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Resumen

El impacto ambiental generado por los plésticos de un solo uso constituye un
problema critico debido a su persistencia y acumulacién en los ecosistemas. Este proyecto
tiene como objetivo analizar rutas protedmicas implicadas en la biodegradacion de estos
polimeros mediante un enfoque temporal, bajo la hipdtesis de que la expresion diferencial de
proteinas microbianas se correlaciona con la transformacion del material. La investigacion se
justifica en la necesidad de comprender los mecanismos enzimaticos que resultan esenciales
para el disefio de estrategias sostenibles. Para el estudio se utilizaron datos previos de pérdida
de masa y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), complementados
con el andlisis de proteinas obtenidas mediante geles de poliacrilamida. Los resultados
mostraron una degradacion significativamente mayor en los plasticos inoculados con el
consorcio, acompanada de modificaciones en los enlaces C-O, C=0 y CH2, asi como la
deteccion de enzimas clave (amilasas, peroxidasas, esterasas y lipasas) relacionadas con
procesos de biodegradacion. En conclusion, en conjunto estos analisis permiten establecer
una correlacion robusta entre la expresion enzimatica y la transformacion quimica del

polimero, validando la existencia de biomarcadores funcionales.

Palabras clave: protedmica, biomarcadores, FTIR, transformacion quimica
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Abstract

The environmental impact caused by single-use plastics represents a critical issue due
to their persistence and accumulation in ecosystems. This project aims to analyze proteomic
pathways involved in the biodegradation of these polymers through a temporal approach,
under the hypothesis that the differential expression of microbial proteins correlates with the
structural transformation of the material. The research is justified by the need to elucidate
the enzymatic mechanisms that are essential for the design of sustainable strategies. The
study employed previously obtained data on mass loss and Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), complemented with protein analysis from polyacrylamide gels. The
results showed significantly higher degradation in plastics inoculated with the microbial
consortium, along with modifications in C—0O, C=0, and CH?2 bonds, as well as the detection
of key enzymes (amylases, peroxidases, esterases, and lipases) associated with
biodegradation processes. In conclusion, these analyses establish a robust correlation
between enzymatic expression and the chemical transformation of the polymer, validating the

existence of functional biomarkers of biodegradation.

Keywords: proteomics, biomarkers, FTIR, chemical transformation
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Capitulo 1



1.1. Introduccion

El aumento en la emision de plasticos en las Gltimas décadas es una tendencia cada
vez mas presente en nuestra sociedad debido a la creciente demanda de estos productos por
su gran versatilidad en diferentes mercados y sus bajos costos de fabricacion (Geyer, 2017).
El plastico es un material sintético de alta durabilidad y maleabilidad, de bajo peso, con
propiedades térmicas y mecanicas altamente estudiadas. Estas caracteristicas han facilitado su
insercion en diferentes tipos de manufacturas, reemplazando otros materiales como vidrio,
algodon, o madera, y asi mismo incrementando las tazas de generacion de desechos. No
obstante, estas cualidades fisicoquimicas también le proporcionan una elevada resistencia a la
degradacion, lo que favorece su acumulacion en el ambiente y provoca serias disrupciones en

los ecosistemas (Dey, 2021).

A pesar de esto, las alternativas de reciclaje son muy bajas ya sea debido al
desconocimiento social, la pérdida progresiva de las propiedades mecénicas del polimero
luego de cada uso, o el desface entre la produccion de material nuevo en comparacion con el
reutilizado (Haque, 2023). Por ello, la bisqueda y el desarrollo de estrategias mas sostenibles
y efectivas para el manejo de residuos plasticos han sido ampliamente abordadas en varios

estudios.

En este contexto, la biodegradacion surge como una alternativa positiva debido a que
presenta mecanismos libres de polucion indirecta (a diferencia de la termodegradacion) y
genera compuestos o productos finales mas asimilables por sistemas bioldgicos, en contraste
con otros procesos de degradacion abiodtica como la fotodegradacion. Esta estrategia consiste
en el uso de microorganismos capaces de degradar los polimeros, transforméndolos en
unidades mas pequefias a través de sus actividades enzimaticas, asimilando y metabolizando
estos compuestos complejos para suplir sus necesidades energéticas. Diversas investigaciones

han documentado la capacidad de una amplia variedad de microorganismos para degradar y
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despolimerizar estos materiales sintéticos; sin embargo, los mecanismos metabolicos
implicados en este proceso no han sido suficientemente explorados (Chamas, 2020). Asi, el
presente proyecto propone un enfoque protedmico que permita identificar la expresion
diferencial de proteinas a lo largo del tiempo y analizar las rutas metabolicas implicadas en
esta accion enzimatica, con el objetivo de comprender los mecanismos de transformacion de

estos materiales por parte del consorcio microbiano.

1.2. Descripcion del Problema

Hasta el afio 2020, la produccion de plastico ha presentado un aumento de
aproximadamente 370 millones de toneladas al afio, donde al menos el 50% esta categorizado
como material de un solo uso (Siti, 2023). Los métodos de manejo de los desechos mas
comunes generados luego de esta utilizacion corresponden a reciclaje, la incineracion o el
deposito en vertederos, siendo el Gltimo el més registrado. Solo en el 2015, por ejemplo, se
estim6 que apenas el 9% del plastico producido fue reciclado, mientras que el 12% se
incinero y el 79% termino en basureros o se disperso en el ambiente, contaminando

ecosistemas terrestres, marinos y oceanicos (Gautam, 2024).

Ademas de la acumulacion del polimero en si, muchos de estos productos contienen
aditivos y quimicos suplementarios destinados a mejorar la calidad del material, los cuales
también pueden ser altamente toxicos y generar graves afectaciones en los organismos (Patra,
2024). Esta problematica se intensifica con el tiempo, ya que las condiciones fisicoquimicas
ambientales -como la radiacion solar, la lluvia y la temperatura- alteran la estructura del
plastico, fragmentandolo en particulas mas pequefias del material conocidas como
microplasticos (Yang, 2024). Estas particulas ingresan y se acumulan en los sistemas
bioldgicos de numerosos organismos, biomagnificindose a lo largo de la red trofica. Diversas

disrupciones endocrinas y reproductivas, enfermedades cronicas como cancer o diabetes e



11

inclusive la muerte han sido asociadas a la ingestion directa o indirecta de microplastico,

aunque muchos de los efectos a largo plazo atin no se comprenden en la mayoria de las

especies (Ray, 2024); (Cox, 2019) .

