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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de biodegradacion de polietileno de baja densidad por el
hongo Fusarium solani, durante 6 meses en condiciones estaticas, a 28°C, pH 6.5, determinando el crecimiento
del hongo por la produccién de proteina extracelular (164, 193.4 y 262.8 mg/mL) y peso seco (328, 348 y 451
mg), y el peso biodegradado del sustrato (4.5%, 7.8% y 9%). También se analizd la produccién de las enzimas
lacasa y esterasa extracelulares, obteniendo una actividad de lacasa de 2.66, 2.75 y 2.86 U/mL, y de esterasa de
1.46, 1.89 y 2.0 U/mL, mientras que en el control sin sustrato no se observé actividad enzimatica, Ademas, se
analizaron algunas caracteristicas de las actividades enzimaticas extracelulares, como la estabilidad a 4°C y 28°C,
pH y temperatura optimos, el efecto de la concentracion de proteina y sustrato.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the degradation capacity of low density polyethylene by the fungus
Fusarium solani, for 6 months under static conditions at 28°C, pH 6.5, determining the growth of the fungus by
the production of extracellular protein (164, 193.4, and 262.8 mg/mL), and dry weight (328, 348, and 451 mq),
and the biodegraded weight of the substrate (4.5%, 7.8%, and 9%). The production of extracellular laccase and
esterase enzymes was also analyzed, obtaining laccase activities of 2.66, 2.75 and 2.86 U/mL, and esterase
activities of 1.46, 1.89 and 2.0 U/mL, while no enzymatic activity was observed in the control without substrate.
In addition, some characteristics of the extracellular enzymatic activities were analyzed, such as stability at 4°C
and 28°C, optimal pH and temperature, and the effect of protein and substrate concentration.

Palabras clave: hongo, polietileno, biodegradation, enzimas extracelulares
Key words: fungus, polyethylene, biodegradation, extracellular enzymes

13


mailto:iacosta@uaslp.mx

Avances en Ciencias e Ingenieria - ISSN: 0718-8706 / Av. cien. ing.: 12 (2), 13-31 (Abril/Junio, 2021) / Ortega & Acosta

INTRODUCCION

Los plasticos son materiales organicos que se obtienen por medio de reacciones quimicas utilizando diferentes
materias primas sintéticas y/o naturales, y son parte de un grupo de compuestos denominados polimeros.
Inicialmente, se fabricaban utilizando polimeros y resinas vegetales, como la celulosa de algoddn, furfural de la
cascara de Avena sativa, aceite de semillas y caseina de la leche, y el primer plastico totalmente sintético fue la
baquelita (1907), con el objeto de sustituir el uso de productos naturales, asi como de obtener un producto
sencillo, econédmico, duro y estético, para reemplazar otros productos naturales y de dificil obtencién (Cornejo
Reyes et al., 2020). En el afio 2017, la produccion mundial de plasticos fue de 348 millones de toneladas, siendo
los principales productores: Asia (50.1%, con China como la mayor productora con 29.4%), Europa (18.5%),
Norteamérica (México, Estados Unidos y Canada, 17.7%), Africa y Oriente Medio (7.1%), América Latina (4%), y
la comunidad de Estados Independientes (ex-Republicas Soviéticas, 2.6%) (Martinez Arroyo et a/., 2020), por lo
que actualmente, estos productos son una de las mayores preocupaciones mundiales por la gran cantidad de
problemas ambientales que causan, debido principalmente a su consumo desmedido, los cuales al ser eliminados,
se conviertes en residuos muy dificiles de eliminar. Por ejemplo, para las bebidas embotelladas se producen 500
mil millones de toneladas de botellas plasticas por afio (Lavayen Villamar, 2021), y se ha descrito que la ciudad
de México, “es un gran cuerpo con venas atascadas de plastico”, pues los aproximadamente 22 millones de
habitantes, cada dia producen casi 13 000 toneladas de residuos sélidos, de las cuales 123 toneladas son residuos
plasticos (Duran Moreno et al, 2013; Martinez Arroyo et al., 2020) y, debido a su mal manejo, asi como la
costumbre de desecharlos en calles, jardines, alcantarillas, etc., ocasionan una obstruccion del drenaje,
ocasionando inundaciones y otros problemas en la ciudad, por lo que su uso a nivel mundial ya es insostenible,
debiendo disminuir el uso del plastico en la vida diaria, y también tratar de reutilizarlo (Martinez Arroyo, et a/.,
2020), ademas de que el uso de envases de plastico por lo general es de un solo uso (Sanchez Duran, 2020).

