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INTRODUCCION 

m. descubrimiento de que los plásticos podían ser atacados por

microorganismos bajo condiciones ambiental.es de a1 tas temperatu

ras y humedad, di 6 1.ugar al desarroi lo de muchos programas de in

ve s t ; go.ci6n en di versos , aboratorio s y universidades, pero Ja in

form aci6n reportada tendí a a ser confus H ya que no se h acía dis

tinci6n al euna de si e1 ma teri al sucepti ble al. ataque bio16gico

errm 1 os polímeros en si o bien l.o s pl. astificantes. 

1 

Po s t eriormente se encontr6 que lo e microorganismos que se desa

rro1 l aban sobre 1 a superficie del.os pl§.sticos,utilizaben a es-

tos como soporte y 8 l os plastificantes como fuente nutritiva.-

Asi tenemo f:l c¡ue Hue ck afirma que : "La matriz del. polímero como -

ta1 no es a t acada rior 1 os microorganismos.T.os plastificDntes,ad! 

t i vos ,antioxidante s,e tc.,pueden ser atacados,aeí como impurezas

Y re s iduos del. proce s o de obtenci6n de l pl§.stico que hayan qued~ 

do embebidos en la matriz, pero el polímero en s í es invul.nerable 

a1 a ta.que bio1,6gico y permanece intacto" (2). 

Se ha observado que el crecimiento de los microorganismos sobre 

los p1 ~stic0 s i es causa un daño mecánico.A este daño se le deno

min6 "biodeterioraci6n", 1-e. cual. fu~ definida en 1959 como: "Cual

quier c ambio indese abl.e en 1 as propiedades de un material, debido 



a 1os procesos vital.es de 1 os organi smos" ( 1 ). 

J, a bio de terioraci6n de l os pi hsticos puede ser c ausade. por un 

sin nfunero de organismos,y esta puede clasificarse se~ún l os -

procesos que la causan en: 

1 )Mec~nicos. 

2)De enterramiento. 

3 ) Químicos. 

La biodeterioraci6n por procesos mecwcos es 1.levade. a cabo

en general, por roedores e insectos, l os cua ' es c ausRn grandes -

dafios al uti l.izar sus mandíbulas sobre tuberías, cafierías, cu--

biertas aisl.antes de conductores e l ~ctricos, etc. 

En loe procesos de enterramiento se puede considerar que la -

biodeterioraci6n es simi l.ar a l.a de procesos mec~nicos, con la

diferencia que se efectua por el crecimiento de microorganis-

mos sobre la superficie de i os p16sticos que se encuentran si

tuados subterraneemente. 

Con respecto a la biodeterioraci6n por procesos químicos ten! 

mosque esta puede deberse a procesos de asimi 1 aci6n y/o a pr~ 

ce sos de desasimi l aci6n.En l os procesos de asimilaci6n se tie

ne que l os constituyentes del pl~stico sirven como fuente de -

nutrientes para l os organismos.En l.os procesos de desasimila-

ci6n, el organismo no uti 1 iza al p1 ~stico como fuente nutritiva, 

pero lo dafia químicamente por medio de sustancias de excresi6n 



3 

del mi s mo. 

r o s pro c e s o s quí micos de biode terioraci6n son considerado s -

• 
po r Eggins y Mi l ls , como procesos de 11biodegradaci6n 11 .A esta -

1 a define n como : " L a degr adaci6n y/o l a conversi6n por 1 os mi 

c ro organi smo s , de ma t eri a l es de de s echo en material es in6cuos-

o bien en ma terial.es <iti l es para ellos" (1). 

Una de las c ar acterí s t j cas de 1 os pl ~sticos que favorece l a-

re s istenci a a la biode gradaci6n,es el carácter hidrof6bico --

que poseen.De bi do a esta propieda d no puede existir contacto-

entre el plástico y 1 o s micr,• organi s mos que son hidr6fi los. 

T,a anterior de s de 1 uego no es l a <inica raz~n por 1 a cual l oe 

plástico s se mantienen invul nerables al ataque de l.os microo_r 

ganismo s , s e ha sugerido que existe un impedimento est~rico,el 

cual es posi blemente el factor más importante en la resisten-

c i a de 1.o s pi á sticos a la biodegradaci6n ( 2 ) .se h a dicho tam-

bi~n,que l as c adena s line al es son menos ree1.etentes a labio-

degr adaci6n que las c adenas ramificadas,asimismo los políme-

ros que pre s enten grupos hidr6fi l os, tal.es como grupos -OH,---

-COOH,-CHO,-NH2 ,etc.,ser~n mas suceptibl.es al ataque microbia 

no. 

Exi ~ ten a1 ¡:runo s po l {meros artificiales, 1. o s cuales debido a -

su e s t ruc tur a químic a , s on s uc epti b l es a 1. a b~ . o degradaci6n.En-

tre e l. los tenemo s al ni tra to de celulosa, a resinas de melanin 



formal dehido y al acet ato ae polivinilo.Pero a excepci6n de ~ s

tos los demas polÍme ros artifici al es s on no biodegr adables ( l ). 

Esta resistencia al. ataque bio 1 6e;ico, e s , a que ha hecho que -

l os plásticos sean usados ampliamente en objetos que se encuen

tran a la intemperie, sujetos al. ataque de un sinnúmero de orga

nismos; e s así que se uti l izan en imp 1 ementos p~ra l a agricultu

ra,la ganaderí a , l a pesca,en cables submarinos y subterrfuleos,en 

cafierías,etc.,sin sufr ir daños cons i derables. 

Como ya se mencion6 el. polímero no sufre bio deeradaci6n por 

par te de los micro 0rganismos,pero los plastific rultes,que son en 

general mol.~culas ·orglmicas de bajo pe so molecul.ar,_si son biod~ 

gradados. Entre 1 os pl astificantes más usados ce encuentran el -

tri-n-butil citrato,el dioctil sebacato,el ácido ol eico,el ben

cil benzo ato,el triacetato de glicerol,el dioctil ft al ato,ei -

polietilen glicol 200 y e 1 ácido ricinol.hco. 

Al eliminarse el plastificante de l a matriz del plás tico por -

acci6n de los microorganismos,cambian l as propiedades físic as -

del pol_ímero, lo que causa probleme.s de diversa Índol e entre 

los cuales se pueden mencionar los siguientes:perdida de l a s 

propiedades aislantes de las cubiertas de conductores eJ.~ctri-

cos ( debi do a l as caracterí s ticas hidr6filas de los pro ductos -

de desecho de los microor g anismos),cambios en l a re sistenci a a

presiones y tensiones, cambios en la fle xibilidad, etc., lo r¡ue 

4 



oc asiona que l os objetos sujetos a e s tos cambios no funcionen 

correctamente. 

A la fecha se han desarrollado una serie de t~cnicas (3,4,5),

por medio de l as cuales es po sible me dir el grado de biodeteri~ 

r n.ci6n o ch: bio degr adaci6n que haya sufrido un pl§.stico o un -

pl as tific&nte, cuando esto s hayan s ido expue s tos a la acci6n de

J. os microorganismos. 

E;:i s ten reportes en l a literatura disponible, sobre microorga

nismos que son capaces de desarrollarse sobre pl~sticos que po

sean plastificantes, > bien en medios de cultivo cuya únic a fue~ 

t e d•:! c arbono sea precisamente a g{m plastif icante .Entre 1 os mi 

croorganismos que se desarrollan sobre pl~sticos tenemos a los

siguiente s : ~~E~~gil.~~~ ~:lt.!er,Aspergillus flavus,Aspergillus ~ 

~icolor,E~nicillium funicul ~~.Eullularia E!llulans,.fü~~--

11 u~ ~ste!~dami,St~rigmatocystis nigra,Pe~cillium oyclopium,

Paelomyces varioti,Tricho rle rma sp.,Chaetomium globosum,Myrothe

cium verrucaria, Fu~arium sp., Tale.r_Q!lyce~ emersonii,Iemnoniella

echinat a, Pseudomonas ~eruginosa,Pseudomonas effu!!!! y Bacillus -

laterosporus (4,5,6,8).Con respecto a los microorganismos que -

se de sarrollan en medios de cultivo,cuya fuente de carbono es 

a J.gún pla~tificante,cabe destacar a Tal aromyces emersonii,el 

cual s e desarrol16,con mayor o menor intensidad,en todos los me 

dios de cul t ivo que contenian a al guno de los plas tificantes 
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mencionados e.nterion:iente ( 6 ). 

Hasta a hora la m:::i.yoría de los estudios qu e se hDn renl i zado -

sobre l a bio deterioraci6n y biodegrarlaci6n de pl ás ticos y pla~ 

tificantes, han ido orientados hacia la protecci6n de estos ma

teriales en contra d e l ataque de los organismos.Es por e s to 

que se han desarrollado una serie de investigaciones con el 

fin de obtener biocidas ma s potentes, qu e posean un e sDectro de 

actividad más amplio y que sean compa tibles co n otro s ar1 itivos 

que presenten los pl~sticos. 

Sin embargo existen algunos trabajos, en los cuales se consid_! 

r a a los pl~sticos como contaminantes,dad a la c aracterí s tica 

de no biodegradaci6n que poseen, y se busca 1.a posibilidad de -

degradarl_o s (3, 7, 10). 

En la literatura disponible se considera que,hasta la fecha,

los pl&sticos no han causado problemas graves de cont 2minaci6n, 

pero debido al uao tan amplio que se les da a algunos de ellos 

(p.ej. los utilizados en envolturas,que son desechados despues 

de un breve uso) y a la propiedad de no bio degradaci6n c;ue po

seen, se han ido acumulando causnndo problemas en laeo s ,lagunas 

costeras, pequefias fu-eas del oc~ano, en los drena ,; es de l a s ciu

dades y en los dep6 s i tos y plantas indw=tri al iz B.dor as de basu-

ra. 

6 
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;·~ n el medio acur;.tico han causado problemas de anoxia, pues 

de bido a su flot abilidad sobre la superficie de las aguas,im

piden el paso de la l.uz y por ende la fotosíntesis.Impiden -

tambi~n e1 intercambio gaseoso entre el medio acu~tico y la -

atm6sfera,lo que ayuda a mantener estas condiciones de anoxia, 

ocasionando la muerte de muchos organismos acu6.ticos,modifi-

cando así las condiciones ecol6gicas del . lugar. 

En los drenajes de las grandes ciudades han favorecido el e.! 

t ancamiento de las aguas negras,pues al ser insolubles y no -

biodegradables,se forman aglomerados de estos polímeros ocu-

rriendo obstrucciones en las cañerías. 

En l os dep6sitos y plantas industrializadoras de basura la -

mayoría de los pl6.sticos no son recirculables como es el caso 

de los metales y el vidrio,y tampoco los pueden utilizar para 

la obtenci6n de. compostas,puesto que los polímeros son no bi_2 

degradables. 

Dado el hecho de que son contaminantes no biodegradables,se

ha sugerido (9) someterlos a un tratamiento químico previo y

posteriormente uti 1_1zar l os productos obtenidos a partir de -

ellos como fuente de carbono para la formaci6n de compostas,

par a 1.a obtenci6n de biomasa y/o productos de fermentaci6n. 

J,a eliminaci6n de es tos contaminantes se hace,en al_gunos lu

e~res , por medio de 1 a incineraci6n.Este m~todo no es recomen-



dable pues causa una contaminaci6n atmo sf~rica (1., 2), 1 a cuo.1 se 

considera m€ts gr ave que la contaminaci6n que pueden causar l os

pl~sticoe como tai.ee. 

Existen algunos trabajos en los que se utilizan radi aciones de 

1uz u1 traviole ta para la degradaci6n de los plhsticos ( 1.2) .En -

este campo se esth experimentando con la variaci6n de las cond! 

cionee de temperatura,preei6n,concentraci6n de oxígeno,etc.,en

las cuales se lleva a cabo la irradiaci6n.Esto es con el fin de 

obtener productos que sean utilizables por loe microorganismos. 

Considerando que el m~todo a seguir para la eliminaci6n de e s

tos contaminantes ho biodegradables,ee el tratamiento químico,

en el presente trabajo se llev6 a cabo la oxidaci6n de un pl6.s

tioo muy utilizado actualmente,el polietileno.Los productos de

oxidaci6n de dicho plAstico fueron util izados como fuente de --: 

carbono en medios de cultivo.Estos medios de cultivo fueron uti 

l izadoe para el aislamiento de varios microorganismos que pue-

den emplear los productos de oxidaci6n del polie tileno para su

desarrol 1o; así a partir de materiales de desecho no s es posible 

obtener una biomasa y/o productos de f erment aci6n 6ti ·1 e s al hom 

bre. 
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MATERIAL Y METODOS 

M..;Tono n ~; OX IDACION DEJ, POUETIL lrnO: 

Se pesan dos gramos de polieti 1 eno comercial (en este trabajo 

se utilizaron bolsas desechables de polieti 1.eno marca Bol-Rol) 

1 os que se reflujan con 40 ml. de Una soluci6n acuosa de HN0
3
-

al 85,7 % v/v dur ante 24 horas.Se obtiene una mezc 1. a de produ~ 

to s de oxidaci6n,la cual se deja enfriar para proceder poste-

riormente a la obtenci6n de . dichos productos (10). 