La biodegradacion se ha planteado como una solucién viable para reducir el impacto
ambiental de esta problematica de manera sostenible. Una amplia variedad de organismos
estd siendo investigados por su capacidad de degradar, asimilar y metabolizar estos
compuestos, especialmente en entornos con altos niveles de polucion. Tal es el caso de
microorganismos extremoéfilos, como cepas de Fusarium, Aspergillus o Penicillium
(Amobonye, 2021); (Khan, 2022). Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones se
enfocan en resultados observacionales o en la deteccion de productos intermedios, sin
profundizar en los mecanismos bioldgicos implicados en la descomposicion del polimero. Por
lo tanto, se vuelve necesario ahondar en los enfoques que permitan una comprension mas
integral del proceso de biodegradacion del plastico, con el fin de desarrollar soluciones mas

efectivas para enfrentar esta problematica global.

1.3. Justificacion del Problema

La persistencia de los plésticos de un solo uso en el ambiente, y la ineficiencia en los
métodos tradiciones de manejo de estos desechos enmarcan la necesidad de la busqueda de
alternativas mas eficaces para mitigar el impacto negativo de estos materiales en los
ecosistemas. A pesar del creciente nimero de investigaciones que documentan la actividad
degradadora de microorganismos, el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a
estas acciones enzimaticas representa una valiosa oportunidad para el desarrollo de
estrategias biotecnologicas mas precisas y dirigidas, que permitan aprovechar y optimizar el
potencial de estos organismos para proponer aplicaciones ambientales de remediacion

sostenibles.
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En este sentido, la presente investigacion aporta informacion valiosa al proponer un
enfoque protedmico que permita una vision detallada del proceso de degradacion, mediante el
estudio temporal de las proteinas expresadas por un consorcio bacteriano expuesto a plastico

de un solo uso, con el objetivo de comprender el papel funcional de las enzimas involucradas.

Por otro lado, la integracion de los registros experimentales relacionados con las
variaciones quimicas y estructurales del material permite un anélisis mas profundo, que
contribuye a la identificacion de proteinas clave dentro del proceso de transformacion del
polimero. Asi, el proyecto se alinea con los Objetivos de Desarrollo Sostenible,
particularmente con el ODS 13: Accidén por el clima, al proponer estrategias sostenibles para
mitigar el impacto ambiental de estos residuos contaminantes; mientras que, de la manera
similar, también contribuye al ODS 15: Vida de ecosistemas terrestres, ya que busca reducir
la acumulacion de plastico y microplastico en el suelo (Organizacion de las Naciones Unidas,
2015). En conjunto, esta investigacion presenta una pertinencia cientifica importante,
subrayada a su vez dentro de la agenda global de sostenibilidad, orientada a la restauracion y

preservacion de los ecosistemas.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

e Analizar rutas protedmicas implicadas en la biodegradacion de plésticos de un
solo uso a través del analisis temporal de la expresion de proteinas para la

comprension del proceso de transformacion de los polimeros.
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1.4.2. Objetivos Especificos

e Correlacionar los datos de expresion protedmica y registros analiticos de
productos intermedios para la caracterizacion de proteinas clave en el proceso
de degradacion.

e Analizar comparativamente patrones de expresion proteica para la inferencia
de rutas metabolicas asociadas a la transformacion de los polimeros en

compuestos mas simples.

1.5. Marco Tedrico

1.5.1. Plasticos de un solo uso: caracteristicas, manejo e impacto ambiental

Los plésticos estan compuestos principalmente por polimeros derivados del petréleo,
como polietileno (PE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), poliestireno (PS) o
tereftalato de polietileno (PET). Sin embargo, este proceso de polimerizacion no estd limitado
solo a compuestos sintéticos, ya que también pueden producirse a partir de bases bioldgicas -
tales como el acido polilactico (PLA), o derivados de polisacaridos- obtenidas de fuentes
renovables o sustancias orgénicas (Kutz, 2002). De este modo, estos materiales pueden
clasificarse tanto de acuerdo con su biodegradabilidad (biodegradables y no biodegradables)

como por la fuente de su material base (fuentes renovables y fuentes fosiles) (Hassan, 2022).

Los plasticos no biodegradables de fuentes fosiles poseen cadenas de macromoléculas
con enlaces covalentes mas estables y estructuras hidrofébicas que les confieren altos niveles
de resistencia térmica, quimica y biologica (Alshehrei, 2017). Estas caracteristicas ofrecen
grandes ventajas para los usos industriales modernos y la fabricacion de estos polimeros,
especialmente al combinarse con los bajos precios de produccion, lo que impide su reemplazo

efectivo por otros polimeros sintetizados a partir de bases organicas o biodegradables. Los
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tipos mas comunes, es decir PP y PE, son extremadamente abundantes en contextos
domésticos, y su fabricacion esta destinada a ciclos de vida muy cortos. Esto les brinda la
denominacion de plasticos de un solo uso (SUP, por sus siglas en inglés), aunque poseen a su
vez una buena capacidad para ser reciclados a través de métodos de post-procesamiento

(Vimal, 2020).

A pesar de ello, la mayoria de los desechos derivados de SUPs terminan
depositandose en vertederos o siendo incinerados, causando su acumulacion en el ambiente y

la pérdida de su valor como recursos reciclables (Chen, 2021).

En el Ecuador, la ciudadania y las empresas estan sujetas a un marco normativo en
cuanto a la gestion de desechos plasticos, especialmente hacia plasticos de un solo uso. Aun
asi, su impacto ha sido limitado debido a multiples factores legales, administrativos y sociales
que dificultan la implementacion, supervision y cumplimiento efectivo de estas regulaciones
(Portilla, 2022). Por ejemplo, la Ley Organica para la Racionalizacion, Reutilizacion y
Reduccion de Plasticos de Un Solo Uso (Asamblea Nacional del Ecuador, 2020) establece
que las empresas deben incorporar al menos 10% de material reciclado en un plazo de 18
meses, llegando hasta el 60% en 2 a 3 afios, y obliga a los ciudadanos separar los residuos
plasticos de otros desechos. No obstante, en el 2022 solo 7.7% de los desechos plasticos fue
reciclado en el pais, y el principal origen de plastico tipo PET contintia siendo virgen

(Negash, 2021).

