durante un mes. El control negativo fue tratado de la misma forma, pero no se inoculd
con microorganismos. Los espectros tratados mostraron diferencias respecto del control.

Tabla 6.- Porcentaje de alteracidn de los grupos funcionales indicados, en las ldminas de PHBV incubadas con
los aislados A8 y A9. Los datos fueron calculados a partir de los espectros ATR-FTIR, tomando como referencia

los controles no inoculados.

Aislado | Grupos funcionales % de alteracion
A8 Hidroxilos (OH) 1,6%
Alquenos (C=C) 3,11%
Grupos aromaticos 1,1%
A9 Hidroxilos (OH) 2,95%
Alquenos (C=C) 5,36%
Grupos aromaticos 3,04%

5. Discusion

A pesar de que los plasticos se han convertido en un material muy preciado debido a
su versatilidad, alta durabilidad y bajo coste, el uso masivo de estos polimeros en la vida
cotidiana ha derivado en un problema medioambiental de primera magnitud (Cunguan et
al., 2023; Moshood et al., 2022). Ante esta amenaza, es de suma importancia encontrar
alternativas a los sistemas tradicionales de tratamiento de desechos plasticos como la
utilizacién de microorganismos (o sus enzimas) para degradar este tipo de residuos, o la

utilizacion de materiales biodegradables en lugar de plasticos derivados del petréleo. Sin
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embargo, hasta la fecha, existe un conocimiento limitado sobre los mecanismos y la
eficiencia de la biodegradacion de plasticos (Ali et al., 2021; Colnik et al., 2020). Es por ello
por lo que, en el presente trabajo, nos centramos en la busqueda de microorganismos que
sean capaces de degradar polimeros plasticos de diferente indole, tanto biodegradables

como tradicionales.

Para comenzar este estudio, realizamos un primer screening para aislar
microorganismos con actividad esterasa o lipasa a partir de distintos tipos de muestras, ya
gue este tipo de enzimas estan implicadas en la degradacidon de plasticos de tipo poliéster.
Ademas, esta actividad puede ser evaluada facilmente en medio sélido, utilizando como
sustrato tributirina, un éster sintético de cadena corta-media (Alarcon, 2008; Sandoval
Herrera & Bermudez Morera, 2021). De esta forma se obtuvieron aislados bacterianos que
mostraban este tipo de actividad a partir de 6 de las 10 muestras analizadas. Estos aislados
fueron sometidos a un segundo cribado con un sustrato mas resistente: la policaprolactona
(PCL), un material biodegradable que ha suscitado gran interés en los ultimos afios debido a
su buena disponibilidad, bajo coste y facilidad para ser moldeado. Este polimero presenta un
tiempo de degradacién de entre 2 y 3 afios, y puede ser degradado por microorganismos o

por hidrélisis abidtica de su enlace éster alifatico (Dwivedi et al., 2020).

Cabe mencionar que, 5 de los 6 aislados con resultados positivos sobre la tributirina
también fueron capaces de hidrolizar PCL, entre ellos el aislado A10, procedente de una
contaminacién fortuita de placas almacenadas a 4°C. No obstante, mediante observacién
microscopica se determindé que no se trata de un cultivo puro, sino de un consorcio
bacteriano. Segun trabajos recientes, el uso de consorcios microbianos podria contribuir a
mejorar la biodegradacién de los plasticos (Salinas et al., 2023), tal y como describen Fachrul
et al. (2021). Ademads, también se han estudiado recientemente microorganismos con
capacidad degradadora de plasticos a bajas temperaturas. En este sentido, Urbanek et al.
(2021) describen que, aunque la temperatura éptima del proceso de biodegradacion es de
20°C, la tasa de biodegradacion puede ser eficiente incluso a 14°C. Esto resulta muy
interesante, ya que la aplicacién de microorganismos y enzimas adaptadas al frio para el
reciclaje industrial puede ahorrar energia y costos de procesamiento. Asimismo, las enzimas
adaptadas al frio a menudo poseen una especificidad mas amplia que las mesdfilas,

caracteristica que puede ser de interés para su aplicacion en procesos de biodegradacion.
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Por otra parte, ninguno de los aislados con actividad sobre la PCL fue capaz de
degradar el polietileno (PE) de acuerdo con los resultados del test de zonas claras en medio
sélido, hecho que no resulta sorprendente si se tiene en cuenta que se trata de un polimero
muy resistente a la degradacion. En la actualidad, el PE es uno de los plasticos mas populares
y utilizados en todo mundo. Sin embargo, el conocimiento sobre las condiciones que
determinan su descomposicién es muy limitado, pudiendo encontrarse en la bibliografia
informaciones contradictorias a este respecto. De acuerdo con Fachrul et al. (2021), tras un
tiempo relativamente corto de uso, el PE se vuelve extremadamente resistente a la
biodegradacion debido a su elevado peso molecular y contenido en aditivos como

antioxidantes y estabilizadores.

Finalmente, los aislados seleccionados como degradadores de PCL fueron ensayados
en medio liquido, con el fin de evaluar su capacidad degradadora frente a ldminas de Poli-
hidroxialcanoato valerato (PHBV). Este biopolimero, obtenido a partir de fuentes renovables
y sostenibles, se ha convertido en un candidato destacado como alternativa a los polimeros
sintéticos, por su biocompatibilidad y predisposicion a la biodegradacién (McAdam et al.,
2020). Como describen Utsunomia et al. (2020), la degradacion de este tipo de polimeros
tiene lugar en entornos con alta actividad microbiana, en los que los microorganismos
crecen en su superficie y secretan enzimas, que dan lugar a productos hidrosolubles que son
utilizados por los microorganismos. En nuestro caso, dos de los aislados ensayados fueron
capaces de producir alteraciones en distintos grupos funcionales del polimero PHBV.
Curiosamente, ambos aislados (A8 y A9) fueron obtenidos de muestras de aire, si bien este
tipo de muestras no son utilizadas habitualmente como fuente de microorganismos

degradadores de plasticos.

Conclusiones

1. La muestra proveniente de lodo activado (M6) mostré un aislado con Unicamente
actividad esterasa/lipasa.

2. Los aislados provenientes de la muestra de agua contenida en un recipiente plastico
(M5), de la superficie de un tanque de combustible (M7) y el consorcio obtenido de
una contaminacion fortuita en una placa de TbA (M10) mostraron actividad

esterasa/lipasa y degradaron la Policaprolactona (PCL).
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3. Los aislados provenientes de las muestras de aire del contenedor de reciclaje (M8) y
de laboratorio (M9) mostraron actividad esterasa/lipasa, degradaron la PCL y
alteraron la composicion de Polihidroxibutirato-valerato (PHBV) acorde a su espectro
de ATR-FTIR.

4. Ninguna de las bacterias aisladas, con actividad esterasa/lipasa, fue capaz de

degradar el Polietileno.

Conclusions

1. The sample taken from activated sludge (M6) showed an isolate with only
esterase/lipase activity.

2. The isolates from the water sample contained in a plastic container (M5), from the
surface of a fuel tank (M7) and the consortium obtained from an incidental
contamination on TbA (M10) showed esterase/lipase activity and degraded
Polycaprolactone (PCL).

3. Isolates from air samples taken in a recycling container (M8) and the laboratory (M9)
showed esterase/lipase activity, degraded PCL and altered the composition of Poly-
hydroxy butyrate valerate (PHBV (PHBV) according to their ATR-FTIR spectra.

4. None of the isolated bacteria with esterase/lipase activity were able to degrade

polyethylene.
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