Esta reportado en la l iteratura que l os productos de oxida--

ci6n obtenidos por este m~todo s on !cidos dicarboxíl icos satu

rado e, de cade na 1. ineal,conteniendo de seis a doce !tomos de -

carbono, 1 0 que corresponde a un peso molecular promedio de 250 

(7,10). 

METODOS DE OBT.;:;NCION D.3 T,QS PRODUCTOS DE OXIDACION DET, POLIET1 

T,ENO: 

Método # 1.-Se coloca en un embudo de separaci6n la mezcla de

HN03 y productos de oxidaci6n del polietiieno, y se i_e agrega -

un vo •úmen igual de éter etí l ico.Se procede a hacer l a extrac

ci6n separando las dos fases,éterea y acuosa. 

J.a f <~s e e t~rea s e co l.oca en un aparato de desti 1 aci6n y se -

el imi na el !IJ'í0
3 

que contenga, así co mo e l her.En el fondo del-

9 



matraz de destilaci6n queda una pasta oleosa de color bl anque--

cino,la cual se colecta y a la que se le adiciona una soluci6n-

acuosa de KOH 2 N,hasta alcanzar un ph de 7. 

La adici6n de la potasa es con el fin de obtener las sa1 es de-

potasio de loe !cidos dicarboxílicos,las cuales son solubles en 

agua.Ademas ee ha observado que los microorganismos se desarro-

llan mejor en medios de cultivo con las sales,que en medios de-

cultivo que contengan los ácidos (10). 

M6todo # 2.-La fase acuosa obtenida en el m6todo anterior, se c~ 

loca en un aparato de destilaci6n y se elimina de ella el HNO -
3 

y el agua. Se obtiene tambitSn una pasta oleosa en el fondo del -

matraz, la cual se recupera de la misma forma que en el Método -

# l. 

M~todo # 3.-La mezcla de HN0
3 

y productos de oxidaci6n del poli 

etileno se adiciona de una soluci6n acuosa de KOH 2 N,hasta al-

canzar un pH de 7 .En este mhodo no se elimina el HN0
3 

(10). 

Mthodo # 4.-La mezcla de HN0
3 

y de !cidoe dicarboXÍl.icos se co

loca en un aparato de destilaci6n y se elimina de esta el HN0
3

• 

La pasta que queda en el fondo del matraz de destilaci6n se re-

cupera de la misma forma que en los métodos 1 y 2. 

METODOS DE AI SL AMIENTO DE UICROORGANI ~iMOS QUE U'rILI 7,1\N CtJ:.'O 

FUENTE D i~ CARBONO PRODUCTOS DE OXIDACION D.:'.: L P01 r;.;Tn ::Ni..' : 

10 
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MEDIOS DE CUTi·TIVO: 

NH
4
c1 •••••••••••••••••••••••••••••••• 1 . 0 g . 

KH Po 3.0 11 2 4 • .•.••. • . . .•.......••••••.•..•• 

Na2f!P04. • • • • • •. • •. • • •• •. • • •. • .•... • • • 6.0 " 

NaCl•••••••••••••••••••••••••••••••• -! 0.5 " 

So1uci6n de las sal es de potasio de 

1.o s productos de oxida ci6n del po l ! 

etileno obtenida por ei. Mhodo # l. •• 50 ml. 

Agua destilada· c. b.p ••••••••••••••• 1000 " 

Es terilizar en autocl_ave a 15 psi. y 121 ºe durante 1 5 minutos. 

Esterilizar aparte una soluci6n acuosa de Mgso
4

.7 H
2
o al 25 ~y-

adi cionar un mi l i 11 tro. de esta por cada l itro de medio .J,a solu-

ci6n de productos de oxidaci6n del_ polieti 1 eno se esteriliza por 

se parado y se adiciona posteriormente al_ medio. 

MEDIO M9-AQ 

Este medio difiere del anterior en que 1 a so l uci6n de l as s al es 

de potasio de lo s producto s de oxida ci6n de l polieti l eno,es la -

obtenida por e l Método # 2 . 

MEDIO M9- SIN 

Rste me ct i o e e s imi lar n l os do s an t erio r es, con la difer enci a de 



que s e adiciona l a so1uci6n de sal es de pot as io de l o s produc

tos de oxidaci6 n d el_ po 1ieti1_eno, o btenida e n e l Yl!~to do //: 3. 

Par a obtene r me dios s61idos de cada uno de 1 o :::· medios antes -

menci onados,se agregan 20.0 g. de Bacto-agar (DIFCO) por l itro 

de medio. 

METODOS DB AI ~3T, AMIENTO: 

El a islamiento de microorganismos que uti l izan como fuente de 

carbono 1 os productos de oxidaci6n del_ polietileno, s e hizo a -

partir de cuatro fuentes distintas, que son 1.as siguientes: com

post a s de basura , 1.odos marinos, aire y cepas conocidas. 

l)Compos~ae.-Se procedi6 a hacer el ais1. amiento a partir de -

compostae de tres meses de f ermentaci6n,obtenidae en el Centro 

de IndustriaJ.izaci6n de Basura de San Juan de Arag6n, M~xico D. 

F. 

Para e l lo se hicieron di 1.uciones de una muestra de composta -

de l a forma siguiente: se tom6 una muestra de 10 g . de 1_ a com-

po st a y se introdujo en un ma traz conteni endo 90 ml . de aeua -

destil ada y e s t~ril,se agit6 vigorosamente y se dej aron se di-

ment ar las partículas gruesa s.De e st a sus pens i6n s e to maron 10 

mi . 1 os cuale s s e introdu,i eron en otro matraz que conte ní a 90-

ml • de agua e st ~ ri 1 , se ag i t 6 nuevamente y se vol vi6 a tomar -

o tra a1 ícuo t a de 1_0 ml ., 1 a que s e 1 ", ev6 a otro m ¡~traz cante---
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niendo '-) 0 rr;l. de ap,ua e st~ri 1. Así sucesiva.mente se lleg6 hasta

una dil.uci6n de 1 x lo-
6• 

-4 -5 -6 De , a s di 1 uciones ele 1 0 , 1 0 y 10 se tomaron a l ícuotas de-

o. 1 ml., l.as cua l e s se sembraron en placa ~ada una sobre cada --

uno de los medios s6 lo dos MS- ET,M9-AQ y M9-SIN .. Todas l as cajas-

se incubnr on a 37°C. 

? )T.odo s mri.rinos.-Estos se obtuvieron con un nucleador, a una pr_Q 

f imdida de 3?. 8 ro. frente a l as costas de Acapulco, Guerrero. 

T\l m~to d o de di luciones, 1.e. siembra de l as cajas y la incuba---

ci6n s e e f ectuaron de l mi smo modo que en e1 caso anterior. 

3 ) Airc .-Vari as Cél jas · de Petri con l os medios s61idos M9-ET,M9--

AQ y M9-SIN,se dejaron abi ert as durante 24 horas en el laborat_Q 

rio donct e s e desarroll6 este trabajo.Pa sado ese lapso se tapa--

r on e incubaron a 30°c. 

t, ) Ceprrn co nocidas.-En caj a s de Petri con l.os me dios s61idos M9-

.ST, M9- Ml y M9-SIN, s e proc e di6 a s embrar una cepa de Pseudomonas 

eff_~, aisl a da y ci asificada en este 1 a boratorio, que es capaz -

de degr adar fibr as de Ray6n Viscosa (8);y una cepa de un Actin~ 

mic c t a i s : ndo de un a comp0s t a obtenida de desperdicios de caf~. 

Se incubar on a J 7°C. 

f'. H"'0 1 ) ()~i PAHA D '.~ T ":m.nN AR T,A CONC ~ ;NTRACION OPTIMA fü: r.os PRODUC--

' '':!;~ l} ; OX: In.f.CION D ~T . POlIB l'I UNO A J,A CUAT, CRBCEN DISTINTOS MI-

13 



CROORGANISMOS AIS' ATJOS EN T,OS MBl1 IQS M9-ET,M9-AQ Y M9-SIN: 

En 1 os medios M9-ET, M9-AQ y M9-SIN se ais l aron bacteri as , hon-

gos y actinomice tos.De cada uno de estos grupJs de microorgani~ 

mos, se seleccionó l.a cepa que se desarrollaba mejor en dichos -

medios y se procedi6 a determinar la concentraci6n óptima de 

productos de oxidación del_ poli e ti l.eno para su desarrollo. 

Entre las bacterias se seleccionó a 1 a cepa B-12 y pare. cada -

uno de 1 os medios de cul tivo se determinó la concentración ópt_! 

ma de productos de oxidación del polieti 1 eno en 1a forma si-

guiente :En cada uno de 1.os medios M9-ET,M9"."AQ y M9-SIN 1.as con

centraciones de productos de oxidaci6n ~el polietileno utiliza

das fueron l as siguientes: 1,3,5,7,9,1_5,30 y 50 'fo v/v.De éada -

uno de l os medios,con las distintas concentraciones,se tomaron-

250 mi . • 1 os que se col oc aron en matraces Erlenmeyer est~ri 1 es y 

se procedió a su inoculación. 

Cada ms.traz se inocu1 ó respecti varnente, con O. l mi_. de un cul t! 

vo de B-1 2 de seis días de crecimi ento,de l os me dios M9- ET,M9-

AQ y M9-SIN según e l caso.Se incubar on lo s matrace s en cultivo

estacionario a 37°c,por un período de 20 días. 

Diaremente durante ese tiempo, se extraj eron de cada matraz 5 -

ml. del cultivo,los cuales se colocaban en tubos d·' Klett-Su--

mmerson con el fin de det erminar 1 a turbiedad a trav~s del tiem 

po , de c ada uno de i os cu1 ti vos, después de 1 a l.ectura, se d<! s c cha 
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ban l as a l ícuotas tomadas. Cada cul t ivo t enía su b l anco corres-

pondi ente, que e r a el medio de cul t ivo con l as distintas concen

t r aciones de productos de oxidaci6n del polietileno,pero sin -

e s tar inocul ados. 

Para ieer 1a turbiedad de 1 as muestras se uti l iz6 un nefe16me

t r o Klett-Summerson con f i i_tro rojo # 62. 

De 1 os hongos se se ' eccion6 a la cepa H-1, a la cual se le de-

termin6 l a concentraci6n 6ptima de pro ducto s de oxidaci6n de l -

pol ie tileno en la cual s e desarrollaba mejor, de 1_a siguiente 

forma: 

Los matraces con l os distintos medios,M9-ET,M9-AQ y M9-SIN,y -

las distintas concentraciones de productos de oxidaci6n del po

l i e tileno, fueron preparados de l a misma forma que en el caso --

anterior. 

Se proce O. i6 a hacer una suspensi6n de esporas,en 10 ml. de me

dio , de J cultivo de H-1,de cada uno de l.os distintos medios,con-

15 días de crecimiento.De cada una de l as suspensiones de espo

ras s e t omaron a ícuotas de 0. 1 ml.,con ' as que se inocularon -

respectiv amente ,io s di s tinto s medios con las distintas concen-

trac iones de pr oductos de oxidaci6n del. polieti l eno, según el ca 

so . :5e incubaron todos 1 os matraces con agi taci6n a JOº e. 

A l cabo de ?O dí as de incubaci6n se procedi6 a obtener l.a bio

masa de cada uno de •os me dios de cu ;_tivo. Esta biomasa obtenida 
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determin6 cua·1 era la concentración 6pt ima de produc t os de oxi -

daci 6n del polie til eno,en la cual se desarro1 1 aba me jor l a cepa 

H-1. La biomaea fuii obt enida por fi l trac i6n en Millipore y e ' p~ 

so seco de 1 a mi sma fu~ obtenido co l ocando · as muest ras en una-

o e s tufa a 80 C,has t a lograr un peso constante. 

De los Actinomicetos se uti l iz6 l a cepa C-1, que fu~ 1 a ~ca -

ais l ada .La preparación de ·os distintos medios con l as distin--

t as concentraciones de productos de oxidación del pol_ietileno,-

se efectu6 del mismo modo que en los casos anteriores. 

Se t omaron al ÍcuÓtas de 0. 1 ml . de cu1tivos de 6 días de creci 

mie nt o de cada uno de los distintos medios,K9-ET,M9-AQ y M9-SIN, 

con las que se hizo la inoculaci6n,seg<in el caso,de los distin-

tos medios con l as distintas concentraciones. 

Se incub6 en cul tivo estacionario a 37°c durante ?O dí as .Des--

puiis de e s te Japso se procedi6 a colectar la biomasa por fil_ tr~ 

ci ón en Millipore.El peso seco se obtuvo colocando las muestras 

en una estufa a 8o0 c,hasta tener un peso constante de ellas . 