Pero inclusive en el caso de los productos reciclados, que alin constituyen una
minoria, persisten las preocupaciones respecto a inocuidad del proceso. Diversas
investigaciones sefialan que, debido a la degradacion de las propiedades mecanicas de estos
polimeros con el tiempo, es necesario el uso de aditivos o plastificantes para conservar sus

caracteristicas funcionales (Thakur, 2021). La transferencia de estas sustancias al suelo, agua
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e inclusive a los alimentos -en el caso de paquetes de comida o bebida- ha sido ampliamente
documentada (Yin, 2024); (Lahimer, 2017). El impacto de estos compuestos, junto con el de
los microplésticos, sobre los seres vivos, representa una de las principales preocupaciones

ambientales y sanitarias actuales.

1.5.2. Biodegradacion de SUPs por consorcios de microorganismos

La degradacion de plasticos se evidencia por alteraciones en las propiedades del
material, tales como perdidas de masa, reduccion de la rigidez estructural o erosion
superficial. La biodegradacion, en particular, es un proceso complejo mediante el cual los
polimeros son descompuestos en estructuras mas simples a través de la accion de

microorganismos (Siti, 2023).

Segun su estructura quimica, los plésticos sintéticos pueden diferenciarse entre
aquellos con enlaces de tipo carbono-carbono (C-C) y aquellos con enlaces carbono-oxigeno
(C-0O). Los primeros se caracterizan por ser estructuras mas estables, con alta cristalinidad,
hidrofobicidad superficial, en conjunto con escasos grupos funcionales reactivos, que
dificultan la capacidad microbiana de transformar el material. En cambio, los plasticos de la
segunda categoria poseen una estructura hidrolizable, con enlaces éster que los vuelven més

susceptibles a la biodegradacion (Taniguchi, 2019).

Numerosas investigaciones han reportado la capacidad de distintos microorganismos
para degradar polimeros con enlaces C-O, como el tereftalato de polietileno (PET) (Srikanth,
2022). Estudios apuntan a que el primer paso del proceso de biodegradacion consiste en la
colonizacidon de la superficie del material, lo cual facilita el debilitamiento estructural del
polimero (Ahmaditabatabaei, 2021). Entre los géneros microbianos méas comtiinmente
involucrados, ya sea de forma individual o en consorcio, se destacan Fusarium, Aspergillus y

Pseudomonas_(Brunner, 2018); (Das, 2014); (de Oliveira, 2025).
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Posteriormente, ocurre la despolimerizacion en cadenas mas cortas mediada por la
hidrolisis de enzimas que producen intermediarios que pueden ser usados por los organismos
como fuentes de carbono. Finalmente, enzimas oxidorreductasas pueden actuar sobre estos
compuestos para degradarlos en moléculas mas simples de agua, dioxido de carbono o
metano, completando asi el proceso de mineralizacion (Temporiti, 2022). Particularmente,
especies como Phialemoniopsis curvata, Purpureocillium spp., y Purpureocillium lilacinum
han sido aisladas en sitios contaminados con residuos plésticos o de hidrocarburos, con
reportada actividad enzimatica hidrolasa, oxidasa y descarboxilasa durante el proceso de

degradacion (Bhavsar, 2024); (Benguenab, 2021); (Tseng, 2023); (Varaljay, 2019).

No obstante, gran parte de estos estudios se ha centrado en observar la degradacion
macroscopica (como la pérdida de peso del material o el cambio en su morfologia), dejando
aun sin esclarecer los mecanismos moleculares involucrados. Esta limitacion justifica la
necesidad de enfoques como el analisis protedémico, que permitan avanzar en la comprension

integral del fenomeno de biodegradacion desde una perspectiva bioquimica y funcional.

1.5.3. Enfoque proteomico para el estudio de la actividad enzimdtica microbiana

durante la degradacion mediada por microorganismos

El uso de técnicas protedmicas desempeiia un papel en el avance de la comprension
sobre los mecanismos involucrados en la biodegradacion del pléstico a partir de
microorganismos. Este enfoque permite caracterizar las enzimas que se producen en
presencia de estos polimeros, identificar perfiles de expresion diferencial y detectar proteinas

clave durante el proceso de degradativo mediante ensayos como SDS-PAGE (Poulsen, 2023).

El SDS-PAGE es una técnica comun para separar proteinas de acuerdo con su peso
molecular, que puede ser utilizada para la visualizacién de enzimas especificas activas en la

degradacion del plastico. Ademas, permite determinar el peso molecular de estas enzimas
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para la caracterizacion de estas y su comparacion con proteinas similares producidas en

procesos de degradacion similares por otros microorganismos (Chatterjee, 2010).

En conjunto con otras herramientas, como la espectroscopia IR (FT-IR) y los andlisis
de variacion de peso, altamente utilizadas en el anélisis de variaciones estructurales asociadas
con la degradacion de pléstico es posible llevar a cabo un analisis integral del fenémeno de
transformacion del material (Ibrahim, 2024). Asi, esta complementariedad metodolégica
resulta especialmente valiosa para identificar proteinas clave como posibles biomarcadores
del proceso o blancos potenciales para el disefio de estrategias que optimicen la accion

degradadora del consorcio microbiano en condiciones ambientales reales a través del tiempo.
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2. Metodologia

2.1. Origen de los datos y descripcion del experimento previo

La presente investigacion se fundamenta en el andlisis de datos generados a partir de
un experimento realizado con el objetivo de evaluar la capacidad de un consorcio fungico
para degradar plastico de un solo uso en condiciones controladas. El experimento consistié en
la incubacion de fragmentos de plastico de un solo uso (1x1 cm) distribuidos en tres fiolas
inoculadas con un consorcio microbiano (Tabla 1) y una fiola adicional sin inocular que
sirvi6 como control. Se afiadi6 a todas las fiolas 800ml de medio mineral liquido para proveer
a los microorganismos de condiciones minimas de crecimiento, de modo que su Unica fuente
de nutriente pudiera ser el material sintético. Las fiolas se mantuvieron durante un periodo
total de 24 meses, a temperatura ambiente y en agitacion. Se realizaron también recambios
quincenales y toma de alicuotas recolectadas mensualmente. A partir de este disefio
experimental, se obtuvieron datos relacionados con la pérdida de masa del polimero, cambios
estructurales detectados por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), y
una coleccidon de muestras de sobrenadante correspondientes a diferentes momentos del

Proceso.

El presente trabajo se enfocd exclusivamente en el andlisis de una seleccion de estos
datos, correspondientes a las semanas 270, 360, 450, 540 y 630, correspondientes a intervalos
quimestrales del tiempo experimental, y escogidas por representar puntos clave a través de

todo el proceso de degradacion.

Tabla 1.