Actualmente, los plasticos son muy utilizados debido a sus mdltiples aplicaciones, siendo el polietileno el plastico
mas utilizado, y del cual se han reportado dos tipos: los de alta densidad y los de baja densidad, los cuales tienen
una gran demanda a nivel mundial para la produccion de bolsas plasticas que sirven como envase de alimentos y
articulos de toda clase, lo que conduce a la acumulacion excesiva de estos plasticos en el mundo (Martinez Arroyo,
et al., 2020). Ademas, se utilizan en la fabricacion de contenedores (botellas y basureros) (Alvarez Estepa &
Botache Laguna, 2020), embalajes como bolsas, membranas, laminas y peliculas (Gutiérrez Alvarez, 2019), y otros
productos tan variados como envolturas, tuberias y articulaciones para proétesis de cadera, por lo que es muy
comun observar desechos plasticos en cualquier lugar del mundo (Rivera Garibay et al., 2020; Cornejo Reyes et
al, 2020), ya que éstos pueden permanecer en la naturaleza entre cientos y miles de afios (Andrady, 2017;
Martinez Arroyo et al, 2020), por lo que hoy los desechos plasticos son una grave amenaza a escala mundial
(Barboza et al., 2019). Diferentes investigaciones han documentado ampliamente el gran impacto negativo de la
contaminacion que estos productos provocan en el mundo (Hemavathi et a/., 2019; Gonzalez Alcos, 2020), por
ejemplo: mas de trece millones de toneladas de plastico van a parar a nuestros océanos (Geyer et al., 2017), en
México uno de cada cinco pescados para consumo humano, contiene en sus visceras microplasticos, lo que afecta
la salud de las personas y las fuentes de trabajo relacionadas con la pesca y el turismo (Greenpeace México,
2019), ademds, las nanoparticulas de PET interactian con el ion calcio afectando la funcién de
contraccion/relajacion de tejido, lo que podria afectar el funcionamiento del intestino de roedores (Venegas
Guerrero, 2021). También, se ha reportado la contaminacidn por plastico en areas naturales protegidas mexicanas,
lo que demuestra que este tipo de contaminacion esta presente en La Republica Mexicana mas alla de los tiraderos
clandestinos, la basura arrojada en las calles y los rellenos sanitarios repletos de productos que supuestamente
deben ser reciclados (Rivera Garibay et al, 2020). Lo anterior, indica que nuestras decisiones de consumo
repercuten en los sitios mas limpios, reconditos y protegidos del planeta, y como es evidente, la contaminacion
por plasticos en nuestro planeta afecta negativamente la biodiversidad y obstaculiza la principal estrategia de
conservacion de los servicios ecosistémicos (Rivera Garibay et al., 2020).

Por otra parte, se han reportado diferentes métodos de degradacion de los plasticos de baja densidad, los cuales
pueden ser fisicos, quimicos y bioldgicos. Entre los fisicos estan: la foto-degradacion y la termodegradacion, y de
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los quimicos la oxo-degradacion (Yepes Aguirre, 2014; De la Cruz Orihuela & Arone Valencia, 2020). También, se
ha utilizado la separacion de microplasticos por densidad mediante la aplicacion de procesos fisicoquimicos con
cloruro de zinc en aguas residuales recolectadas de las descargas publicas del sistema de alcantarillado de la
ciudad de Riobamba (Ecuador) (Barros Barreno, 2021). Pero, la biodegradacion, es el método que se esta
utilizando mas exhaustivamente para su eliminacion, por medio de microorganismos que lo degradan utilizando
enzimas, aunque esta degradacion se lleva a cabo muy lentamente (Dey et a/., 2012; Gonzalez Alcos, 2020). Por
lo que, actualmente, se esta investigando ampliamente el uso de una gran variedad de microorganismos para la
degradacion de este tipo de contaminante, como: La biodegradacion de plastico y polipropileno con larvas del
Coledptero 7enebrio molitor (Alvarez Estepa & Botache Laguna, 2020; Yang et al, 2020), el hongo Aspergillus
flavus aislado de productos elaborados con polietileno obtenidos de relleno sanitario (Méndez et al., 2007), A.
niger aislado de plastico de vertedero de residuos (Mathur et al., 2011), en presencia de humus y compostaje
doméstico (Calcetero Moreno & Mancera Hernandez, 2021) y a partir de una naranja en estado de descomposicion
(Torres Herrera, 2020), las bacterias Bacillus cereus y Aeromonas hydrophila y los hongos Penicillium sp., y
Aspergillus sp., aislados de rellenos sanitarios (Castro Velasco & Avendano Toledo, 2020), la biodegradacién de
polietileno de baja densidad por hongos y consorcios bacterianos aislados de basureros municipales (Gutierrez
Alvarez, 2019), la biodegradacion de poliestireno, PET vy perlas de plastico de sulfuro de polifenilo por
Pseudomonas sp., P. aeruginosa 'y Tichoderma spp. (Condori Alvarez, 2020; Bermudez Morera, 2021; Li et al.,
2020b), la degradacién de polimeros de interés industrial utilizando una mezcla de P. aeruginosa, Cladosporium
sp., Yy Alternaria sp. (Mufioz Inostrosa, 2014), MNectria haematococca, Penicillium viridicatum vy Penicillium
ochrochloron, aislados de suelo arenoso y abono (Cosgrove et al, 2010), los hongos filamentosos Neurospora
sitophila, Fusarium culmorum, Trichoderma atroviride, Hypocrea lixii y T. harzianum, aislados de residuos de
pulpa mixta en una instalacion de reciclaje de papel (Aguilar Alvarado et al., 2015), F. culmorum de la coleccidn
de cultivos del Centro de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Tlaxcala (Ahuactzin Pérez et al.,
2016), dos cepas de Pestalotiopsis microspora, aislados de tallos de plantas, que crecen en poliuretano como
Unica fuente de carbono (Russell et a/, 2011), el macromiceto Lentinula edodes de la coleccion del COLPOS-
Puebla, México, el cual crece en medios de cultivo que contienen di(2-ethylhexyl) ftalato, que es una sustancia
utilizada para hacer los plasticos mas flexibles (Gonzalez-Marquez et al., 2015), la capacidad biodegradativa de
cinco hongos filamentosos frente al polietileno (Gonzalez Alcos, 2020), la biodegradacién de polietileno de baja
densidad por un consorcio microbiano (De la Cruz Orihuela & Arone Valencia, 2020), la degradacion de polietileno
de alta densidad de desechos marinos por Aspergillus tubingensisy A. flavus (Devi et al., 2020), la biodegradacion
de polietileno de baja densidad por Microbulbifer hydrolyticus IRE-31 (Li et al., 2020a), la biodegradaciéon de
peliculas plasticas de cloruro de polivinilo por un consorcio marino (Giacomucci et a/, 2020) asi como la
degradacion de plastico por bacterias ambientales en Noruega (Charnock, 2021).