CURVAS DE CRECIMIENTO: 

Para i a cepa B- 12 se s igui6 ' a tiícnica siguiente: 

l )Inocul ar 250 ml. del medi o de cul t i vo deseado con O. 1 ml de -

un cul tivo de la cepa B-1_2, el cual ha s i do desarroJ Jado en c~ l -



mismo medio de cu1tivo y tiene 6 días de crecimiento. 

2) A pe ríodo s de tiempo estable cidos se extraen 5 ml. del culti-

vo, l.os cual es se co l ocan en tubos de Klett-Summerson y se proc! 

de a l eer 1.a t urbiedad que presentan los cul tivos en un nefe16-

me tro Kl et t-Summerson con filtro rojo # 62.Se utiliza como blan 

co el medio de cul_tivo s in in6culo . 

3)Para de terminar la concentraci6n de organi smos viables en el-

cui tivo, a trav~ s de l ti empo, se toman al ícuotas de O.l ml.. del 

cu1 tivo u ' apsos est abl ec inos. Estas alícuotas se diluyen y de 

c ada di ' uc i6n (que pued e llegar hast a 10-9 si el cul tivo está -

muy turbio ) se toman 0 . 1 ml., 1 os que se siembran en cajas de P~ 

t r i conteni endo medios de cultivo ricos.Se incuban en condicio-
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nes 6ptimns de temperatura y se cuentan l as colonias que se de-

sarro1 1aron; suponiendo que cada colonia proviene de un microor-

,n; ;"nisrno, 1 a concentr aci6n estar~ dada por la f6rmul a siguiente: 

n~~ero de mi croorgani smos/ml. de cul tivo=número de colonias 
diluci6n x al ícuota 

Para l as cepas H- 1 y C-1 debido a que presentan un crecimiento 

fi l ame nto so,se s i gui6 1 a t~cnic a siguiente: 

l )Inocular diez matraces conteniendo 250 ml. de l. medio de culti 

vo dese ado, con una a·1 ícuota de O. l ml. de:una suspensi6n de es-

poras en io ml. de l medio, de un cul.tivo de 15 dí as de crecimien 

to ,en e l caso de 1 a cepa H-l;para cepa C-1. de un cultivo de 6 -

dí a s de crecimiento. 
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2)Incubar en l as condiciones 6ptimas para cada cepa. 

3 )A determinados lapsos ir obteniendo la biomasa de cada uno de-

1.os matraces.La biomasa se obtiene por fi l traci6n en Millipore y 

el peso seco de la misma colocando las muestras en una estufa a

o 80 C,hasta obtener un peso constante. 

En estos dos casos se obtienen curvas cuyas coordenadas son bio 

masa va. tiempo. 

MJ.o; TODO PARA T,A D8TERMINACION DE CARBONO: 

Para 1 a determinaci6n de carbono total se uti 1 iz6 un Analizador 

de Carbono Org€mico Total , Beckman Mode l o 915, con un Anal izador -

Infrarrojo, Be ckman Modelo 865 y un Graficador Beckman 10" inte--

grados,pertenecientes al laboratorio de Química Marina del Cen--

tro de Ciencias del Mar y I, imnología. 

Del analizador se uti '.i z6 e l canal para carbono total, con temp~ 

ratura constante de 950°c,util.izando o
2 

como acarreador con un -

f1ujo constante de 145 cc./min.El analizador de infrarrojo fu~ -

uti lizado en el rango de sensibilidad número 2.la ve 1 ocidad de l -

pape l. en e J. graficador fu~ de 0.1 pulgadas/min. 

CURVA PA'l'RON: Se prepararon soluciones pa tr6n con dift al a to de s~ 

dio y agua desti lada libre de CO ? .Estas so l uciones pa tr6n conte

nían 10, 25, 50, 100, 1 25 y 1 50 partes por mi 116n ( ppm) de carbo no .-



Se inyectar?n en e l. anal i zador de carbono 40 pi. de cada una de 

estas so l uciones y se hizo una curva patr6n teniendo como coor

denadas unidades de 1 graficador vs. ppm de carbono. 
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De l a s nuestra s anal iz adas se hicieron diluciones con agua li

bre de co
2

, con e l fin de que -, os val ore s obtenidos cayeran den

tro de l a curva patr6n y no se extrapolara.En al gunos casos no

se hicie r on di l uciones, sino que se disminuía el vo l úmen de l a -

inye cci6n al anali zador. 

METODO PARA DE'l'FRMIH AR J, A UTITiIZ ACION DET, CARBONO, m.: T,OS PRODUQ 

TOS Di'.: OXIDACION DHT, POJ,IETUENO , POR T,OS MICROORGANISMOS: 

Se hicieron cultivos de B-12 y H-1 en l os que se determin6 la

uti .· izaci6n de ' os productos de oxidaci6n del polietileno, como

fuente de carbono. 

CEPA B-1 ?. : 

A 100 ml. de l medio M9-ET a una concentraci6n de 5 ~ v/v,ee --

1 es inocul6 con 0.1 ml . de un cul.tivo de 6 días de crecimiento

e n e l mi smo medio.Se incub6 a 37°c en cul tivo estacionario. 

CEP.o, H-1.: 

A 1 00 ml. de i medio M9-ET a una concentraci6n de 30 " v/v, se -

J es ino cu- 6 con 0.1 ml. de una suspensi6n de esporas,en 10 ml.

oe medio,de un cu1 tivo con 15 dí as de desarro1_10.Se incub6 a 30 

ºe con agi t aci6n. 



En ainbo s caso s se procedi6 a tomar al ícuotas de 5 ml .• de l..os -

cul t i vos cada 24 horas.Las al ícuotas eran fi l tradas en Mi 1lipo

re , el f i l trado er a recuperado y a este se i.e determi naba 1. a can 

ti dad de carbono que poseía, en e l. Ana1.izador de Carbo no Orgáni-

co Total . 
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M.ETODO PARA J, A D ~TERMINACION DE NITR OGJm o TOTAL, MICROKJEDAHT, (]: . 

O. A. C. , TIETZ): 

REACTIVOS: 

-H2so
4 

conc. 

-cuso
4 

-H
2
o

2 
al 30 '!> 

-Soluci6n acuosa de NaOH 2 N 

-Reactivo de Ness1er 

-(NH
4

)
2
so

4 

-Agua desti l ada 

PROCEDIMIENTO: 

Se pesan 40 mg. de l a muestra y se co l.oc an en un t ub:i de dige~ 

ti6n,se afíaden unas gotas de H
2
so

4 
c: onc. y s e c alienta suave:nen 

te hasta e l i minar toda la humedad de la muestr a. 

Añadir 3 ml • de H
2
so 

4 
conc. y unos cristal.es de CuS(:

4 
y con --
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precauci6n 5 gotas de H
2
o

2 
al. JO %, se cal i enta 2 4 horas hasta -

que e 1 contenido de ! tubo sea ~ransparente y no sa·1g an humos --

b l ancos. 

Se dej n en.f ri P,r a tempe r a tura ambi e nte , s e afora a 100 ml.De e§! 

t a soiuci6n se toma 1.0 ml . a 1 que se le agregan ~ .o ml. de a--

gua de st i ' a d a , J . O mi . del.a sol.uci6n acuos a de NaOH 2 N y 2 .0 -

ml. de re a c t iV:) de Nessi er.Dejar reposar 10 minutos y medir el-

co l or en un fotocolorírnetro,emp l e ando un filtro con una iongi--

tud de onda de 440 nm. ( fi ' tro azul). 

CUHVA PATRON DE NI TR OGBNO : 

Se pre para una so1uci6n pa t r 6n de s u -1.fato de amonio que conte_!} 

ga 0 .01 mg . de N/rnl .De esta S '.3 h acen di l uciones,p.ej. tomando -

0 .1,0. 2 , 0 .4, 0 .8 mi . • de e ll.a y comp1 etando ei. vol(unen a 5 ml. --

con agua d0s til ada.En cada caso se sigue 1 a t~cnica pa r a estas-

so·iucione s como a dc io cri ta pa n <. i a mm; s tra problema. 

cá.1 culos: 

N' X 100 
~ N ( en peso de 1 a mues tra)= -40~. x di luci6n" 

•concentraci6n referida a l.a curva patr6n. 

"ó. i l uci6n de l. a mue s tra de biomasa. 

~unros m; CONS!mVACION E ID1rnnFICACIOH fü r,os MICROORGAUI~lll O~i 



MEDI OS DE CONS.ERVACION: 

MEDIO M9-G 

NH
4
c1 • ••••••••• • • • •••••••••••••. . ••• . • 1 . O g . 

KH Po 3 . 0 " 2 4 • • ••• • •• . • • •• . •• .• • •••••••• • •.•• 

Na 
2

JIPO 
4

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 6 • O " 

N aCl . • • • • • • • • . • • • • • • • • • . • • • • . • • • • . • . . • O. 5 11 

Dextro s a (so luc i6n al ?O %) ••••••••••• 10 ml . 

Agua des t i l ada c.b. p •••••••••••••••• 1000 " 

Es t eri ' i zar e n autoc 1 ave a una pre s i6n de 1 5 psi. y a una tem-

o 
pera tura de 121 C,durante 1 5 minutos. 

T,a so1u c i6n de dex tro s a se e ~ ; te ri l.iza a parte y de s pués se l e -

agrega a 1. medio.Se pr epara una soluc i6n de Mgso
4

.7 H
2
o al. :? 5 'fo , 

l a que t ambién s e e s teri 1 iza a parte y de 1 a cual. se adicion a 1-

ml. por cada l itro de medio. 

ME 1)1 O M9-G ET 

Este me dio contiene las misma s sal es qu e e l me dio anterio r, pe-

ro s e diferencia en 1.a fuente de carbono. óst a se vari6 de pe n---

diendo de i_a cepa (B-1 2 o H-1. ) que se iba a sembrar. 

c.::PA B-1 2 : 

Dextrosa ( soluc i 6n al 20 ~) •••••••••• 5 ml . • 

Sol uci6n de productos de oxi-

daci6n del po l ietil eno, obten_! 

da en el. Método# 1 ••••••••••••••••• 25 " 
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CEPA H-l: 

Dextrosa ( so ! uci6n a1 20 ~)......... •.• • • • • 5 ml. 

Sol uci6n de productos de oxidaci6n 

de l polietileno,obtenida en e1 M~-

todo # 1 ••••••••••••••••••••••••••••••• 300 " 

MEDIO M9-GAQ 

i s te medio es similar a l os dos anteriores,pero varía también-

1a fuent e de carbono.Este medio se utiliz6 para el desarrollo-

de l_a cepa C-1 ,y su fuent i~ de carbono esta compuesta de la for

ma s i guiente: 

Dextrosa (so1uci6n al. 20 %) ••••••••••••••• 5 m1. 

Sol uci6n de productos de oxidaci6n 

de l poli e ti leno, obtenida en el M~-

todo# 2••••••••••••••••••••••••••••••• 125 " 

G~T OSA TRIP'.rICA SOYA 1 BACTO): 
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Bacto triptosa (digerido pancreático de caseína U.S.P) •••• 15 g. 

Bacto soytone (peptona de frijol soya) •••••••••••••••••••• 5 " 

NaCl •••••.••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• • 5 " 

Bacto Agar ( DIFCO) •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 15 " 

Rehidratar a raz6n de 40 g./l.000 ml_., con agua destilada.Esteri 

1 izar a 1 21 ºe y l 5 psi durante 15 minutos.El pH final es de 7 .3. 



.?4 

MEDIOS Di IDr:NTIFICACION ( 13): 

AGAR DE HIERR O DJ ~ KJ.IGER 

Peptona (Polipeptona) •••••••••••••••••• 20.000 g. 

T,actosa .••.•.••..•••••..............•.• 1.0.000 " 

Dextrosa ............•.................. 1.000 

N aC1 .• •••••••••••••••••••••••••••••••••• 5.000 " 

Citrato de amonio férrico •••••••••••••• 0 .500 11 

Tiosulfato de sodio •••••••••••••••.••••• 0.500 " 

Agar ••••••••••••••••••••••••••••••••••• J_5.ooo " 

Rojo de fenol .•. .•.•...•...•........••• 0.0? 5 " 

Agua de sti l_ ada • ••••..•.•..•...••••••••• 1000 mi . • 

o 
Se esteri, iza en autocl_ave a i_21_ e y 1. 5 psi, durante 1 5 minu--

tos.El pH final es de 7.4. 

MEDIO SIM 

Peptona (Tripticasa) ••••••••••••••••••• ?O.O g. 