Identificacion de microorganismos del consorcio

Organismo Codigo de Acceso (NCBI)

Phalemoniopsis curvata LC371259.1
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Fusarium sp. KC-2010ba JQ364978.1
Purpureocillum lilacinum MK173630.1
Fusarium oxysporum strain JX103564.1
Fusarium oxysporum isolate OM906080.1

Bacillus subtilis
Lactobacillus sp.

Bifidubacterium longum

2.2. Preparacion y corrida de geles SDS-PAGE

Para el analisis proteico de las muestras, se seleccionaron cinco puntos temporales del
experimento: semanas 270, 360, 450, 540 y 630, correspondientes a alicuotas de tres de las
fiolas experimentales previamente almacenadas (F1, F3 y control). Estas muestras, fueron
sometidas a un proceso de extraccion de proteinas a partir de los sobrenadantes obtenidos. El
procedimiento incluy6 la precipitacion de proteinas totales mediante tratamiento con frio y
etanol al 100%, seguido de centrifugacion y resuspension del pellet proteico en buffer de
carga. Esta preparacion asegur6 la desnaturalizacion parcial y la carga uniforme de las

proteinas mediante la inclusion de SDS y B-mercaptoetanol.

Las muestras preparadas fueron divididas para la carga en dos geles SDS-PAGE
diferentes: el primero incluy¢ las proteinas extraidas de las semanas 270, 360 y 450, mientras
que el segundo gel se utilizo para las semanas 540 y 630, junto con una muestra control
adicional correspondiente al medio mineral inoculado con el consorcio microbiano, pero sin
la presencia de plastico. Esta muestra control se empled como referencia para contrastar la
produccion basal de proteinas por parte del consorcio en ausencia del polimero, permitiendo

identificar posibles bandas diferenciales asociadas a la presencia del sustrato plastico.

Los geles se prepararon utilizando una concentracion de acrilamida al 12 % para el gel

de separacion y el gel de apilamiento. Se cargaron entre 10 pyL por pocillo, incluyendo un
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marcador de peso molecular para la estimacion relativa del tamafio de las proteinas, de
manera 7:3 (7 pL de muestra y 3 de loading buffer). La corrida de electroforesis se realizo a

120 V durante aproximadamente 4h.

Una vez finalizada la corrida, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie brillante
durante un tiempo de exposicion controlado, y posteriormente destefiidos con solucioén de

acido acético para facilitar la visualizacion de las bandas.

Los geles fueron digitalizados mediante escaner de alta resolucion, y las imagenes
resultantes fueron procesadas y analizadas en el software ImageLab para evaluar la presencia,
intensidad y distribucidn de las bandas proteicas a lo largo del tiempo y entre condiciones.
Este programa permitié realizar un analisis cuantitativo y cualitativo de las bandas proteicas
presentes en cada una de las muestras correspondientes que consistio en la deteccion
automatica de bandas a lo largo de cada carril, estableciendo parametros de sensibilidad y
umbral para garantizar la identificacion precisa de sefiales relevantes. Para cada banda
detectada, se registraron datos como el peso molecular estimado, la intensidad relativa (area
bajo la curva de densidad) y la posicidn en el gel. Estas variables permitieron comparar la
presencia, ausencia o variacion de bandas entre las diferentes condiciones temporales y frente
al control, con el objetivo de identificar proteinas diferencialmente expresadas que pudieran

estar asociadas con el proceso de biodegradacion del plastico.

Los perfiles proteicos fueron organizados en una matriz de datos que sirvid de base
para los andlisis estadisticos multivariados posteriores. Se consideraron como bandas de
interés aquellas que mostraban diferencias notables en intensidad entre los distintos tiempos o
entre las condiciones con y sin presencia del polimero. Estas fueron codificadas y clasificadas
por su peso molecular estimado, para ser posteriormente analizadas en conjunto con la

informacion proveniente de los ensayos FTIR y de pérdida de masa del plastico.
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Este andlisis inicial de bandas constituy6 una etapa clave para la identificacion
preliminar de patrones de expresion proteica, facilitando la interpretacion de los datos en el
contexto de las rutas enzimaticas potencialmente involucradas en la degradacion del

polimero.

2.3. Integracion de datos obtenidos con datos experimentales previos

Ademas del analisis proteico realizado mediante SDS-PAGE, en esta investigacion se
integraron dos tipos de datos obtenidos previamente respecto a la variacion en el peso del
plastico a lo largo del tiempo y los espectros de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR). Estos conjuntos de datos fueron empleados como herramientas
complementarias para contextualizar los perfiles de expresion proteica observados y

proporcionar una vision mas integral del proceso de biodegradacion.

Los datos de pérdida de masa fueron obtenidos a partir del secado y pesaje del
plastico antes y después de cada etapa de incubacion. Esta informacion permitio calcular el
porcentaje de pérdida de masa del polimero a lo largo del tiempo, sirviendo como un

indicador directo del avance del proceso de descomposicion, a través de la siguiente formula:

, . Masa inicial—Masa final
Pérdida de masa (%) =

x 100% (2.3.1)

Masa inicial

Para determinar la curva de degradacion se calculd también la media entre los datos
de las tres réplicas y el control, y la desviacion estdndar. De esta manera, las semanas
seleccionadas para el analisis protedmico fueron correlacionadas con los valores de pérdida
de peso, con el objetivo de evaluar si los cambios en la expresion proteica coincidian con

etapas de mayor o menor actividad degradativa. Ademas, con el objetivo de distinguir la
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degradacion de referencia (control sin indculo) de la degradacién atribuible al consorcio

se calcul6 la degradacion neta en cada punto temporal:

Degradaciéon neta (%) =
PM material inoculado—PM material sin inoculo
X 100% (2.3.2)

PM material sininoculo

Por su parte, los datos de espectroscopia FTIR permitieron observar modificaciones
en la estructura quimica del plastico, especificamente la aparicion o desaparicion de grupos
funcionales relevantes (como carbonilos, ésteres o grupos hidroxilo), que podrian reflejan
alteraciones en la composicion del polimero atribuibles a la actividad enzimatica. Las
regiones espectrales con variaciones significativas fueron identificadas con base en estudios
previos, y se compararon con los perfiles de bandas proteicas obtenidas en los geles. Picos
con absorbancias bajas fueron excluidos del analisis ya que resultan en variaciones no

significativas.

La integracion de estas tres dimensiones de andlisis —fisica (peso), estructural (FTIR)
y bioquimica (SDS-PAGE)— permiti6é un analisis mas completo del fendmeno de
biodegradacion. Esta estrategia contribuy¢ a reforzar la interpretacion de los resultados
protedmicos, al proporcionar evidencia entre la presencia de determinadas proteinas y los

cambios detectados en el polimero, a nivel quimico tanto como fisico.