También, se han estudiado algunas enzimas que aparentemente participan en la degradacion del polietileno, sobre
todo las esterasas, las cuales se han sugerido como las principales actividades enzimaticas implicadas en la
degradacion de poliuretano. Estas enzimas, hidrolizan los enlaces éster, provocando la liberacion de grupos
terminales de acidos carboxilicos y alcohdlicos (Liu et a/, 2021); se ha descrito la actividad de esterasa de
Pseudomonas sp., que degrada poliuretano y polietileno de baja densidad (Roy et al, 2021), la actividad de
esterasas fungicas sobre la degradacion de poliésteres (Weinberger et a/., 2020), una esterasa de Sphingobium
sp., C3 que degrada dimetil tereftalato (Cheng et a/., 2020), dos actividades enzimaticas de esterasa y ftalato
hidrolasa de Gordonia sp., que degradan esteres de ftalato (Huang et a/, 2019), una esterasa bacteriana que
degrada esteres de ftalato de agua y otras muestras ambientales (Jayshree & Vasudevan, 2019). También, se ha
reportado la actividad de lacasas y esterasas producidas por F. culmorum crecido en presencia de diferentes
concentraciones de di(2-etil hexil) ftalato y de Tween 80 (Ahuactzin Pérez et al., 2016; Ferrer-Parra et al., 2018;
Medina Flores et al,, 2020), la degradacion de poliuretano por las enzimas esterasa, proteasa y ureasa de
Alicycliphilus sp. (Oceguera-Cervantes et al., 2007), la produccion de esterasa en presencia de poliuretano por las
bacterias Bacillussp., AF8, Pseudomonassp., AF9, Micrococcussp., Arthrobactersp., AF11, 'y
Corynebacterium sp., AF12 (Shah et al., 2008), las actividades de lacasa y esterasa en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de di(2-etil hexil) ftalato por los aislados fungicos de N. sitophila, F. culmorum, T.
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atroviride, H. lixiiy T. harzianum (Aguilar Alvarado et al., 2015), el efecto del pH en la produccién de esterasa en
presencia de di(2-etil hexil) ftalato por el hongo £. cu/morum en fermentacion sumergida (Portillo Ojeda et a.,
2020), la degradacion de plastico con esterasas de bacterias ambientales en Noruega (Charnock, 2021), una
actividad enzimatica de PETasa de la bacteria Ideonella sakaiensis (Garcés Cifuentes 2021;), dos poliuretanasas
de Pseudomonas que degradan poliuretano (Petri do Canto et a/, 2021), una lipasa de Candida rugosa, que
degrada poliuretano comercial en medio acuoso bajo diferentes condiciones (Gautam et al, 2007), una serina
hidrolasa que degrada poliuretano de P. microspora (Russell et al, 2011), las actividades de lacasa y esterasa
intra y extracelulares en Lentinula edodes (Gonzalez-Marquez et a/., 2015), una poliuretanasa-lipasa de Bacillus
subtilis, que crece en el mismo como sustrato (Rowe & Howard, 2002), las actividades enzimaticas de ureasa,
proteasa, esterasa y lacasa de los hongos de los géneros Aspergillus, Trichoderma, Paecelomyces, Penicillium,
Alternariay Fusarium (Loredo-Trevino et al, 2011) y el tratamiento de poli (etilen) tereftalato con cutinasas de
Pseudomonas mendocina, F. solaniy Thermobifida fusca (Pefia Montes, 2018), asi como hidrolasas, lipasas y
cutinasas de diferentes microorganismos que degradan plastico (Soriano Ortega, 2020).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de degradacion de polietileno de baja densidad
proveniente de bolsas comerciales por el hongo Fusarium solani, asi como analizar algunas propiedades
enzimaticas

MATERIALES Y METODOS

Cepa utilizada

Esta fue obtenida del cepario del Laboratorio de Micologia Experimental de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
UASLP. México, la cual se resembro y conservo en Agar Sabouraud Dextrosa a 4°C.