Peptona (Thiotone) ••••••••••••••••••••• 6.1 " 

Su1.fato de hierro y amonio ••••••••••••• 0.2 " 

Tiosul.fato de sodio •••••••••••••••••••• o. 2 " 

Agar • • • • ••• • • • • • • • • • • •• • • • • • •• • • • • • • • • • " 

Agua de s til a. da •••••••••••••••••••••••• 1.000 ml. 

o 
Se esteri l iza en auto e l ave a 121 C y 1 5 psi, dur2.nte 1 5 n i nu--

tos.El pH final es de 7 .3. 



G;n ,OSA SACAROSA-UR :.;;A-RO,JO DB FENOL 

Peptona ( Tripticasa) ••••••••••• 10.000 g. 

Sacarosa ...•....••.......•.•.•. l 0.000 " 

Urea ..••..••...••....••.•...••• 10.000 " 

Cl_oruro de s odio ............... 5.000 " 

Agar. • . . . . • • • • . • . . . • . . • • . . . . • . • 15. 000 " 

Ro j o de feno l .................. 0.-0l.8 " 

!1r~:ua desti l ada .........••....•. 1000 mi_. 

r~ s teri ' izar apar te po r fi 1 traci6n en Mi,_ _, ipore la urea, en un

vo l Ú!nen conocido de agua. T,os demás componentes disolverlos en

un vo l úmen de agua que compl_ete los 1000 ml .Esterilizar en au

toc 1 ave a i.21°c y 1 5 psi,durante 1_5 minutos.Dejar enfriar y -

adicionar 1 a soluci6n est~ri l de urea. 

CAT, DO RO .JO DE METr,O-VOGUES PROSKAU&R 

Pe pto na (Pblipeptona) •••••••••• 7.0 g. 

Dextrosa ••••••••••••••••••••••• 5. 0 " 

Fosfato de potasio ••••••••••••• 5.0 " 

Agua desti l ada c.b .p ........... 1000 mi_. 

USOS : 

1 )Reacci6n de Vogu e s-Proskauer.-Se preparan c; 60 rol. de una so

·1 uc i6n acuo s a de IC OH a l_ i_o %, y se l_e agrega una soluci6n de 1-

r:, . de Cu ~-J O 
4

• 5 H
2
o disuei_ to en t.0 ml. de so luci6n concentrada -

de riK
4

oH.A 5 ml. del cul tivo se le agregan 5 ml. de este i lc a-
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1_i, que contiene sul fato cúprico y am6riio . I, a aparici6n de un co-

1 or ro j o de eo s ina en 20 minutos, indic a 1.a prese n c ü ; Lie ac etil

meti l-carbinol . 

2)Reacci6n del Rojo de Metil. o.-A 5 ml . de un cul tivo microbi ano 

de 5 días, s e l e agregan 5 gotas de la so l uci6 n de 1 i nd icador de 

ro j o de meti ·o. En una reacci6n positiva s e debe tener un co Jor

ro j o bie n definido, en t anto que el amari 110 cons ti tuy¡~ 1 a ne g a

tiva. 

T.a so l uci6n de indicador de ro jo fü, me ti ·, o s e prepa r a de 1 n -

forma siguiente:Disolver 0. 1 g. de r oj o de meti l o en 300 ml . de 

al cohol al 95 % y di 1.uír a 500 m1. con agua destil ada. 

METODO PARA LA TINCI )N n.::; GRAM ( 1.7) 

1 )Fi j ar el froti s al calor. 

2 )Cubrir el frotis con cristal violeta durante un minuto. 

3)Lavar con agua. 

4)Cubrir con Lugol durante 1 minuto.TJa so1uci6n de Lugol se pr~ 

para d i so i vi endo l g. de iodo y 2 g . de io duro de pot ::isi o e n --

300 ml. de agua destilada. 

5) 1avar con agua. 
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6) Deco 1orar por 30 segundos con una s ol.uci6n de ace t ono (30 r.ü . ) 

y a 1 coho1 (70 mi.). 

7) Lavar con agua. 



8)Cubrir durante 1 O a 20 segundos con safre.nina (so l ución al 

2. 5 ~ en alcohol del 95 %) • 

9) Tavar con agua y dejar secar. 



RE;;;UL'rADOS 

Se identifi caron a los microorganismos que se desarrollaron -

en me dios de cul tivo,cuya fuente de carbono fueron l os produc

tos de oxidaci6n de l polietil eno.De los microorganismos aisla

óos se esco gi eron tres cepas:B-12,H-l y C-l;con estas se trab~ 

j6 trat ando de determinar la~ condiciones 6ptimas de temperat.!! 

r a y concentraci6n de productos de; oxidaci6n del polietileno, 

para su de sarro l lo. La determinaci6n de las condiciones 6ptimas 

de cui_ ti vo se hizo con e1- fin de obtener la mayor cantidad de

biom8sa posible,a partir de cada una de las cepas sel ecciona--

das. 

Para determinar i.a temperatura 6ptima para el desa.J rol lo de -

l. os microorgani f.'mos, se trabe.j6 solamente, por r azones de labor~ 

torio,con dos temperaturas 30 y 37°c. 

Para determinar la concentraci6n 6ptima de los productos de -

oxi daci6n del. polieti leno, se hizo primero la determinaci6n de

la concentraci6n de carbono total de las soluciones de produE 

tos ce oxidaci6n del :po1ietileno,obtenidas por l os distintos -

mé to do s .Despu~ s se procedi6 a agregar distintas cantidades de 

e s tas sol uciones a l os medios de cul tivo, obtcniendose así me-

dios de cu1 tivo con diversas concentraciones de carbono. 
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l:.! stos medios se inocularon con l as cepas escogidas y se desa

rrollaron curva s de crecimiento de cada una de ellas.Al cabo -

de un período de tiempo se obtuvo la biomaea de cada uno de -

l o s cul tivos, de terminando a que concentraci6n de .Productos de

oxidaci6n de l. poli e ti 1 eno, se obtenía la mayor cantidad de ésta. 

La bioma s a de c ada una de las cepas, obtenida en condiciones -

6ptimas, se compar6 con la obtenida en el medio M9-G, e l cual -

tiene como fuente de carbono a la gl ucosa. 

A 1 a biornasa obtenida de c ada una de i_as cepas, se l e determi

n6 la c antidad de nitr6 geno que poseía.Conociendo la cantidad

de nitr6 ge no que poseían l as distintas muestras se determin6 -

l a c antidad de proteína de las mismas, uti li zando el_ factor de-

6 . ?. 5, que nos relaciona la proteína con l a cantidad de nitr6ge

no ( proteína/N = b. 25). 

Se hi ci eron t embién medios m.ixtos,con glucosa y productos de

oxi dac i6n del po l ietil_eno,con el fin de obtener un mejor de sa

rrollo de ·1 os microorganismos. 

AI ST.AMIENTO E ID1rnTIFICACION DE r, os MICROORGANISMOS: 

A partir d'" 1 e,a distintas fuentes de origen se aisl aron l as -

si~ui ente s c epas: 

l)De compo s t as:B-l,B-2,B-3,B-4,B-5 y B-6. 

2)De l o dos marinos: B-9 y B-12. 
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3)De l ai re:H-l,H-2,H-3 y H-4 . 

4 )De cepas conocidas:Pseudomonas effusa y el_ Actinomice to. 

BACTERIAS: 

La identificaci6n de las cepa s bacteriana s se l lev6 a cabo -

mediante tinc i ones de Gram,observaciones microsc6pic a s e ino

culaciones pare. pruebas bioquímicas, en l_os sigui entes medios

de cul tivo:Agar de Hierro de Kl iger, Me dio SI M, Agar Sa carosa-

Urea-Rojo de Fenol y Cal_do Rojo de Metil_o-Vogues Proskau er. 

I,o s re su l tados de est a s pruebas bioquímicas y d(~ obs0rvaci6n 

(Tabla# l ),fueron consul t ados en la l iteratura (13,15, J. 6, 17) 

y s e conc l uy6 que las cepa s aislada s corre spondí an a 1 os s i-

gui entes microorganismos: 

Cepa B-l)Escherichia freundi~. 

" B-2) Enterobacter sp. 

" B-3)Salmonella sp. 

" B-4) Pro te us mor~anii. 

" B-5)Proteus vul~aris. 

" B-6)Grupo Providenci a . 

" B-9)Escherichia coli. 

" B-12)Corl!!ebacterium sp. 

HONGOS: 
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TABLA # 1 

GRAM MO'II- FER11E NTACION DE 
LID AD GLUCOSA SACAROSA I.ACTOSA 

B-1 - + A-G + + -
B-2 - + A-G + + 

B-3 - + A-G - -
B-4 - + A-(G) - -
B-5 - + A-(G) + -
B-6 - + A-(G) + -
B-9 .- - + A-G + + 

B-1 2 + - A 

A-Producci6n de leido. 
G-Producci6n de gas. 
(G)-Producc16n tardía de gas. 
VP-Reacci6n de Voges-Proakauer. 
R!.'i-Reacci6n del Rojo de ••tilo 

PRODUCCION DE UR.é:ASA 
INDOI H2S 

- - -
- - -
- + -
+ - + 

+ + + 

+ - + -
+ - -

VP 

-
+ 

-

-
-
-
-

RM 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

~ ..... 



I,os hongos aisl ados se identificaron por l a observaci6n mi-

crosc6pica de la morfología de sus estructuras reproductivas, 

y con la ayuda de c l aves. T,as distintas cepas aisladas corres

ponden a l os siguientes microorganismos: 

H-1 )Penici ll ium sp. 

H-2)Cladosporium sp. 

H-3)Aspergillus sp. 

H-4)Epi~occum sp. 

Se estudi6 l_a morfo l ogía de estos hongo s (1 8, 19 , ;'O, 21) y se

uti 1iz6 para su identificaci6n la siguiente clave (18): 

A2-Mice ~_ io no cenoch:ico, septoe frecuentes;normal_mente pre se.!! 

ta conidiae,con excepci6n de pocos géneros (HONGOS IilíPER-

li'ECTOS). 

B
1
-Conidias y conidi6foroe no producidos en picniñios o a-

cérvulos ( MONIT.IALES). 

c
2
-conidia no espiralada. 

n
1
-conidias y conidi6foros hi al_inos o brillantemente co

loreados; l os conidi6foros no se encuentran uni do s en

esporodoquia o sinemata (Moni l iaceae). 

E
1
-Conidias formadas por una cé l ui_a¡ g 1.obosa o ci 1 fndri 

ca pequeña. 

3 2 
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P2~onidi6foros presentes,algunas veces pequefios. 

G
2
-El conidi6foro y sus ramas muy distintos de las 

conidias. 

H
2
-conidi6foros generalmente ramificadoe,simples -

en algunos casoe;si se presentan filídios estfui 

en grupos. 

r
2
-Conidia catenada. 

J 
2
-Conidia basipetal sobre los fi l idios, tiene

su origen en el. ~pice engrosado del conidi6 

foro •••••••••••••••• Aspergillus (H-3). 

J 
3
-conidia basipetal; el ~pi ce de loe conidi6fo 

ros no se encuentra engrosado. 

K,-Conidia soportando una p1)rci6n compacta -

del conidi6foro ;fonna similar a una bro-

cha ••••••••••••••• Penicillium (H-1). 

n
2
-conidi6foros y/o conidias con un pigmento oscuro;los co 

nidi6foros no se encuentran unidos en esporodoquia o si 

nemata (Dematiaceae). 

E -Conidia típica de dos c~ i_ul as (presentan frecuentemen 
2 -

te esporas de una o tres c~]_ul_ as). 

F
1
-conidias en cadenas acrop~ta1 as. 

G
3
-conidi6foros solos o agrupados;conidia de color -

oscuro, variable en tamaño y forma, septos no oscu-

ros ••••••••••••••••••••••• CladospJrium (H-2). 
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n
3
-conidi6foros unidos en e s porodoqui a o s inemat a . 

E
1
-Conidias producidas en l a e s porodoquia {Tubercul a ria-

~). 

P
3
-conidias formadas por más de dos c~1-u1 as, hialina u

oscura. 

G
3
-conidia oscura. 

H
3
-Conidia no ramific ada ni l.obulada. 

r
1
-conidia globosa con septo s obi ícuos •••••••••• 

• • . . . • • • • . • • • • . • • • Epicoccum ( H-4). 

AC TINOMICETOS: 

Se a i sl6 unicamente un Actinomiceto, al cual se l e de nomin6 co

mo cepa C-1. No se iogr6 la identificaci6n de este organi s mo. 

PRODUCTOS n ~; I1A OXIDACION DEl . POJ IETF. ·NO: 

Por falta de re activos no s e pudo de t e r minar cuales s on ' os 

compuesto s qu e resul.tan de l a ox idaci6n de l po l ietileno,pero se 

encuentra reportado en l_a 1 i teratura a mi disposici6n, qu e e s tos 

compue s tos son ácidos dicarboxílicos s a turados,de c adena l ine a l 

conteniendo de 6 a 1 2 átomos d C' carbono (10). 3ntre 1 os ácidos -

dicar~oxílicos obtenidos se tiene a l os siguie ntesrAdípico,Pim_! 

lico,Sub~rico,Azeálico y Sebásico. 