2.4. Analisis bioinformatico y analisis estadistico

Para complementar el anélisis de las bandas proteicas observadas en los geles SDS-
PAGE, se realiz6 un tratamiento estadistico y exploratorio de los datos mediante herramientas
bioinformaticas y de analisis multivariado. El objetivo fue identificar patrones de expresion a

lo largo del tiempo, agrupar muestras segun similitud de perfiles y detectar proteinas
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diferenciales que pudieran estar relacionadas con la actividad enzimatica del consorcio

fingico frente a la presencia de plastico.

En primer lugar, la informacion obtenida a partir de ImageLab fue organizada en una
hoja de célculo de Excel, donde se construyd una matriz para comparar la presencia/ausencia
de las bandas entre las distintas semanas de muestreo y la muestra control. Esta matriz
permitid identificar bandas compartidas, exclusivas o transitorias, agrupandolas segiin su
comportamiento en el tiempo. Se prestod especial atencion a las bandas que se repetian en
varias semanas, asi como a aquellas que estaban presentes tinicamente en el medio con

plastico o, por el contrario, solo en el control (medio mineral inoculado sin plastico).

Para enriquecer la interpretacion funcional de las bandas diferenciales, se realiz6 una
busqueda de posibles identificaciones basadas en el peso molecular estimado, utilizando
literatura cientifica especializada y bases de datos como NCBI Protein. Esta comparacion
referencial tuvo como objetivo vincular cada banda con posibles enzimas ya reportadas en
procesos de biodegradacion de plasticos, especialmente en hongos de los géneros Fusarium,
Phialemoniopsis y Purpureocillium, y bacterias Bacillus y Bifidubacterium los cuales

componen el consorcio utilizado en el estudio (Tabla 1.).

A partir de esto, se establecieron criterios especificos para la seleccion de proteinas
candidatas clave en la propuesta de una posible ruta proteémica asociada al proceso de
biodegradacion. Estas proteinas fueron agrupadas por peso molecular estimado y contrastadas
con informacion funcional disponible en bases de datos y literatura cientifica. Con base en
esta clasificacion preliminar, se identificaron biomarcadores a través del tratamiento de los
datos (normalizacion) y curvas ROC con la herramienta de MetaboAnalyst 5.0. Finalmente,
se seleccionaron las proteinas con AUC significativos (> 0.8) y log2FC negativos

(sobreexpresion respecto al medio mineral).
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Adicionalmente, se utiliz6 el software InfoStat para realizar analisis estadisticos de
ANOVA (Kruskal Wallis Test y Friedman's test), T- test de una muestra y para muestras
independientes y el entorno bioinformatico MetaboAnalyst 5.0 para aplicar analisis de
componentes principales (PCA) de todas las muestras. Estos métodos multivariados
permitieron visualizar tendencias y agrupamientos de muestras segin sus perfiles proteicos,
evaluando la progresion del proceso de degradacion en el tiempo y la posible influencia de la
condicion experimental (plastico vs. control). Las intensidades de las bandas fueron utilizadas

como variables cuantitativas para la construccion de los modelos estadisticos.

La combinacién de estos enfoques permitio no solo detectar proteinas de interés
diferencial, sino también relacionarlas con etapas especificas del proceso de biodegradacion y
con los datos estructurales y fisicos previamente obtenidos, aportando asi una vision integral

de los mecanismos enzimaticos implicados.
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3. Resultados y Analisis

3.1. Pérdida de masa de las muestras de plastico

El anélisis de la pérdida de masa sefala que las muestras inoculadas con el consorcio
microbiano experimentaron una reduccion de masa claramente superior a la observada en los
controles sin indculo a lo largo del periodo experimental. La jError! No se encuentra el o
rigen de la referencia. muestra de forma consistente que el tratamiento biolodgico induce una
mayor remocion del polimero a lo largo de todo el periodo experimental. En la ;Error! No se
encuentra el origen de la referencia. se aprecia que las medias del porcentaje de
degradacion del grupo inoculado permanecen sistematicamente por encima de las del control
en cada punto temporal, y que ambas series presentan variabilidad entre réplicas, reflejada en
las barras de error; esta variabilidad es mayor en algunos intervalos intermedios, lo que
sugiere fluctuaciones en la dindmica del proceso. Ademas de la diferencia sostenida entre
curvas, se observan episodios de aceleracion y estabilizacion de la degradacion en el
tratamiento inoculado, que no se reproducen con la misma intensidad en el control, indicando
que la actividad bioldgica introduce patrones temporales distintivos respecto a la degradacion
de fondo. Por otro lado, ambas series experimentales pueden estar sometidas a procesos de
degradacion abidtica que contribuyen al descenso de masa observado y que, por tanto,
conforman el nivel de referencia del experimento. Entre los mecanismos abioticos relevantes
se incluyen la hidrolisis quimica de enlaces susceptibles (favorecida por pH y temperatura), la
oxidacion por especies reactivas generadas en el medio o por exposicion a oxigeno disuelto
(autoxidacioén), la fotoxidacion inducida por radiacion UV dada por la exposicion luminica
durante el manejo y almacenamiento, asi como por el desgaste fisico o erosion mecénica
durante las manipulaciones (Jarosz et al., 2024). Al calcular la degradacion neta (jError! No s

e encuentra el origen de la referencia.) se aprecia que la contribucion atribuible a la
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actividad biologica es positiva en todos los tiempos muestreados, con un promedio general
del 43%, aunque presenta fluctuaciones temporales, incluyendo picos de degradacion de
hasta mas del 60% (dia 750), y porcentajes de degradacion mas bajos al 30% (dias 510 al
540), que podrian reflejar fases de adaptacion del consorcio, cambios en la disponibilidad de

sustrato o variaciones en la expresion enzimatica.
Hlustracion 1

Porcentajes de pérdida de masa y degradacion microbiana. Las barras representan la desviacion

—o— Plastico en medio inoculado

Porcentaje de degradacion Degradacion microbiana neta
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3.2. Espectrometrias transformadas de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR muestran una clara evolucion temporal de las bandas asociadas a
los grupos funcionales mas relevantes del material (Ilustracion 2). En términos cuantitativos,
las bandas asignadas a enlaces alifaticos y aromaticos (C—H) presentan una dindmica
marcada: la sefial C—H reportada en el rango de 700 cm-1 aumenta desde 0.081 a 0.133 en el
dia 360 y posteriormente cae hasta 0.027 en 630, lo que sugiere una alteracion rapida seguida
de una atenuacion de la fraccion alifatica superficial. Las sefales CH2 exhiben una tendencia
decreciente a lo largo del seguimiento, mientras que las intensidades de CHs también
disminuyen hacia los dias finales, reflejando una pérdida relativa de grupos metilo y metileno

en la superficie del material. Este proceso de disminucion sostenida es coherente con un

-
o b
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proceso de pérdida/erosion de la fraccion superficial alifatica del polimero (Odigbo et al.,

2023).