Medio de cultivo para la degradacion de polietileno de baja densidad

Este medio contiene (g/L): Glucosa (10), extracto de levadura (5), KH2PO4 (0.6), MgS047H-0 (0.5), K2HPO4 (0.4),
CuS04'5H20 (0.25), FeS04+7H20 (0.05), MnS0O4 (0.05) y ZnS047H20 (0.001) y 400 pL de Tween 80. El medio se
ajusto a un pH final de 6.5 con HCl 0.1 M y/o NaOH 0.1 M (Ahuactzin-Pérez et al., 2016). Posteriormente, se
adicionaron 50 mL a matraces Erlenmeyer de 125 mL, asi como un fragmento de plastico desinfectado y de peso
seco conocido (cuadritos de bolsa polietileno de 1 cm?), y se esterilizaron por calor himedo a 15 libras (121°C)
durante 20 minutos. Posteriormente, se enfriaron a temperatura ambiente, sembrando por triplicado 1 x10°
células/mL, e incubando por 6 meses a temperatura ambiente en condiciones estdticas, monitoreando su
crecimiento visualmente cada semana, y adicionando cada 3 semanas medio de cultivo nuevo en condiciones
estériles.

Crecimiento del hongo por peso seco

Después de 6 meses de incubacidon en condiciones estdticas, el sobrenadante del cultivo del hongo se coseché en
un tubo graduado, previamente pesado y se centrifugé a 3000 rpm/10 min, desechando el sobrenadante. El
paquete celular se secé a 80°C, durante 24 h, y se peso el tubo, determinando por diferencia el peso seco de la
muestra, comparando el crecimiento con un control crecido en las mismas condiciones sin la adicion del fragmento
de polietileno de baja densidad. Todos los experimentos se realizaron minimo 3 veces por duplicado.

Peso seco del polietileno de baja densidad

Después del periodo de incubacion, se tomaron con unas pinzas quirdrgicas las muestras de polietileno de baja
densidad, y se colocaron en cajas de Petri previamente taradas, se lavaron con dodecil sulfato de sodio al 2%
(v/v) durante 24 horas, posteriormente con etanol (70%) y agua tridesionizada, y se secaron a 60°C durante 24
horas, se pesaron y por diferencia de peso, se determind el peso biodegradado y el porcentaje de biodegradacion
de la de la muestra segun las siguientes formulas:
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1) Biodegradabilidad del peso final de la muestra de polietileno de baja densidad se determind en miligramos,
a los 6 meses de incubacion a 28°C, pH 6.5 en condiciones estaticas por la accion del hongo F. solan;
utilizando la siguiente féormula:

Peso biodegradado de la muestra = peso inicial-peso final

2) Después de la obtencion del peso biodegradado de la diferencia del peso inicial menos el peso final, éste
se convirtié a porcentaje, mediante la siguiente férmula:

Pérdida de peso (%) = peso inicial -peso final X 100
Peso inicial

Determinacion de proteina.

Esta se determind por el método de Lowry et a/. (1951), el cual se basa en la formacion de un complejo de cobre
y los grupos NH en medio basico, reduciendo con el reactivo de Folin-Ciocalteu, formando un complejo azul
obscuro, el cual se lee a 750 nm.

Determinacion de las actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas se determinaron espectrofotométricamente en el sobrenadante de los cultivos,
obtenido de la filtracion de las muestras.

Lacasa

La mezcla de reaccion contenia 900 pL de 2,6-dimetoxyfenol 2 mM como sustrato (Sigma Chemical Company), en
regulador de acetatos 0.1 M pH 4.5, y 100 pL del extracto enzimatico (sobrenadante), incubando a 40°C durante
1 minuto (Diaz et al, 2013), y determinando la actividad de lacasa como el cambio en la absorbancia a una
longitud de onda de 568 nm en un Espectrofotdmetro de luz UV-Visible (Shimadzu modelo 160-A), usando como
referencia un blanco preparado con agua tridesionizada de acuerdo al procedimiento anterior. Una unidad de
actividad de lacasa se defini6 como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad de
absorbancia por minuto en la mezcla de reaccion (Cérdoba-Sosa et al, 2014). Los resultados se expresan como
el promedio de 3 determinaciones independientes.