Las reacciones de oxidaci6n del. po l.i e tileno que se obtuvieron

por el m~todo usado en este traba jo,no han sirlo dete rminadas. 



En este trabajo se trat6 de desarrol l ar otro m~todo,para la -

oxidaci6n de l polietileno,que fuera mas eficiente.Consisti6 en 

colocer la muestra de polietileno en una mezcla oxidante forma 

da por H
2

so
4

,HNo
3 

y agua (1:6:1),'a la que se le agregaron unos 

cristales de Cuso
4 

como catalizador.Se refluj6 y al cabo de 6-

horas se obtuvo una degradaci6n parci al del polietileno,logrB:!! 
' 

do disolver parcial mente con potasa la pasta oleosa que se ob-

tuvo en el fondo de l matraz de reflujo despu's de eliminar por 

destilaci6n l a mezcla oxidante.Por falta de tiempo no se si--

guió experimentando con este m~todo,pero considero que alrede-

dor de 10 horas la degradaci6n del polietil eno ser~ total;esto 

nos reduce e l tiempo de refl ujo a J. a mitad mas o menos, lo que-

implica un Wiorro de energía considerable. 

DETEIDHNACION D~ J, A CONCENTRACION DE CARBONO EN LAS SOWCIO--

m:s DE PRODUCTOS Di:.: OXIDACION DEI, POLIRTIL ENO, OBTENIDAS POR -

L OS DISTINTOS METODOS: 

La determinaci6n de la concentraci6n de carbono se hizo en un 

Analizador de Carbono Org~co con un Analizador de Infrarrojo 

y un Grafic 2.dor integrados. 

Se hizo una curva patr6n inyect 1'mdo al aparato 40 ri. de sol~ 

ciones p2tr6n conteniendo 10,25,50,100,125 y 150 ppm de carbo-

noise obtuvieron unos picos en el graficador,que se encuentran 
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representados en la Grifica # l .Se observa en dicha gráfica -

que existe una variación muy pequeña en l os picos obtenido s ,

al inyectar al aparato varias veces la misma muestra de c ada

una de l as soluciones patrón.El aparato puede ser considerado 

como de alta precisión. 

A partir de l os valores obtenidos en l a Gráfica# l,se trazó 

la curva patr6n (Gráfica# 2},que nos re l aciona l as unidades

de l graf'icador con l as ppm de carbono exi s tentes en l as so l u

ciones patr6n. 

Se procedió a anali zar l as so l uciones de productos de oxida

ci6n del polietileno.A estas se J. es di l uy6 1:100 con agua deE 

ti lada l ibre de co
2 

y se tomaron distintas a1_{cuotas ( 10, 20 y 

40 f'l•) que se inyectaron en e l aparato procurando que 1os va 

lores obtenidos cayeran dentro de la curve patrón,para evitar 

así errores por extrapolaci6n. Las al ícuotas tomada s en cada -

caso se ind!can en l a Gráfica# 3,en la que s e observan l os -

picos que se obtuvieron al inyectar J. as al ícuotas de la s solu 

ciones de productos de oxidación de l polietil eno al aparato. 

Los valores obtenidos de l a concentraci6n de carbono en l as 

solucione s de productos de oxidaci 6n d·.·l poli e ti l eno, referi

dos a l a curva patr6n, son, según e1 método de obtenci6n, i.os -

siguientes: 

M~todo # 1.-Por este m~todo se obtuvo un r ango de valoreE de 

Z7 .o a 31. 2 g. de C/l. 
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Gr&i'ica I l.-Relaci6n entre unidades de l grafic Pdor y ppm. de 

carbono.La iIIJ'ecci6n de la mue s tra al aparato fu~ de 40/'l . 

Se utili z6 el canal de Carbono Total de1 Anal iz ador de Car~ 

no (Beckman mode lo 915),con tempera tura cons t ante de 9 50 ºe, -

o
2 

como acarreador con un f l uj o cons tante de 145 cc. / min. El -

Anal izador de Infrarrojo ( Beckman mode1o 865),se uti1i z6 en -

r&JIBO de eeneibi U dad # 2.El. Graficador (Beckman 10") t ení a -

- nloci4a4 4el pa~l de 0.1 iJul.i.adu/llin. 
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Gr!tica # 2.-CUrYa Patr6n de Carbono,de11arrollada con loa Ta-

lores obtenidos en la Gr6fica # l. 
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Gr6.fica # 3.-Unidades del graficador,que dan l as di s tintas s2 

1.uciones de productos de oxidaci6n de l polietileno,según e' -

m6todo de obtenci6n.Las alícuotas de cada una de las eolucio-

nee inyeotadae al. aparato se indican sobre los picos, 



Mátodo # 2 .-En e s te m~todo se obtuvo un rango de valores de 

7. 8 a 8 .2 g. de C/l. 

rnétodo !! 3 .-:C:n este caso 'se obtuvo un rango de 5.1 a 5.3 g. de 

C/l. 

M~ todo # 4.-Po r este mátodo se obtuvo solamente un .valor para

todas las l'.l.Ue f'.tras inyectadas al_ aparato .:C:l valor obtenido fu~ 

de 57. 2 g . de C/1. 

r:n la Gráfica # 4 se puede observar cl aramente que la concen

trac i6n de c arbono obtenida por el m~todo # 4,es considerable~ 

mente mayor que la obtenida por cue.lquiera de los otros m~to

dos.Cons i.dero que el M~todo # 4 es el mas conveniente para la

obt · nci6n de ·o ro productos de oxidaci6n del polieti l eno, pues -

adem~s de obtenerse una altR concentraci6n,no se trabaja con -

solventes y se recupera por destilaci6n parte del ácido n!tri-

. co,e l cuai. pue :' e ser reusado para la oxidaci6n de otras mues·

tras de polietileno. 

D¿TERMINACION D ~ LA CONCBNTRACION OPTIMA D~ PRODUCTOS DE OXI

DACION D :~T. POJ,JETHBNO,PARA :1 DJ::SARROLLO DE J,AS CEPAS B-12,

H-l Y C-1. 

CEPA B-12: 

En un principio, cuando se aisl.6 la cepa B-1 2, no se conocía la 
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metodo de extracción 
GrMica fl 4.-Concentrnci6n de Carbono obt enida en las eo l ucio-

nes de productos de oxidaci6n del. polieti l eno,aegfu¡ l os distiE 

tos m~todos de extracci6n.La determinaci6n de la concentraci6n 

de carbono d& las soluciones, se hizo en el Analizador de Car~ 

no Total (Beclcman modelo 91 5). 

Loe val oree obtenidos en el analizador fueron referidoe a la-

Curra Pa1;r6n de CU'bono (Gr6tioa I 2),en donde ae ob'l;uTieron -

loe valores expreaadoe en ee'l;a grltioa. 
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concentraci6n de productos de oxidaci6n del_ poli e ti i_eno, que de 

bían l levar los medios de cultivo. Se prepararon entonces do s m~ 

dio s de cultivo con dos concentraciones extremas de productos -

de oxidaci6n del poJ.ietileno; las concentraciones para c ada uno

de 1-os medios,M9-ET,M9-AQ y M9-SIN,fueron de l 5 y del 50 % (v/ v). 

Se procedi6 a hacer las curvas de crecimiento en l os di s tintos 

medio s de cultivo, obteniendo se las curvas que f.' e observan en J_a 

GrMica # 5, con una concentraci6n de J_os producto s de o:•:i<1 aci6n 

del polie tileno de l 5 '1> (v/v) .En l a GÍ'Mica # 6 se observan las 

curvas de crecimiento en las cual es los medios de cu ~ tivo tie-

nen una concentraci6n de l 50 '!> (v/v) de los productos de oxida

ci6n del polietileno. 

En la GrMica # 5 se observa que las curvas practicamente no -

presentan fase de J. atencia, en cambio presentan una f ase , ogcrí,:!! 

mica o exponencial de crecimiento, bas tante prolongada de 6 a 7-

dÍas. En cambio en la Gráfica # 6 se tiene una inhibici6n dE~l -

crecimiento bacteriano sobre todo para l o s medios M9-A·:J y M'~ --

SIN;para el medio M9-ET se observa que hay un pequeño desarro-

lb, pero desde l ueg::> sin compararse con e l obtenido a una conc . n 

traci6n menor de productos de oxidaci6n del polietileno. 

Como control se sembr6 la cepa,B-1- 2,en el medio MS sin fuente

de carbono, no obteniendo se crecimiento alguno. 
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GrM'ica ti" 5.-Curvas de Crecimiento de la cepa B-1 .? en l os me dio s 

de cultivo M9-ET, M9-AQ y M9- SIN, con concentracione s del 5 ~ v/ v-

de l as so l uciones de pro ducto s de oxidaci6n del po l iet i l eno. Se

inoubar6n todos l os cultivos a 37 ºe sin agit aci6n.I.a s l ecturas-

de turbide z se hici eron en en nefel. 6metro Klett -Summer : on con -

fi l tro rojo# 62 . 
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Gr 6.fic a # 6.-Curvas de Crecimi ento de la ce pa B--, 2 en 1 os me dios 

de cul tivo M9-ET,M9-A0. y M9-SIN,con concentrucione s del 50 ~~ v/ v 

de las so l ucione s de producto s de oxi rlnci6n del_ polie t ileno. Se -

incubaron todo s los cu1.tivos a 37 ºe sin BP,itaci6n.Ias lecturas-

de turbidez se hicieron en un nefe l 6metro Klett-Summerson con --

fi l tro rojo # 62 . 



Posteriormente se prepararon los diferentes medios de cultivo 

con distintas concentraciones de l os productos de oxidación -

del polietileno,obteniendose las siguientes concentraciones de 

carbono en cada uno de loe medios: 

Concentración de 

de oxidación del 

no. 

M9-ET: 

3 % v/v 

5 % " 

7 
"' " 

9 % " 

10 

"' " 

20 
"' " 

30 % " 

1119-AQ: 

3 
"' " 

5 

"' 
" 

9 

"' 
" 

10 % " 

30 fo " 

50 % " 

productos-

polietile-

Concentración de carbono-

(g./l.). 

0.81 

1.35 

1.89 

2.43 

2.10 

5.40 

8.10 

o. 234 

0.390 

0.546 

0.780 

2.340 

3.900 
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Concentraci6n de 

de oxidaci6n de l 

no. 

M9-SIN: 

3 % v/v 

5 % " 

7 % " 

10 % 

20 % " 

30 % 11 

50 % " 

productos-

po lieti l e-

Concentrac i 6n de carbono 

( g . /1 . ) . 

0. 156 

0.260 

0.364 

0.520 

1.040 

1.560 

2.600 

En cada uno de estos me dios se desarroll6 la cepa B-12~lo que · 

di6 una s eri e de curvas de crecimiento que ee observan en l ae

Gr~ic as nfunero s 7,8, 9, 10,11 , 1 2 y 13. 

La Gr áfi ca # 7 corresponde al de sarrollo del microorganismo -

en e l medio M9-ET a una concen traci6n de 5 ~ v/T,como se puede 

observar la fase de latenc i a c asi no exiete,y en cambio la fa

se l ogarítmica e s aproximadamente de 7 días. 

TJ a Gráfi ca # 8 pr e sent a el desarrol lo del microorganismo en -

el med i o de cu1 tivo M9-ET a una concentración de 3 ~ v/T,y la

curva es s i milar al.a obtenida en e l_ caso anterior. 
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En la Gráfi ca # 9 se observa que a las concen tracio ne s de 7, 9, 

1.0, 20 y 30 cf,; v/ v en el medio M9-ET, se inhibe casi totalmente el 

desarro l lo de l a cepa B-12. 

La Gráfica # 10 nos muestra que en el medio M9-AQ con una con

centraci6n de l os productos de oxidaci6n del polietileno de1-

30 % v/ v,se obtiene un gran desarrollo del microorganismo.En 

ésta curva de crecimiento se observa una fase de latencia muy -

l arga, aproximadamente de 11 días,despu~s una fase de crecimien

to que dur6 alrededor de 4 días,para pasar posteriormente a la-
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fase estacionaria alcanzado como ya se dijo un gran desarrollo. 

Tenemos que a excepci6n del me dio M9-AQ a una concentraci6n 

de l. 50 % v/v de productos de oxidaci6n del polieti1eno,en el 

cua 1 se observa una curva de crecimiento que representa un des.! 

rro l l o pobre de l microorganismo, en los demas medios 119-AQ, se ob 

serva un buen desarrollo del microorganismo (Gr!t'ica # 11). 

En la Gráfica # 1 2 tenemos que creci6 la cepa en el medio Mg~ 

SIN, co n concentraciones de l 3,5 y 7 "'v/v,para las concentra--

ciones de 5 y 7 % se observa una fase· de latencia de 5 días a -

par ti r de ' a cual. se tiene una f ase de crecimiento aproximada-

mente de 6 días.La curva de crecimiento obtenida del desarrollo 

del mi croor ganismo en el medio con concentraci6n del_ 3 ~,es muy 

irregu1 ar, posi bl_emente sea por fal las en las lecturas. 