Tlustracion 2

Picos de absorbancia de acuerdo con los grupos quimicos categorizados por semanas. a. Superior
izquierda. Muestra rangos de 4000 a 2800 numeros de onda [cm-1]. b. Superior derecha. Rangos de 1800 a
1400 numeros de onda [cm-1]. c. Inferior. Rangos de 1300 a >700 numeros de onda [cm-1]
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Las bandas carbonilo (C=0) muestran un comportamiento oxidativo ya que en ambos
picos de abundancia se observa una reduccion en los dias intermedios (360—450) seguida por
un aumento notable en el dia 540, y una nueva atenuacién en 630 (atribuible a procesos de
lixiviacion o asimilacion organica). Por otro lado, la banda C—O presenta un pico destacado
en 540 (0.0639), superior tanto al valor inicial (0.0448) como a los intermedios, y cae de
forma sensible en 630 (0.0090), sugiriendo un episodio de hidrolisis/introduccion de grupos
oxigenados posiblemente asociado a despolimerizacion parcial y formacion de fragmentos

ricos en oxigeno (Fernandez-Sanmartin et al., 2024). Los valores asociados a N-H y N-H/C—
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N disminuyen de forma continuada hasta cifras muy bajas en 630, indicando pérdida o

transformacion de componentes nitrogenados superficiales.

Tlustracion 3
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Ondas registradas categorizadas de acuerdo con las semanas. Los grupos funcionales se encuentran
senialados e identificados para cada area de interés
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Todas las oscilaciones observadas indican que la degradacion no es lineal, sino que se

produce en fases, lo que es compatible con procesos de adaptacion microbiana en capas

sucesivas del material o con la aparicidon temporal de productos intermedios que luego son

metabolizados o removidos del sustrato. En conjunto, la evidencia espectroscopica se integra

de forma coherente con el patron observado en la pérdida de masa, aportando una lectura

molecular de los eventos macroscopicos registrados. En los tiempos en que la degradacion

neta mostrd picos de actividad (notablemente alrededor de ~540 dias y hacia el final del

seguimiento), los espectros FTIR presentan un incremento transitorio en las bandas asociadas

a grupos carbonilo (C=0) y a enlaces C—O, consistente con la generacién de productos

oxidados e intermedios hidroliticos derivados de la rotura de la estructura polimérica

(Ilustracion 3). Este acoplamiento temporal sugiere que los episodios de mayor pérdida de

masa implican etapas de despolimerizacion quimica (formacion de fragmentos oxigenados
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solubles) que luego parecen ser asimilados o lixiviados, explicando la posterior atenuacion de
esas sefiales en dias posteriores (Dwiyana et al., 2023). Las disminuciones sostenidas en las
intensidades de bandas alifaticas (C—H, CH., CHs) acompafian la pérdida de masa acumulada,
lo que confirma la colonizacion organica en superficie. Sin embargo, también se presentan
dias en los que la pérdida de masa muestra cambios con escasa respuesta FTIR aparente que
pueden reflejar contribuciones abidticas (erosion fisica) o procesos de desprendimiento que

afectan la masa sin producir inmediatamente sefiales quimicas distintivas.

3.3. Analisis proteémico y bioinformatico

El anélisis protedmico realizado sobre los geles de poliacrilamida (Ilustracion 4)
permiti6 identificar proteinas clave asociadas al proceso de biodegradacion microbiana del
plastico. Se detectaron 4 bandas de interés que fueron identificadas como amilasas,
peroxidasas, esterasas y lipasas, cada una asociada a diferentes organismos dentro del
consorcio, como Bifidobacterium longum, Fusarium sp., Purpureocillium lilacinum y
Fusarium oxysporum. Estas enzimas cumplen roles complementarios dentro del proceso
degradativo, desde la hidrélisis de enlaces glucosidicos hasta la oxidacion y esterificacion de
compuestos intermedios.

Hlustracion 4

Geles de poliacrilamida procesados a través de ImageLab

- - -
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Los patrones de abundancia mostraron variaciones significativas respecto a la
intensidad de las bandas entre los diferentes tiempos de muestreo (270, 360, 450, 540 y 630
dias), lo que refleja una dinamica temporal en la expresion proteica estrechamente ligada a
las fases de colonizacion, asimilacion y degradacion activa del material. Posteriormente, el
analisis bioinformatico nos ayudo a validar estas muestras como enzimas clave del proceso

de transformacion del polimero.

Tabla 2

Datos de intensidad de banda e identificacion enzimatica de acuerdo con el andlisis
proteomico para el peso molecular correspondiente al marcador 75 kDa

270 270 270 360 360 360 Prot  Organismo ID NCBI
C F1 F3 C F1 F3

75

76,285 248,711 218,708 0 441,358 778,691 Amilasa B.longum WP _129879952.1

Tabla 3

Datos de intensidad de banda e identificacion enzimatica de acuerdo con el andlisis
proteomico para el peso molecular correspondiente los marcadores 43 y 40 kDa

270 270 270 Prot Organismo ID NCBI
C F1 F3
43 363,321 855,706 0 Amilasa B. longum WP _223895371.1

40 0 641,670 1,092,299 Peroxidasa Fusarium sp. KAI8724901.1

Tabla 4

Datos de intensidad de banda e identificacion enzimatica de acuerdo con el analisis
proteomico para el peso molecular correspondiente al marcador 37 kDa

540 540 540 Prot Organismo ID NCBI
C F1 F3
37 0 957,833 374,709  Esterasa  P. lilacinum OAQ71798.1

Tabla 5

Datos de intensidad de banda e identificacion enzimatica de acuerdo con el andlisis
proteomico para el peso molecular correspondiente al marcador 35 kDa

630 630 630 Prot Organismo ID NCBI
C F1 F3
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35 149,650 0 232,724 Lipasa  F. oxysporum ABR12479.1