Esterasa

La mezcla de reaccién contenia 10 pL de p-nitrofenilbutirato [1.76% (v/v)] (Sigma Chemical Company) en
acetonitrilo, 790 L de regulador de acetatos 50 mM pH 7.0, Triton X-100 0.04% (v/v) y 100 pL del extracto
enzimatico (sobrenadante), incubando a 37°C durante 5 minutos (Alves-Macedo & Fontes-Pio, 2005), vy
determinando la actividad de esterasa como el cambio en la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm en
un Espectrofotdmetro de luz UV-Visible (Shimadzu modelo 160-A), usando como referencia un blanco preparado
con agua tridesionizada de acuerdo al procedimiento anterior. Una unidad de actividad de esterasa se definié
como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad de absorbancia por minuto en la mezcla
de reaccion (Coérdoba-Sosa et al., 2014). Los resultados se expresan como el promedio de 3 determinaciones
independientes.

Analisis Estadistico

Los datos que se obtuvieron por triplicados fueron analizados mediante Anova de dos vias no paramétrico con
correccion de Bonferroni, obteniendo la significancia de la comparacion entre los grupos de datos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente, se analizd el crecimiento del hongo en presencia de polietileno de baja densidad como sustrato,
determinando el peso seco y la produccién de proteina extracelular. En la Figura 1 se observa que el
microorganismo tuvo un mayor crecimiento en peso seco de 2.78, 2.14 y 2.02 veces mas en presencia del sustrato
con respecto al control (que no tiene sustrato), a los 6 meses de incubacion, pH 6.5 a 28°C, en condiciones
estaticas, lo cual indica que el polietileno estimula el crecimiento del hongo. Los datos encontrados en este trabajo
coinciden con algunos reportes de la literatura, en los cuales se reporta el crecimiento de diferentes
microorganismos en presencia de diferentes sustratos plasticos como en el hongo A. niger ITCC No. 6052, el cual
crece en la superficie de polietileno en medio minimo en un mes de incubacién en agitacién constante (Mathur et
al, 2011), Mucor sp., y Aspergillus sp., que aumentan su crecimiento un 8.75% y 21.73% en presencia de
polietileno de baja densidad a los 3 meses de incubacion (Cedefio Dominguez & Merino Cordero, 2020), A.
microspora E2712A, el cual crece 0.110 g mas en presencia de poliuretano con respecto al control a las 2 semanas
de incubacién (Russell et a/, 2011), para el hongo de la podredumbre blanca P. ostreatus, se observod un
crecimiento de 619 mg con 15 mg/L de polvo de llanta, las cuales se obtuvieron de un vertedero de residuos
industriales ubicado en Cartagena, Colombia (Ramirez Cuadro & Teheran, 2017). También, Alternaria alternata,
aislada de contenedores residuales urbanos de 5 ciudades de la V regién de Chile, demostré la capacidad de crecer
en diferentes tipos de plastico, sobre todo en poliuretano, cloruro de polivinilo y polieretfterato de etileno
(Arancibia Cortés, 2014), asi como un mayor crecimiento con respecto al control de Pseudomonas sp. (Condori
Alvarez, 2020) y el crecimiento de cinco hongos filamentosos en presencia de polietileno (Gonzalez Alcos, 2020).

Con respecto a la produccion de proteina extracelular, se encontrd un crecimiento relacionado con la produccién
de ésta de 1.92, 3.07 y 2.27 veces mas que el control sin sustrato (Figura 2), lo cual coincide con lo reportado
para el hongo F. cu/morum que produce una gran cantidad de proteina extracelular en presencia de 20 g/L de
cutina (Gonzalez Marquez et al., 2019), sin encontrar en la bibliografia mas datos relacionados al respecto.