J,a Gráfic a # 13 nos muestra el crecimiento de la cepa B-12 en

e1 medi o M9- SIN,con concentraciones del 10, 20 y 30 '1' v/v.Se 



observa claramente que a estas concentraciones el desarroJ l o -

de1 microorganismo se vi6 inhibido ,sobre todo a la concentra--

• ci6n de l 30 %. Esta inhibici6n en e l crecimiento se debe proba-

bl emente a l a gran cantidad de nitrato de potasio que posee la 

so luci6n de productos de oxidaci6n de l :polietileno que se obtu 

vo en el M4todo # 3 (reouerdese que por este m~todo no se eli-

min6 el HN0
3 

de l a soluci6n de . productos de oxidaci6n del pol_! 

etileno). 

Teniendo en cuenta que el mayor crecimiento de la cepa B-1 2 

se obtenía en e J. medio 119-BT al 5 '!> v/v, 1o que corresponde a -

una concentraci6n de carbono de 1.35 g. de C/l.,se procedi6 a-

desarrollar una curva de crecimiento en la cua1 se obtuvo a in 

tervalos conocidos, la concentraci6n de microorganismos en el -

medio de cultivo.Se obserTa en la Gr6.fica # 14 que l as pendieE 

tes de las curvas de concentraci6n de microorganismos y de t'll! 

biedad,son simL1ares;al.canzandose un va' or mfucimo en ambas a-

los cuatro días de i~cubaci6n.La fase de muerte comienza alre-

dedor de l os seis días, pero se hace realmente notoria al once~ 

vo día de1 cultivo. 

Al obtenerse gran concentraci6n de microorganismos en el me--

dio M9-ET 5 '!> v/v,se pens6 en hacer una curva de crecimiento -

en el medio M9-G,para tener un punto de refer enci a,y comprob2r 

si se obtenía un buen rendimiento de biomasa en dicho medio. 
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Grific a # 7 .-Curva de CrGcimiento de ., a cepr1 B-1 ? en el me < io -

de cu ' tivo /.19- i':T con una concentraci6n del 5 ~' v/v de nroclucto:c 

de oxidaci6n del. polietil eno, 1 o que corret:.pond ' a una c0ncentr2 

ci6n de carbono en e medio de ' . 35 g . de C/l , Se incub6 en cuJ -

ti vo es tacionario a 37°c , J, as ., ecturas de turbie dad ::ic efectu:i--

ron en un nef el 6me tro K1 ett-Sumrne r son con fi 1 tro r o,io .-f 6:' , 
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Grhlica # 8.-Curva de Crecimiento de ., a cepa B- 1 2 en e i me dio -

de cu ' t i vo r·!9- ET con una concentraci6n d1·1 3 % v/v de productos 

de oxidaci6n del poi.ietileno, 1 0 que corresi:ionde a una concentr_!! 

ci6 '1 de carbono en e - medio de o. 81 g . de C/1 .• Se incub6 en cul -

ti vo estacionario a 37°C. r.as ' ec turas de turbiedad se efectua-

ron en un nefe ' 6metro Klet t-Summereon con fi l tro r ojo# 62. 
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Gráfica # 9 ,-Curvas de Crecimiento de la Cepa B- ' ;-' en el medio-

1.19- ET con concentraciones de pr oductos de oxid c.· ci6n del po;. iet_! 

' eno del. 7 , 9, l O, 20 y 30 % v/ v . Esta s conc en t r ac iones de pr oduc--

tos de oxidaci6n del polietileno , corresponden a un a co nc P. ntra--

ci6n de carbono en e ' medio de: 1 , 89 , ? , 43 , 2 ,70 , 5, 40 y J , 10 g . -

de C/1 , respectivamente , T. a incubaci6 n fuá a 37°c en cu ' tivo es-

tacio nario , Las 1 e c t uras de turbie riad s e efectuar on en un ne f el 6 

metro Klett- Sumrne r so n co n f i 1 tro ro jo # 6 2, 

• 
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Gr áf i ca # lO .-Curv:-t de Crecimie nto du ' a c e pa B- l . e n c: ' mo,' i o -

de cui_tivo M9-AQ con una co ncentraci6n d , r' roc1uctos de oxid ; ci6n 

de l polie tileno de1. 30 % v/ v, lo que corresp inde a una concentra-

c i 6n de C1'.rbono en el me dio de 2.34 g de C/l.Se incub6 a 37 ºe -

en cul tivo estacionario.J,as lecturas de turbidez s e e f ectuP.ron -

en un nefe l 6metro Irl.ett-Summe reon con fi 1 tro rojo ti 62. 
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Grll.f icn # 11 .-Curvas de Crec imiento de l a cepa B-12 en el me dio-

d e cu1 t i vo IF ·- A') con concent r aciones de productos d e oxidación -

de l po l ieti le no de l 3,5,7, 10 y 50 ~ v/ v ; l o que corresponde a -

concentraciones de carbono en e J. medio de O. 234, 0.390, O. 546, o. 7 8 

y 3.90 g. de C/l. respectivamente.se incub6 a 37 ºe en cul tivo -

estacionario.J,as 1 ecturas de turbidez se efectuaron en un nefel~ 

metro Kl ett-Summerson con fiJtro ro j o I 62. 
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Gr{ific a # l .' .-Curvas de Cr ec imiento de la ce pa B- 12 en e 1 meciiu -

de cu1 tivo Mo-SIN con concentraci~ neE de productos de · oxid~c i6n-

del polie til eno de l 3,5 y 7 % v/ v,correspondi e ndo e unP. c aneen--

traci6n de carbono en el med io de 0 . 1.56,0. ?60 y 0 .}6 .' 6 · de c/1. 

r espectivamente.Se incub6 a 37 ºe en cultiv.1 e «t::icion'lrio. rc.s --

lecturas de turbidez s e efe c tuaron en un nefe 'l 6mc; tro ;:1 ett-Sum--

mereon con fi 1 tro ro jo .; 62 . 
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Gráfica # 13 .-Curvas dl· Crecimiento de ' a cepa B-1 2 en e1. me<•io-

de cul tivo M9-SIN con concentraciones de productos de oxidación-

de ' polietileno dF' l ü, 20 y 30 ~ v/v, l o que corresponde a una~ 

concentración de carbono en el medio de: 0.52, 1..04 y 1.56 g. de

C/1. respectivamente.Se incub6 a 37ºc en cu1tivo estacionario. -

J as i ecturas dP turbiedad se efectuaron en un nefe1.6metro Kl.ett-

Summerson con filtro rojo # 62. 
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La Gráfic a # 15 nos muestra que las curvas de turbiedad y de 

co nce ntra c i6n de microorganismos,alcanzan su va ior ' mfucimo alred! 

dor de i.a s 140 horas de incubaci6n.Se observa adem~s que la f~se 

de muerte empie za a notarse fr ancamente alrededor de las 220 ho

r as. En s í estas dos curvas son similares a las obtenidas en l a -

Grhí'ica # l 4 , pero co n i_a diferencia de que se l lega a l mfucimo ·

crecimie nto y a ·1 a f a se de muerte en un período menor. La concen

traci6n de micro organismos obtenida en cada uno de l os medios,es 

práct icamente iguai. ;en e !. medio M9-ET a una concentraci6n del 5-

% v/ v de productos de oxidaci6n del. po l ieti l.eno, se obtuvo una 

concentraci6n de 6 . 4 x 107 microorganismos/mi . • ,y en e l. medio M9-

G se obtuvo una concentraci6n de 9.3 x 107 microorganismos/ml . 

Cabe de cir que l a concentraci6n de carbono en e l medio M9-G es

de o. eo g . de C/ l.,y en cambio en e l_ medio M9-ET es de l .35 g . -

de C/l. La concentraci6n de carbono en e l medio M9-ET es l .6 ve-

c e s ma yo r que en e 1 medio M9-G.Considerando que se obtuvo la mis 

me. concentraci6n de mi croorganismos en ambos medios y que 1a gl~ 

cosa cl 1 • me dio ¡,19-G fu~ uti · iz ada por ' os microorganismo s con 

una ef ici enci 8 de l 100 %,puede decirs e que e l aprovechamiento de 

' o s pro t' ucto s de oxidaci6n del polieti 1 eno por l_o s microorganis-

mo s e s de un 5(' %. 

Ya h abi e n do determinado la concentraci6n 6ptima d e- productos --
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Gráfica# 14 . - Curvaa de Crecimiento y Sobrevivcncia de 1 a cepa -

H- 1 2 en e ·, medio de cu ti vo M9- ET a una concentración de 1 5 fo --

v/v de productos de oxid ación de 1 po l i e ti eno . Se incubó a 37°c -

en cu1 ti vo estacionario • . as · ecturas de turbied ad se efe ctunron-

en un nefe ' ómetro Kl e tt- Swruner son con fi ' tro r o jo # 62 . j a conce!! 

t r ación de microorganismos en e l medio ae dr t e rminó po r el m~to-

do de di l uc ión y la siembra en p1.acas (ver texto) . 
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B-l ? en e 1 me oi o de cu •tivo M9-G. Se incub6 a 37°c en cultivo es-
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metro Klett-Summerson con fi ' tro rojo# 62. i a concentrac i6n de -
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de oxidaci6n del poli e tileno para c ada uno de los medios, se --

procedi6 a incubar la cepa B-1 2 a dos temperaturas distintas ,-

30 y 37ºc.1a concentraci6n de lo s medios fué:M9-ET con una con 

centraci6n de producto s de oxidaci6n de l. po l ieti 1 eno del. 5 % -

v/v;M9-AQ con una concentraci6n del 30 % v/v y e1 M9-SIN con -

una concentraci6n del 5 % v/v.Los resultados se observan con -

c l aridad en la Gráfica # 16. 

Cabe mencionar que todos los cultivos de B-1 ?. se re alizaron -

en cdndiciones e s tacionarias,puesto que en cul t i vo agitado a 

37°c en el medio M9-ET 5 % v/v no se obtuvo de sarrollo a 1 guno. 

Habiendo determinado l.as condiciones 6ptimas para e1 desarro-

llo del. microorganismo, se procedi6 a determinar la cantidad de 

ni tr6geno que poseía l a biomasa obtenida.Para esto fué ne cesa-

rio hacer una curva patr6n de nitr6geno ( Ness i er),con so l ucio-

nes pa tr6n que contenían l.as siguientes conce n traciones de ni-

tr6geno,las que correspondieron asimismo a las siguientes iec-

turas del nefe .' 6metro en Unidades Kle tt: 

Concentraci6n de nitr6geno 

-4 en mg . de N/m1 . x 10 • 

2 

6 

Unidades Kl e tt. 

14 

40 

44 
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Gr6.í'ica # 16.-Concentraci6n de biomaa~ obtenida en loa distin

tos medios de cultivo a 30 y 37 ºe.La conoentraci6n de produc-

to a de oxid r- ci6n en los distintns medios fu~1•9-ET 5 ~ v/v,M9-

AQ 30 ~ v/v y M9-SIN 5 ~ v/v.Bl cul tivo fu~ estacionario.La --

biomasa se obtuvo por filtraci6n en Kill ipore y el peso seco -

colocando esta en una e s tufa a 80 ºe hasta t ener un peso cona-

tante. 



Concentraci6n de nitr6geno 

-4 en mp; . de N/ml . x 10 • 

8 

12 

16 

20 

24 

28 

32 

36 

UnidadP.s Klett. 

55 

86 

100 

135 

155 

173 

206 

230 

Par a las lecturas se utiliz6 un nefel6metro Klett-Summer90n 

con filtro azul. 

45 

Cons truida la curva patr6n,Gr&íica # 17,ee procedi6 a determ,! 

nar la cantidad de ni tr6geno que poseía i_a cepa B-12. 

Se corri6 un control del medio de cultivo para observar si &! 

te influía en las lecturas,tomfuidose una alícuota de 5 ml. 

de l mismo y trata!idolo del mismo modo que la muestra.Este con-

tro l di o una lectura correspondiente a 4 unidades K1ett,que r! 

f eri das a l a curva patr6n corresponden a o. 8 mg. de N/ml. x 

lü- 4. r. a mue s tra dP biomasa,40 mg. (peso seco), se trat6 seg(m T 

la té cni c a ya mencionada en e ' capítulo de Material y Métodos, 

obteniéndose una i.ectura de la misma correspondiente a 17 4 uni 
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Gráfica# 17 ,-Curva Pa tr6n de Nitr6gcno,Se prc,.,,_,r6 con •. olucio--

nes pntr6n de sulfato de ~monio, I.as lecturas se efectuaron en un 

nefe16metro Kl e tt-Summerson con fi 1 t ro azu.1- ( .\. = 440 nm.). 



dades Klett,las que referidas a la curva patr6n corre sponden a 

Z7 mg. de N/m1. x 10-4.A este valor hay que restarle el valor-

que se obtiene del control,0.8 mg. -4 de N/ml. x 10 ,lo que nos-

da un valor de 26. 2 mg. de N/ml. x 10-4• 

Tomando en cuenta que la muestra fu~ diluída 'hasta lo-3,tene-

mos que 40 mg. de biomasa (peso seco) corresponden a 26. 2 mg.

de N x 10-4/10-3,que es igual a 2.62 mg. de N. 