En la primera fase, correspondiente al dia 270, los analisis protedémicos revelaron la
expresion diferencial en el area de los marcadores moleculares 75, 43 y 40 (Ilustracion 5),
que corresponden a amilasas (Bifidobacterium longum) y peroxidasa (Fusarium sp.). El
marcador 75 (Tabla 2) mostr6 la sefial mas robusta en comparacion con el control (medio
mineral), con un AUC de 1.0 y una clara separacion en el analisis estadistico, aunque el
control también muestra expresion de la proteina en baja intensidad. Este hallazgo es
consistente con la pérdida de masa registrada en esta etapa, donde la degradacion neta
microbiana alcanz6 valores intermedios, y con los resultados de FTIR que evidenciaron
modificaciones tempranas en los enlaces N-H y C=0, atribuibles a procesos de hidrodlisis
iniciales. En paralelo, en el marcador 40 (Tabla 3) correspondiente a la enzima peroxidasa se
presento una respuesta significativa (AUC 0.833, ), sugiriendo que la enzima podria estar
generando radicales libres o modificando quimicamente la superficie del polimero,
introduciendo grupos polares que aumentan la hidrofilicidad (Han et al., 2024). Esta funcion
es clave en la estrategia del consorcio, ya que permite acondicionar el plastico para etapas
posteriores de degradacion mas intensiva. En conjunto, los datos integran de forma coherente
la evidencia analizada indicando una biodegradacion inicial dominada por la accion
hidrolitica de amilasas y un acondicionamiento oxidativo de la superficie mediado por
peroxidasas, que establece las condiciones necesarias para la progresion del proceso

biodegradativo durante esta primera etapa.
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Tlustracion 5

Desemperio de cada muestra (dia 270) respecto al medio mineral evaluado mediante Curva
ROC y diagrama de cajas. a. Superior izquierda muestra proteina de 75 kDa. b. Superior
derecha. Muestra proteina de 43kDa. c. Inferior. Proteina de 40kDa

75 a3

75

o
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Durante la fase de asimilacion del material, en los dias 360 y 540, se observo un
cambio en la naturaleza de las proteinas predominantes (Ilustracién 6), reflejando una
transicion hacia procesos mas especializados de aprovechamiento del sustrato. En el dia 360
destaco nuevamente el biomarcador de amilasa, en 75kDa (Tabla 2), con una alta capacidad
discriminante frente al medio mineral (AUC = 0,833), que confirma su rol sostenido en la
hidrdlisis de enlaces glucosidicos, posiblemente sobre aditivos o componentes carbonados
secundarios asociados al plastico. Paralelamente, en el dia 540 se mostraron picos en la
expresion de esterasa (AUC = 0,833, Tabla 4), cuya actividad se relaciona con la ruptura de
enlaces éster y la modificacion de productos intermedios de la oxidacion inicial del polimero
(Akram et al., 2024; Jin et al., 2023a). La presencia diferencial de estas enzimas sugiere que
el consorcio microbiano no solo coloniza la superficie, sino que es capaz de integrar los
fragmentos liberados como fuentes de carbono y energia, coherente con los cambios en las
sefiales FTIR, particularmente la reduccion de la intensidad en las bandas de C=0 y C-O.

Respecto a la pérdida de masa, a diferencia de la fase inicial de colonizacion, la fase de
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asimilacion mostrd un comportamiento mas moderado en términos de degradacion absoluta,
lo que sugiere un periodo de estabilizacion metabolica del consorcio (Ho et al., 2018). Estos
resultados podrian sugerir que, durante esta etapa, los microorganismos no generan una
aceleracion inmediata en la pérdida de material, sino que optimizan el aprovechamiento de
los fragmentos liberados previamente, estabilizando el sistema y asegurando la disponibilidad
de recursos metabolico. Asi, este aparente estancamiento en la pérdida de masa coincide con
la deteccion de las enzimas identificadas, cuya funcion se centra mas en la transformacion de
subproductos de la degradacion que en la ruptura inicial del polimero. De este modo, la
evidencia protedmica vincula esta fase con una asimilacion activa de los derivados de
degradacion, marcando el inicio de un metabolismo coordinado de oxidacion e hidrélisis que

sostiene la progresion del proceso biodegradativo.

Tlustracion 6

Desemperio de cada muestra (dias 360 y 540) respecto al medio mineral evaluado mediante Curva ROC y
diagrama de cajas. a. Izquierda muestra proteina de 75 kDa. b. Derecha. Muestra proteina de 37kDa
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En la fase final de mineralizacion (dia 630), los biomarcadores detectados,
correspondientes a la amilasa y la lipasa en en 75 kDa y 35 kDa (Tabla 1., Tabla 5),
mostraron una expresion diferencial frente al control mineral, con un AUC de 0.833 en ambos

casos (Ilustracion 7). La lipasa, proveniente de Fusarium oxysporum, fue un hallazgo
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particularmente relevante ya que este tipo de enzimas participa en la ruptura de enlaces éster
y contribuye a la transformacion de intermediarios hacia compuestos mas simples,
favoreciendo la conversion del polimero en productos finales de bajo peso molecular (Akram
et al., 2024). Por su parte, la amilasa, asociada inicialmente con la hidrdlisis de enlaces
glicosidicos, desempefia un papel complementario en la mineralizacion, ya que los azlcares
liberados durante su accion pueden ser metabolizados por el consorcio microbiano,
generando acidos organicos y condiciones que potencian la oxidacion y la conversion de los
residuos hacia CO: y H20 (Jin et al., 2023b). Esta accion combinada coincide con los
resultados de FTIR, que evidenciaron disminucion en la intensidad de los picos de C—O y C—
H, y con la pérdida de masa registrada, sugiriendo que el consorcio no solo fragmenta el
material, sino que impulsa su transformacion quimica hacia productos minerales finales.

Hlustracion 7

Desemperio de cada muestra (dia 630) respecto al medio mineral evaluado mediante Curva ROC y diagrama de
cajas. a. Izquierda muestra proteina de 75 kDa. b. Derecha. Muestra proteina de 35kDa
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3.4. Analisis estadistico

El anélisis multivariado mediante PCA (Ilustracion 8) global explic6 un 42% de la
varianza acumulada en los dos primeros componentes principales (PC1 =26.1% y PC2 =

15.9%), mostrando una separacion clara entre el control (medio mineral) y los grupos
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experimentales. La separacion de S270 y S360 hacia cuadrantes negativos de PC1 y PC2
refleja fases tempranas, donde se observaron biomarcadores como peroxidasa y amilasa. Por
otro lado, las muestras S540 y S630 se agrupan en regiones mas dispersas, lo que indica

mayor heterogeneidad protedmica.