En la Figura 3, se observa la biodegradacion del polietileno de baja densidad, con un 4.37%, 7.22% y 9.28% de
biodegradacion en base al peso biodegradado del sustrato, en las condiciones descritas anteriormente, resultados
que coinciden con lo reportado para tres cepas del hongo A. niger aislado de plastico de vertedero de residuos,
de una naranja en estado de descomposicion, y en presencia de humus y compostaje doméstico, los cuales
reducen 3.44%, 6.9% y 4.84% del peso inicial del polietileno en un mes, 10 dias y un mes, respectivamente
(Mathur et al, 2011; Torres Herrera, 2020; Calcetero Moreno & Mancera Hernandez, 2021), para Fusarium sp.,
que biodegrada un 0.99% de polietileno de baja densidad (Espinosa Arias, 2018), para los hongos Fusarium sp.,
Aspergillus sp., Trichoderma sp., y Mucor sp., que reducen el peso seco del polietileno de 1.0354 a 0.9533, de
1.0244 a 0.9715, de 1.096 a 0.9873, de 1.0047 a 0.9805 gramos de peso seco, respectivamente (Cedefio
Dominguez & Merino Cordero, 2020). Pero, estos resultados son ligeramente mayores a lo reportado para el
2.88% de biodegradacion de polietileno de baja densidad por hongos y consorcios bacterianos aislados de
basureros municipales, a los 70 dias (Gutiérrez Alvarez, 2019), para el 1.61% de biodegradacion de poliestireno
a los 15 dias por Pseudomonas sp. (Condori Alvarez, 2020), para A. flavus que biodegrada eficientemente
polietileno a 30°C y 10 semanas de incubacién (Méndez et al., 2007), y las bacterias P. microspora E2712A y
E3317B, que biodegradan eficientemente el poliuretano en cultivos liquidos a los 16 dias de incubacion (Russell
et al., 2011). También, los datos encontrados, son menores a lo reportado para la biodegradacién del mismo
sustrato por las larvas del Coledptero 7. molitor, las cuales biodegradan un 64% en 45 dias de incubacion (Alvarez
Estepa & Botache Laguna, 2020), para la bacteria Bacillus cereus y el hongo Penicillium sp., con una
biodegradacién del 17.91% del polietileno tereftalato, a los 4 meses, aunque éste se tratd previamente con luz
Uv y termodegradacion (Castro Velasco & Avendaiio Toledo, 2020), para P. aeruginosa, la cual biodegrada 21.7%
y 27. 3% de particulas de polietileno de baja densidad a 25°C y 35°C, respectivamente, a los 30 dias de incubacién
(Butron Pizano, 2020), para la biodegradacion de polietileno tereftalato tratado a 150°C durante 8 horas, por ~.
aeruginosa (14.4%) y Trichoderma sp. (13.15%) durante un periodo de 30-90 dias (Bermudez Morera, 2021),
para la biodegradacion de espuma poliestireno (12.4%) por Acinetobacter sp., después de 60 dias (Wang et a/.,
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2020), para la bacteria Rhodococcus rhodochrous LDPE, con aditivo pro-oxidante, la cual degrada un 16% de
polietileno de baja densidad después de 317 dias (Fontanella et a/., 2010), con trigo colonizado por los hongos N.
haematococca, P. viridicatum y P. ochrochloron, aislados de suelo arenoso y abono, biodegradando el mismo
sustrato entre 30% a 70%, al mes de incubacion (Cosgrove et al, 2010). También, para Streptomyces
coelicoflavus NBRC 15399, se reportd una disminucion del peso seco de polietileno de baja densidad del 30% a
las 4 semanas de incubacion (Duddu et &/, 2015), mientras que para A. alternata, aislada de contenedores
residuales urbanos de 5 ciudades de la V region de Chile, se reportd una disminucion de 5 gramos en el peso seco
de cloruro de polivinilo y poliuretano, a los 28 dias de incubacion en condiciones aerobias (Arancibia Cortés, 2014).
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Fig. 3: Porcentaje de biodegradacion de polietileno de baja densidad por Fusarium solani
28°C. 6 meses de incubacion. Condiciones estaticas (1 x 106 células/mL).
(1.- Control. 2, 3, 4.- Problemas) (P= <0.0001).
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En las Figuras 4 y 5, se observa las actividades enzimaticas extracelulares de lacasa y esterasa producidas por el
hongo en presencia de poliuretano de baja densidad, en las condiciones descritas anteriormente. Cabe mencionar
que los controles sin el sustrato produjeron muy poca actividad enzimatica, encontrando una actividad para lacasa
de 2.66, 2.75 y 2.86 U/mL, lo cual es diferente para una lacasa de 7. viridae, en la cual se reporta una actividad
de 7.31 U/mL con poliuretano de baja densidad como sustrato (Johnnie et a/., 2021), mientras que para la esterasa
se encontrd una actividad de 1.46, 1.89 y 2.0 U/mL. Estos resultados son similares a lo reportado para 2 cepas
de Alicycliphilus sp., en las cuales se detecta actividad enzimatica de esterasa, pero no de ureasa y proteasa
(Oceguera-Cervantes et al, 2007), aunque son menores a los reportados para la produccion de esterasa (12
U/mL) en presencia de poliuretano por las bacterias Bacillus sp., AF8, Pseudomonas sp., AF9, Micrococcus sp.,
Arthrobacter sp., AF11y Corynebacterium sp., AF12 (Shah et al., 2008), de una actividad enzimatica similar de F.
culmorum, donde se reporta un valor de 420.2 U/L en presencia de 2 g/L de di(2-etil hexil) ftalato a las 200 horas
de incubacion (Ferrer Parra et al., 2018): también, para las mismas actividades enzimaticas de F. Culmorum y
diferentes hongos aislados de arena contaminada con plasticos, en los cuales se reporta una mayor actividad de
esterasa con di(2-etil hexil) ftalato y espuma de poliuretano como sustrato (Ahuactzin Pérez et al., 2016; Loredo
Trevifo et al.,, 2011).