O sea que la biomasa de la cepa B-1 2 posee un 6.55 % en peso-

de ni tr6geno. 

Utilizando el fact,Jr para conversi6n de ni tr6geno en proteína 

( 22),tenemos que: 6.55 % de N x 6.25 = 40.93 % Proteína.O sea-

que la cepa B-12 posee un 40.93 'fo en peso de proteína, 1o que -

es un valor bastante alto de la misma,y esto nos hace pensar -

r¡ue podría uti izarse como fuente nutrí ti va o como complemento 

alimenticio. 

CEPA H-1: 

De los hongos aislados se observ6 cual se desarro J 1 nba me jor-

en me dios de cultivo con productos de oxidaci6n del po l ietile-

no.Se sembraron las cuatro cepas H-1,H- :' ,H-3 y H-4 en el medio 

o 
M9-ET 9 'fo v/v,y se incubaron a 30 y 37 C con agitaci6n.La cmi-

tidad de bi omasa obtenida para cada uno de l os cultivo s s e ob-

serva en 1 a GrM'ic a # 18. Es claro cue l a mayo r cantidac', c_1; bio 
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masa se obtuvo del cultivo de la cepa H-1,a 30°c.La influencia 

de la temperatura sobre el desarrol1~ de e s t a cepa es clara; la 

biomasa obtenida a 37°C disminuy6 en un 34.9 fo con respecto a

la obtenida a 30°c. 

Con respecto a la cepa H-2 se observa una gran influencia de

o la t emperatura.A 37 C se obtiene una buena cantidad de biomasa, 

la cual disminuye en un 98.6 % en el cultivo a 30°c. 

En las cepas H-3 y H-4 no s e apreci a la influenci a notabl e de 

l a temperatura sobre su desarrol l ·'1 . 

Se prepararon distintas concentraciones de _ los productos de -

oxidaci6n del polietileno,en los distintos medios de cultivo,-

con el fin de determinar la concentraci6n 6ptima de estos pro-

ductos,en la cual se deearrol1.a mejor la cepa H-1.Las concen-

traciones usadas en los distintos medios fueron las siguientes: 

Concentraci6n de productos- Concentraci6n de CarbonJ 

de oxidaci6n del polietile- (g./l.). 

no. 

M9-ET: 3 fo v/v 0.81 

5 ~ " 1.35 

7 fo " 1.89 

9 fo 2.43 

15 'fo " 4.05 
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Gr!fica # 18.-Concentraci6n de bioaaea obtenida de las distin-

tae cepas aielada,H-l,H-2,H-3 1 H-4,en el medio M9-ET 9 ~ v/v. 

Se incub6 a dos temperaturas 30 1 37 ºe con agitaci6n.La b10•2 

ea se obtuvo por filtraci6n en lillipore 1 el peso seco de es-

ta ea obtuvo colocando l a muestra en una estufa a 80 ºc,haeta-

alcanzar un peeo constante. 
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Concentraci6n de productos- Conc entraci6n de Carbono 

de oxidaci6n del po l_i e ti l e- ( g ./1.). 

no. 

30 fo (v/v) 8.10 

50 % 13.50 

M9-A'1: 

3 % " 0.234 

5 % " 0.390 

7 'fo " 0.546 

9 'f. " 0.102 

15 '.( 11 1.170 

30 " " 2.340 

50 " 
11 3.900 

M9-SIN: 

3 fo " 0.156 

5 % 11 0.260 

7 fo " 0.364 

9 'fo " 0.468 

15 o¡, " 0.780 

30 % " 1.560 

50 'f.. " 2.600 

En la Gráfic a if 19 se puede observar que la mayor cantidad de -

biomas a de 1 n ce pa H-1, se obtiene con una co.ncentraci6n de carb.Q. 
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no de o . J.O r; . / l ., ·1 0 que corre s ponde a una concentraci6n de pro

ducto s de oxidnci6n del 9oli e tileno obtenidos en e l M~todo # 1, 

de · 30 % (v/ v). Se obs erva asimismo que al aumentar la concen-

t r aci6n de e s tos productos,el desarrol l o del microorganismo así 

como ·1 a bioma sa se ven disminuídas. 

En 1 a GrMic a ll 20 se observa que el mfucimo desarrollo del mi

croorG ~ni smo en e i medio M9-AQ,es a una concentraci6n de produ~ 

tos de oxidaci6n de·. polietil.eno del 30 ~ (v/v), lo que corres

ponde a una concentraci6n de carbono de 2.34 g./l. 

El. desarrollo máximo obtenido en e l medio M9-SIN, fu~ a una con 

centraci6n de productos de oxidación del polieti leno del. · 30 ~ -

(v/v), correspondiendo a una concentraci6n de carbono de 1. 560 -

g./l .ET val.J r máximo de biomasa obtenida en este medio se obser 

va en l a GrMica # 21,y este no difiere mucho del valor de bio

masa obtenido en l.os medios de cu 1 tivo con concentraciones del-

15y50%(v/v). 

Determinad.a 1 a concentraci6n 6ptima de productos de oxida

ci6n de l polieti 1 eno, para cada uno de los medios, se procedi6 a

hacer curvas de crecimiento de la cepa H-1,en los distintos me-

dios . 

' 2s c urv;,_E de c recimiento se hicieron de t erminando i.a biomasa-

de \ffi cu l t ivo, a interva 1 os de tienpo cono c idos, como se exp l.ica

cn c 1 c apítu l ~ anterior. 
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Grfú'ic a # 19 .-Concentrac i6 n de biomas a obte ni da de l cul tivo de 

l a cepa H-l en e l me ,, io de cul tivo M9-ET, con distintas concen-

tracionee de productos de oxidaci6n de l po l ietilenor 3, 5, 7, 9, 15, 

30 y 50 ~ v/v.Lo que corresponde a una concentraci6n de carbo-

no en e l. medio de 0.81 ,1.35,1. 89,2.43,4.05,8.10 y 13.50 g. de-

C/ l. respectivamente. La biomasa se recuper6 por filtraci6n en

Mi llipore y su peso seco colocandola en una estufa a 80 ºe ha! 

ta obtener un peso constante. 
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GrMi c n # 20 ,-Concentrnc i6n de biomasa obte ni dr dé l cul tivo de 

la ce pa H-l en el medio M9-A '.J c on distintas conce ntr acionec de 

productos de oxid r- ci6 n del. polietil cno:3,5,7, 9 ,15,30 y 50 3 

v/v,Lo que corre ~ponde a una concentraci6n de carbono en el m! 

dio de o. 23 4 ,0,390, 0 ,546 ,0,702 ,1.170, 2 . 3~0 y 3,900 g . de C/l, 

respectivamente . La biomasa se recuperó po r fi l t r aci6n en Mi 1.1,! 

pore y su peso se.co co loc andola en una estuf o- a 80 ºe has t a ob 

tener un peso constante. 
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Gráfica # 21 . • -Concentraci6n de biomasa .obtenida del cultivo de 

· la cepa H-l en el medio M9-SIN con distintas concentraciones -

de productos de oxid 2.ci6n del. polietileno:3,5,7,9,15,30 y 50 'f. 

v/v. Lo que . corresponde u una concentraci6n de carbono en el m~ 

dio de 0.156,0. 260,0.364,0. ~6 t>,0.7 80,L560 y 2.600 g de C/l. re!! 

pectivamente.La biomasa se recuper6 por filtraci6n en Millipore-

y su peso seco colocandola en una e Etufa a 80 ºe hasta tener un-

pe so const~mte. 
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En l a Gráfic a. # 22 s e observa la curva de crecimient o de la cepa 

H'-1,en el me di o M9-ET 30 % v/v. En ella se obs t, rva una fase de .1. a

tencia corta, aproximadamente tres días,pero presenta unn f a se de

crecimiento bastante l arga de doce dí as aproximadamente. 

A1 sembrar la cepa en el medio M9-AQ con una concentraci6n de 3g 

% v/v,se obtuvo la curva de crecimiento que se observa en l a Grá

fica# 23. Esta curva no presenta fase de latencia y la fase de -

crecimiento es de diez días aproximadamente. 

En el medio M9-SIN a una concentraci6n de 22.5 % v/v,se obtuvo 

la curva de crecimiento que se observa en la Gráfica# 24,en l a -

cual podemos ver que no existe fase de latencia y que aparece una 

fase de crecimiento de 16 días aproximadamente. 

Para e t desarro l~o de las curvas de crecimiento mencionadas an-

teriormente, se cont6 con un contro 1 para c ada una de e 1 1 as. Este -

consisti6 en inocular al microorganismo en ei medio M9, sin fuente 

de carbono alguna;en todos l os casos no se obtuvo desarro llo del

microorganismo. 

Habiendo determinado cuál era la croncentraci6n 6ptima de produ~ 

tos de oxidaci6n del po 1 ietilen::i en cada uno de l n s distintos me

dios de cultivo,se procedi6 a observar el efecto de l a tempe r atu

r a sobre , a cepa H- 1 . T,os r esul t ados se observan en l e?. Gr áfi ca --

# ?5, en ell a se ve claramente que l a mayor c nntidarl de biomr:s ;;: ~ ; e 
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Gr!fica # 22 .-Curva de crecimiento de la cepa H-J. en el medio 

de cultivo M9-ET JO ·" v/v.La incubaci6n fu6 a 30 ºe y con ag_! 

taci6n.La biomasa se obtuvo por filtraci6n en Millipore,el P! 

so seco se obtuvo colocando la muestra en una e s tufa a 80 ºe-

hasta tener un peso constante. 
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Gr6.i'ica # 2).-Curva de crecimiento de l a cepa H-1 en el medio 

de cultivo M9-AQ 30 ~ v/v. Se incub6 a 30 ºe con agitaci6n.La-

biomasa se obtuvo por fi l traci6n Xillipore,el peso seco se ºE 

tuvo co l oca.ndo la mne stra en una estufa a 80 ºe hasta t ener -

un peso constante. 
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GrMic e. # 24.-Curva de crecimiento de l a cepa H- 1 en el medio 

de cultivo M9-SIN 22 . 5 % v/ v. Se incub6 a 30 ° C con ar:i t nci6n, 

La biomaea se obtuvo por fiJ.traci6n en Millipore,e1 ne ~o seco 

ee obtuvo colocando le. muestra en una e s tufa a 80 ºe hasta te 

ner un peso constante. 



obtiene a la ' temperatura de 30°c,y en el medio M9-ET a una con-

centraci6n de 30 % v/v.Al aumentar 1a temperatura la biomasa ob 

t enida en este medio se vio disminuida en un ?f ~. 

En e · medio M9-AQ con una concentraci6n de 30 % v/v, se obtiene 

mayor c antidad de biomasa a 30°c que a 37ºc.1 a disminuci6n su~ 

frid a por el acunent '> de temperatura, .. corresponde al 60 %. 

En el me dio r.19-SIN con una concentraci6n de 22.5 % v/v,no exi_!! 

t e v [;;,ri ac i6n en i a cantidad de biomasa obtenida, la influencia -

de l o t empe r atura fue nula. 

Det erminaci6n del Ni tr6geno Total de J.a Cepa H-1: 

Se pe saron 40 mg . de biomas a (pe so seco), los cuales fueron ,tr~ 

t ados según a t~cnica ya descrita y dieron una lectura de 185-

unidades Kl ett,~ue corresponden según la curva patr6n (Gr!fica-

-4 
¡f 17 ) , a 29 mg. de N/m1 .• x JO • .a. este valor hay que restarle el 

v ri. or que se obtuvo de control, o sea o.8 m.g. de N/ml. x lo-4• 

T.o cual no s da un v alor de 28. 2 mg . de N/m1. x 10-4• 

Te niendo ~ue l a muestra fue diluida hasta lo-3,tenemos que 40-

de biomasa corresponden a ~ 8 . 2 mg. de N x 10-4/10-3,10 que-

nos da un v al or de 2. 82 mg . de N. 

l j sea :, ue 1 a biomasa de 1 a cepa H-1 pose e un 7 .05 % en peso de 

nitr6ec no . 