Tlustracion 8

Score plot de PCA global

Scores Plot
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El andlisis mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y Friedman (Ilustracion 9) no
revelaron diferencias significativas entre los grupos experimentales (p > 0.05, p = 0.0873);
sin embargo, los valores de medias y medianas sugieren tendencias diferenciadas en la
expresion, especialmente para amilasa y esterasa y tendencias hacia mayores niveles de
expresion proteica en las muestras S270 y S360 frente al medio mineral, lo respalda la
hipdtesis de que ciertas enzimas tienen un papel mas marcado en fases especificas de la

biodegradacion.
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IHlustracion 9

Pruebas estadisticas de Friedman y T-test

Friedman's test

_ One-Sample t-Test
Column2 Column3 ColumnS Column4 Columné I*

3.€65 2.77 3.27 2.50 2.81 2.16 0.0873

under the null hypothesis: 0

Minimum significant diffesrsnce betwesn sum of ranks = 11.517 n Mean SD UL(95) T
13 234.70 258.20 390.73 3.28

Treatment  Sum of Ranks Mean of Ranks n :; _fzS; ;;:;; 283.84 ég:

Columné 32.50 2.50 13 A 13 75.11 193.74 1.40

Column3 36.00 2.77 13 A B 13 130.55 363.28 1.30

Columné 36.50 2.81 13 A B

Column$S 42.50 3.27 13 A B

Colum 47.50 3.65 13 B

Means vith a common letter are not significantly different (p > 0.050)

Por otra parte, las pruebas de t-test (Ilustracion 9) de una muestra y PCA también
permitieron validar la abundancia diferencial respecto a la amilasa (p = 0.0066) y esterasa (p
= (0.0444), ambas significativamente distintas del valor nulo y con la mayor contribucion a la
varianza observada lo que confirma su relevancia como biomarcadores potenciales. Los t-test
de muestras independientes entre el medio mineral y los distintos tiempos de muestreo no
mostraron diferencias estadisticamente significativas tras la correccion por varianzas,
probablemente debido tamafio reducido de las réplicas (n=3 por tratamiento), que limita la
potencia estadistica, aunque se observaron medias consistentemente mas altas en los grupos

inoculados, en particular en S270 y S540.
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4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1. Conclusiones

e En conjunto los resultados demostraron asociaciones consistentes entre la dindmica
enzimatica y la transformacion del polimero. La deteccion temporal de peroxidasa,
esterasas, lipasas y amilasa coincidié con disminuciones en regiones FTIR sensibles a
oxidacion e hidrolisis (C=0 y C-0), asi como con ajustes en bandas alifaticas
(CH2/CHs) compatibles con ruptura de cadenas y aumento de grupos terminales. En
paralelo, la mayor pérdida de masa observada en las muestras inoculadas, y la
degradacion neta obtenida tras descontar el componente abidtico del control,
confirmaron que los cambios estructurales registrados por FTIR se traducen en
remocion efectiva de material. Estos hallazgos se reforzaron con andlisis univariados
y multivariantes: los biomarcadores candidatos mostraron desempefio discriminante
consistente en los analisis ROC, y las comparaciones de abundancia (t-test y ANOVA
no paramétricos) respaldaron diferencias de expresion acordes con la cronologia del
proceso. En conjunto, la ocurrencia conjunta temporal entre sefales FTIR, pérdida de
masa y aparicion/ausencia de bandas proteicas especificas aporta una correlacion
positiva robusta que permite caracterizar a estas cuatro enzimas como proteinas clave
del fendmeno de transformacion del polimero bajo las condiciones evaluadas.

e El patron comparativo de expresion proteica permite proponer una ruta secuencial de
transformacion del polimero mediada por el consorcio. La primera fase, de
colonizacion y pre-activacion oxidativa de la superficie por peroxidasas, que
incrementa la hidrofilicidad, genera radicales y sitios reactivos y facilita el anclaje
celular (coherente con el debilitamiento y reconfiguracion de sefiales FTIR en C—

H/N-H y C=0); la fase dos, de depolimerizacién hidrolitica dirigida por esterasas y
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lipasas, orientada a la ruptura de enlaces éster y a la generacion de
oligdbmeros/monomeros mas asimilables (respaldada por las trayectorias FTIR en
regiones C—O/C=0 y por el aumento concomitante de la pérdida de masa); y
finalmente, la fase de asimilacion y mineralizacion progresiva, donde hidrolasas
auxiliares como amilasa contribuyen al procesamiento y canalizacion de
intermediarios hacia rutas centrales del metabolismo energético. Esta secuencia se ve
apoyada por la separacion temporal observada en los analisis multivariantes y por la
concordancia entre marcadores proteicos y métricas fisicoquimicas, lo que reduce la
ambigiiedad tipica de evaluaciones basadas en un solo tipo de dato. La ruta propuesta,
sugiere un mecanismo operativo para guiar el disefio de bioprocesos y bioproductos
orientados a acelerar la transformacion del polimero sin generar subproductos toxicos
y priorizar enzimas diana en estrategias de mejora del consorcio microbiano.

Estos hallazgos no solo confirman la participacion activa del consorcio microbiano en
la transformacion del polimero, sino que también aportan una ruta protedmica
tentativa que explica cdmo los polimeros son progresivamente modificados y
canalizados hacia procesos metabolicos internos. En conjunto, el proyecto sienta
bases solidas para la comprension de la biodegradacion microbiana y abre la
posibilidad de disefiar estrategias aplicadas que optimicen la accidon enzimatica para
acelerar la transformacion de plésticos bajo condiciones ambientales controladas,
contribuyendo asi a soluciones biotecnologicas de alta calidad, eficaces y novedosas

frente a la crisis global de contaminacidn por plastico de un solo uso.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda incrementar el nimero de réplicas biologicas y técnicas incluidas en
cada fase temporal del estudio con el fin de reducir la variabilidad experimental y
aumentar la significancia estadistica. Asimismo, se sugiere incorporar mas puntos
intermedios y finales de las alicuotas utilizadas para los analisis protedmicos para
captar con mayor precision las transiciones en la expresion protedmica asociadas al
proceso de degradacion.

Con el objetivo de fortalecer la identificacion de estos biomarcadores, se recomienda
complementar el analisis protedmico con técnicas de validacion adicionales como
espectrometria de masas (LC-MS/MS) y ensayos de actividad enzimética especificos
para corroborar la funcion bioldgica de las proteinas y su efectividad. Estas
aproximaciones permitiran establecer con mayor certeza el papel de los
biomarcadores en la degradacion de polimeros y favoreceran la reproducibilidad y

aplicabilidad de los resultados en escenarios ambientales y biotecnologicos.
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