o 4 2.5+
E i
T 3- & 2.04 $
E ® * r ] £ L
£ N 1.5
5 2 g5 !
E: o
m -
o £ 1.0
g 1- 3
s G 0.5-
< <
0 T T T ¥ 0.0 T T ' T
N i) N a2 o
v & &
< ¢
Muestras Muestras
Fig. 4: Produccién de lacasa extracelular por Fusarium Fig. 5: Produccion de esterasa extracelular por Fusarium

solani, 28°C. 6 meses de incubacion. Condiciones estaticas  so/ani. 28°C. 6 meses de incubacion. Condiciones estaticas.
(1 x 108 células/mL). (1, 2 y 3.- Problemas y 4.- Control). (1 x 10° células/mL). (1, 2 y 3.- Problemas y 4.- Control).
(p= <0.0001) (p= 0.0002)

Posteriormente, se analizaron algunas propiedades de las actividades enzimaticas extracelulares. Para la
estabilidad, se encontrd que la actividad de lacasa es muy estable a 4°C y 28°C, conservando 92% y 87% de
actividad remanente (Figura 6). Al respecto, para una lacasa recombinante de Streptomyces cyaneus CECT 3335,
se ha reportado que a temperaturas de 60 a 80°C la actividad fue superior al 75 % de la maxima detectada, y
después de 4 horas de incubacion a 50°C-60°C, la enzima perdid un 50% de la actividad inicial (Moya Lobo, 2011)
y una lacasa purificada de Geobacillus sp. ID17, mostrd una estabilidad similar a 55°C (Atalah Zufiga, 2017),

Por otro lado, la actividad de esterasa conserva un 70% de actividad remanente a ambas temperaturas (Figura
7). Estos resultados son similares a lo reportado para una esterasa de la bacteria Comamonas acidovorans TB-
35, la cual es estable a 55°C durante 30 minutos, pero pierde el 85% de su actividad a 60°C (Akutsu et al., 1998),
para Pseudomonas chlororaphis, dos actividades enzimaticas son estables a 100°C durante 10 minutos (Ruiz et
al, 1999), en Corynebacterium glutamicum ATTC 13032, se ha descrito una actividad de esterasa, la cual pierde
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su actividad a 60°C a los 5 minutos de incubacién (Navarro Gonzalez, 2012) y una carboxilesterasa de Escherichia
coli conserva el 100% de su actividad después de 23 dias a 45°C (Ding et al., 2020).
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El pH mas efectivo para la actividad de lacasa fue de 6.0 (Figura 8), y estos datos son diferentes para los
reportados para una lacasa recombinante de S. cyaneus CECT 3335, la cual presenta un pH optimo de 3.0 con
2,6-dimetoxifenol como sustrato (Moya Lobo, 2011), mientras que una lacasa purificada de Geobacillus sp. ID17,
mostrd una mayor actividad enzimatica a pH 7.5 (Atalah Zuiiga, 2017) y para una lacasa de 7. viridae, en la cual
se reporta un pH optimo de 4.0-5.0 con poliuretano de baja densidad como sustrato (Johnnie et a/., 2021).

Ademas, el pH mas efectivo para la actividad de esterasa fue de 7.0 a 9.0 (Figura 9), lo cual es similar a lo
reportado para la misma actividad enzimatica de C. glutamicum ATTC 13032, la cual presenta un pH dptimo de
8.0 (Navarro-Gonzalez, 2012), para una esterasa derivada de metagenomas de suelos agricolas colombianos, con
un pH optimo de 8.0 (Villamil et a/., 2016), una esterasa proveniente de un ambiente extremo en Colombia, con
pH alcalino (9.0) (Lopez et al., 2014), una esterasa bacteriana con un pH de 7.0 (Jayshree et a/., 2019), un pH de
9.0 para una carboxilesterasa de £. coli (Ding et al., 2020), pero estos resultados son diferentes para una esterasa
que degrada poliuretano de C. acidovorans TB-35, la cual presenta un pH dptimo de 6.5 (Akutsu et a/., 1998),
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También, se observo una temperatura optima de 40°C para la actividad de lacasa (Figura 10), los cuales son
similares a lo reportado para una lacasa de 7. viridae, en la cual se reporta una temperatura optima de 30°C y
40°C con poliuretano de baja densidad como sustrato (Johnnie et al., 2021) y para una despolimerasa extracelular
de Penicillium oxalicum, con una temperatura Optima de 40°C con poliésteres alifaticos como sustratos (Satti et
al., 2020). Por otra parte, para la actividad de esterasa, la temperatura éptima fue de 37°C (Figura 11), lo cual es
diferente para una esterasa que degrada poliuretano de C. acidovorans TB-35, de la cual se ha reportado una
temperatura dptima de 45°C (Akutsu et a/,, 1998), una esterasa de C, glutamicum ATTC 13032, a 40°C (Navarro-
Gonzalez, 2012), una esterasa derivada de metagenomas de suelos agricolas colombianos, con una temperatura
optima entre 30°C y 37°C (Villamil et a/., 2016), una esterasa bacteriana con una temperatura de 40°C (Jaishree
et al., 2019), 65°C para diferentes esterasas flingicas sobre la degradacion de poliésteres (Weinberger et al.,
2020) y 45°C para una carboxilesterasa de E. coli (Ding et al., 2020),
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Por otra parte, el tiempo de incubaciéon dptimo para la actividad de lacasa fue de 5 minutos (Figura 12), mientras
que para la actividad de esterasa, fue de 10 minutos (Figura 13), y con respecto al efecto de la concentracion de
proteina, se encontrd una reaccion lineal de la actividad de lacasa a las concentraciones analizadas (Figura 14),
mientras que, para la actividad de esterasa, la maxima actividad fue a una concentracién de proteina de 32.8
Mg/ensayo (Figura 15), similar a los 3.15 UM para una esterasa bacteriana con (Jayshree et al,, 2019), mientras
gue con respecto a la concentracion del sustrato, (2,6-dimetoxifenol) se observd la mayor actividad de lacasa a
0.5256 pg/ensayo (Figura 16), similar a lo reportado para una lacasa recombinante de S. cyaneus CECT 3335,
gue a concentraciones mayores a 0.1 mM de 2,6-dimetoxifenol inhiben la actividad enzimatica (Moya Lobo, 2011).
Para la esterasa se encontré una mayor actividad con 8.2 ug/ensayo con p-fenilbutirato como sustrato (Figura
17). Al respecto, en C. glutamicum ATTC 13032, se ha descrito una actividad de esterasa, con una Km de 681
um con p-nitrofenilbutirato (Navarro-Gonzalez, 2012), una Km de 138.88 uM para una esterasa bacteriana con di-
2-dietilftalato como sustrato (Jayshree et al., 2019).
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Finalmente, se han reportado otras actividades enzimaticas relacionadas con la degradacion de poliuretano como:
una lipasa de Candida rugosa, que degrada poliuretano comercial (Gautam et al., 2007), esterasa cutinolitica
(cutinasa), de F. culmorum (Gonzalez Marquez et al., 2019), serin hidrolasa de aislados de P. microspora, que
degrada poliuretano (Russell et al., 2011), poliuretanasa-lipasa de B. subtilis (Rowe & Howard, 2002), proteasa
y ureasa de diferentes hongos con espuma de poliuretano como sustrato (Loredo Trevifio et al,, 2011), cutinasas
de F. solaniy Pichia pastoris (Pefia-Montes et a/., 2018), poliuretanasas de Pseudomonas (Petri do Conto, 2021),
ftalato hidrolasa de Gordonia sp., que degrada esteres de ftalato (Huang et a/, 2019), hidrolasas, lipasas y
cutinasas de diferentes microorganismos que degradan plastico (Soriano Ortega, 2020), carboxilesterasas y
cutinasas de £. coli(Ding et al., 2020; Falkestein et al., 2020), PETasa y MHETasa de 1. sakaiensis 201-F6 (Maity
et al., 2021) y lipasa, carboximetilcelulosa, xilanasa y proteasa de Alcaligenes faecalis (Nag et al., 2021), pero se
requieren mas estudios para determinan cuales de estas actividades son las mas eficientes en la degradacién de
este sustrato, asi como para optimizar la produccion de las mismas para una biodegradacion mas rapida y eficiente.
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En la Tabla 1, se muestra un resumen de los resultados obtenidos para las dos actividades enzimaticas.

Tabla 1: Caracteristicas cinéticas de las actividades enzimaticas extracelulares de F. solani

Pardmetro Lacasa Esterasa
Estabilidad a 92% 70.15%
4°C
Estabilidad a 87.27% 70.3%
28°C
pH 6.0 7.0-9.0
Temperatura 40°C 37°C
optima
Tiempo de 5 minutos 10 minutos
incubacion
Concentracién 131.4 pg/ensayo 32.8 ug/ensayo
de proteina
Concentracién 0.5256 pg/ensayo* 8.2 pg/ensayo*
de sustrato

* 2,6-Dimetoxifenol
* p-fenilbutirato
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CONCLUSIONES

1.- La produccion de proteina extracelular y peso seco del hongo son mayores en presencia de polietileno de baja
densidad.

2.- La degradacion del sustrato en base al peso biodegradado fue de 7.8%, 9% y 4.5%.

3.- El hongo produjo actividades enzimaticas de lacasa y esterasa extracelulares en presencia de polietileno, siendo
ligeramente mayor la actividad de lacasa (2.86 U/mL) que de esterasa (2.0 U/mL).

4.- La actividad de lacasa es mas estable a 4°C y 28°C, conservando 92% y 87% de actividad remanente, que la
actividad de esterasa, pues esta conserva un 70% de actividad remanente a las mismas temperaturas.

5.- El pH y temperatura 6ptimos fueron de 6.0 y 40°C para la lacasa y de 7.0 a 9.0 y 37°C para la esterasa.

6.- El tiempo de incubacion fue de 5 y 10 minutos para las actividades de lacasa y esterasa, respectivamente.

7.- Los datos obtenidos sugieren que estas actividades enzimaticas pueden participar en la degradacion del
polietileno.
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