Utilizando el valor de conver s i6n de nitr6gen; en proteína te-

n<?mos •me 7 .0 5 1> de N x 6. 25 = 44.06 '!>de Proteína. Este valor -
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Gr~ica # 25.-Concentraci6n de biomasa de l a cepa H-1 obtenida 

en lo e distintos me dios de cultivo,M9-ET,M9-AQ y M9-SIN,a 30 y 

37 ºe. Los productos de oxidaci6n del polietileno en cada uno -

de lo s medios fueron:M9-ET 30 ~ v/v,M9-AQ 30 ~ v/ v y M9-SIN --

22.5 ~ v/ v.Se incub6 a las temperaturas mencionadas en cultivo 

con agitación.La biomasa se obtuvo por !iltraci6n en •illipore 

y su peso seco colocandola en una estufa a 80 ºe hasta obtener 

un peso constante. 



e s bas t ant e al t o y s e podrí a pensar en utili zar esta cepa como 

fuente pro t~ic a,con la vent aj a sobre la cepa B-1 2, .que l o s hon-

gos son mas fácil es de r ecuperar,que pose en menor cantidad de-

ácidos nuc l~ i cos y sobr e todo que no poseen una pared celular-

con l i popoli sac ~rido s t6xicos. 

CBPA C- 1 : 

Co n est a cepa s e deterrni n6 trunbi~n l.a concentraci6n de produE 

tos de oxidaci6n del po] ietileno,en la cual s e desarrollaba me 

jo r, encontrándo s e que el mayor desarroll ) se obtenía en el me-

di o M9-A0 a una concentraci6n del ;J 5 % v/v .se hizo una curva-

de crecimient o de dicha cepa ( GrMica # 26), observándose una -

f as e de l atencia de 5 días apro ximadamente y una fase de creci 

mi ento corta d 8 4 dí as. 

En est as de- t erminacione s se sembr6 al microorganismo en el me 

dio M9 s in fuente de carbon0 ,como contro l ,y en este caso se ob 

tuvo crecimiento del mism1. 

Se hizo l a de t erminaci6n de ni tr6geno total en 40 mg. de bio-

masa, , os cua es sigui endo l.a t~cnic a ya mencionada, dieron una-

l ec t ur a de 79 unidades Klett,c orrespondiendo a 12.5 mg. de 

N/m1. x 1 0- 4 .A e ste valor se le resto el valor del control o.8 

me:; . de N/ml. x 10- 4, qued§.ndonos un valor de 11. 7 mg. de N/ml.

x 10-
4. Divi di endo entre l a diluci6n a la que f ue llevada l a --
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Gr6.i"ica # 26.-Curva de Crecimiento de l a cepa C-1 en el medio 

de cultivo M9-AQ con una concentraci6n de productos de oxida

ci6n del poli etileno del 25 ~ v/v.se incub6 a 37 ºe en culti-

vo e s tacionario.La biomasa se recuper6 por filtraci6n en Mi;.,.,. . 

llipore,el peso seco se obtuvo colocando la muestra en una es 

tufa a 80 ºe hasta obtener un peso const~nte. 



muestra de bíomasa, tenemos que 40 mg. de la misma poseen 1.17 

mg. de ·nítr4geno.Este valor corresponde a un 2. 92 % en peso -

de ni tr6geno. 

Utilizando el factor de conversi6n de nítr6geno en proteína, 

tenemos que 2.92 % de N x 6.25 = 18. 25 % en peso de Pro teína. 

Este vai_or es desde luego menor que 1 os obtenidos para la c~ 

pa B-1 2 y para la cepa H-1. 

UTUI ZACION m; PRODUCT OS DE OXIDACION DEJJ P üT,IETILENI P J R T,OS 

MICROORGANISM,IS: 

Como se mencíon6 en el principio de este cap{tulo,se determl 

n6 la utílízaci6n de bs pr.:iductos fü· oxídaci6n del po lietíl!:_ 

no por los mícro·'.) rganísmos.Así tenemo s que un cultivo de la -

cepa H-1 fu~ desarrollado en e 1 me di o M9-ET a una concentra--

o 
ci6n del 30 % v/v,a 30 C y con agítaci6n.De este cu 1 tívo de 

tomaron muestras de 5 ml. cada 24 horas,observándose que en 

un período de 4 días era asimilado el ge. 8 % de l carbom axis 

tente en el medio de cultivo (Grfü'ica # .r:rr). 

T,a cepa B-1_?. al cab0 de 4 días de cultívri en el medio M9-ET

a una concentraci6n del 5 % v/v, a 37°c, se utilíz6 e1 63 % del 

caroono presente en el medio de cultív) (Grfü'íca # ?8 ). 

Para la cepa C-1 no se l lev6 a cah1 esta prueba, pues dicha -

cepa ademas de que se desarrolla en me díos de cultivo sin la-
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GrM ic a J 'Tl .-Utilizaci6n de l o s productos de oxidaci6n del po-

lieti leno de l. medio M9- ET 30 '1> v/ v, por l a ce-pa H-1. Se incub6 a-

30 ºe en cul tivo agitado. La dete rminaci6n de l carbono s e hi zo -

en e l An al i zador de Carbono To tal ( Beckman mo delo ')1 5). 
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Gráfic n # ?8 .-Util.izaci6n de 1.o s pro oucto := d e oxidaci6n del no-

lieti1eno del .. medio M9-é:T 5 ~ v/ v,por l a ceµ a B- 12 . se incub6 <? -

37 o . t . . . 6 C en cu1 .. t1vo e s 8.C1 o nar10. ~. a detc rm1naci n d · ~ ·1 c r:.rbono se -

hizo en e1. An al iz ado r de Car bono ' 1o t e1 ( :3'"ch11::m r·nc~ c;, ·10 1 5). 



adic i 6n de fuente de c arbom , par ece ser que e xcreta aminoácidos 

a l me fl i o de cul tivo . lo s v nl') r es que s e obtendrían,_con s i de r o que 

serí an muy v ari a bl.e s y suj e to s a otros parfunetros que no sería

de sde l u ego la conce n t r ac i6n de carbono en el medio de cul tivo. 

M.~DI"S MIXT ~) S: 

Se hicieron medios de cul ti V·) mixtos, M9-GET y M9-GAQ, l.os que -

se ino cu1 ar on co n las distintas cepa s y s e incubaron en las con 

dicio nes 6ptimas para cada caso.Lo s result a do s obtenid') S en es

t os cul.t ivos se obs ervan en l a Gráfica# 29. 

Par a l a c epa B-1 2 se obtuvo una mayor biomasa en M9-G que en -

M9- ET o que en ?119-GET,siendo e s tas do s Últimas el 30 y 45 ~re~ 

pec tivamente , de l a bioma sa obtenida en el medio con g l ucosa. 

Pa r a la cepn H-1 s e obtuvo mayor concentraci6n de biomasa en -

el me di o M9-G1'~T, supuestamente debido a que las e s poras con que

f ue i no cul ado el medi ·J germinaron en su total idad, aprovechando

despu~ s el c a r bono proporcion ad') po r los productos de oxidaci6n 

de l po l i e t i lenJ . En dich') medio se ti ene una concentraci6n 11 V! 

ce s ma yo r de c arbono que en e l me di o M9-G,pero 1.8 veces menos

qu e en el me a.io M9- ET;es por e s to que supongo que l o que infl u

yó en la o bte nci6n de l a mayor cantidad de biomasa en el medio

M9-GET, fue la ger mi naci6n de l as esporas con la glucosa del me-

T n biomasa obtenid a en o s me dios M9-G y M9-ET corresponde al-



91.5 y 55 % rcspectivamente,de la biomasa obtenida en el me-

dio M9-GET. 

Para 1.a cepa C-1 se obtuvo la menor biomasa en e i medio 1119-

GA ), que en e medio M9-A0;se podría pensar en una inhibici6n

por 1 a g ucosa,pero no lo considero así puesto que en el me-

di, M9-G se !J btuvo muy buen desarl'l':'lln.Este fen6menJ no se -

re almente a 10 que se deba. 
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Gr&.!ica # 29.-Concentreci6n de biomasa de l as cepas B-12,H-l y 

C-1 en distintos medios de cu1 tivo.Para la cepa B- 12 se obtuvo 

l a biomasa en l os medios M9-G, M9-ET ·5 '!- v/ v y 1119- .GET; para la -

cepa H-1 en los medios M9-G,M9-ET 30 % v/ v y M9-GET;y para la-

cepa C-1 en M9-G,M9-AQ 22.5 '% v/ v y M9-GAQ.Los cu1-tivo s de las 

cepas B-1 2 y C-1 se incubaron a 37 ºe sin agitaci6n,y el. culti 

vo de l a cepa H-1 se incub6 a 30 °c con agitaci6n.La biomasa -

se obtuvo por fi 1traci6n en Millipore y el peso seco de ésta -

colocando las mue stras en una estufa a 80 ºe hast a tener un P! 

so constante. 
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DI SCUSI ON 

El m~todo utilizado p ara la oxidaci6n del polie tileno y para los 

dina s de este trabajo , es bueno pe r o po c -i efi c iente . Exi s t e r e po r

tado un método en la li t e r atura, e n el cua1 se oxida a l po lietile

no con ozono y con i one s me tál icos como c a talizadores (11 ) .TratSE 

do d e obt e n e r un método m!s efici ente, se pens6 en de s arrollar un-

m~to do combinando, e1. utiliz ado en e ste tra bajo y e l c at G.l iz ado -

por i on es rne tálíco s. Con este fin s e empl e6 uname zcl a oxi dante de 

HN0
3

, H
2

s o
4

,tt
2
o y unos cristal es de Cuso

4
• 

J,o s probl emas que puede presentar este método es que J.os iones -

metálico s quedan e n 1 a S".l 1 uci6n, la cual aJ. adicionarse al. medio

de cultivo puede presentar fen6meno s de t oxicidad hacia l os micro 

organismos.Para evitar esto se t endrían que efectuar estudios s o-

bre la toxicidad de estos en l os microorganismos aislados. 

También es posible 1 a eliminaci6n de l os iones me ttí.1icos de 1 a -

mezcl a de o xidaci~n,pero esto implic a más trabajo y gastos. 

Con r especto a la oxidaci6n del polietilenJ l a inve stigaci6n se

pue de orientar hacia el d esarrollo de pro c e sos de oxidaci6n más 

b a r a t o s, más eficientes y además que los pr 0 ductos de 1xidaci6n -

se an m6.s as imilables por :!.os micr".l organi smri s. 

t:xiste un tra ba j ; d( i nve stigaci6n s obre 1 ó s e f e cto s de la ·1 u z -

ultraviol eta en l i s ácid:)S dic ar boxí ~ ic0s { 24 }, r;, p:lr t i r de J o s -



cuales despues de la irradiaci6n se obtienen !cidos del ciclo 

de Kre bs. Es te es probablemente uno de los ca.minos a seguir en 

la investigaci6n sobre degradaci6n de los pl lsticos. 

Considerando que los productos de oxidaci6n del polietileno

son !cidos dicarboxÍlicos,se puede pensar que los niicroorga-

nismo s utilizan a estos en la~ -oxidaci6n (Pigura # l),para

la obtenci6n de energía quedando los !cidos incorporados en -

el ciclo de Krebs. 

De todos los m~todos desarrollados para la obtenci6n de los

productos de oxidaci6n del polietileno,uno de ellos,eJ. nfimero 

3 se encuentra reportado en la l iteratura (10),los dem!s no.

Es clar:J que uti 1 izando el m~todo de obtenci6n número 4 se lo 

gra una concentraci6n mayor de carbono,asi como ta.mbi~n lar~ 

cuperaci6n de l HNo
3

,e1 cual puede ser reutil.izado para ia oxi 

daci6n de m~s polietileno. 

Considero que para obtener productos de oxidaci6n del polie

tileno , a nivel de planta pilot o ,el m~todo a seguir es el nfim! 

ro 4, ya que son pocas las manipulaciones que hay que efectuar, 

adem!s de que no se trabaja con disolventes, lo que es siempre 

pe l igro so. 

De acuerdo con los resultados obtenidos,es evidente que los

productos de oxidaci6n de l polietilem obtenidos por el mho

d·J número 1, son mejor asimi 1-ados por los microorganismos, que-
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Figura # 1.-Sistema cíc l ico para l a ~-oxidaci6n de ~cidos gra

sos de cadena 1.arga, seg6n Rose ( 23). 



los obt enidos por l os métodos 2 y 3,pue s t o que aunque l a con-

centraci6n de carbono es mayor en el medio M9-ET (concentr a--

ci6n 6pt i ma para cada cepa),que en l os medios M9-AQ y M9-SIN,

al aumentar la concentraci6n de estos dos Úl timos el desarro-

l lo de l os microorganismos se inhibe.Esto nos hace pensar que

existe un producto de oxidaci6n del po l ieti l eno , el cual nc:> es

so lubl e en ét er, que inhibe el desarrollo de los micro or ganis-

mos . 

Con r especto a l a parte microbiol6gica,se deben buscar y ais

l ar cepas de microorganismo_s capaces de utili zar con mayor ef_! 

ci enc ia los productos de oxidaci6n del po l ieti l eno ,para obte-

ner productos de biosíntesis o. bien biomasa. 

Se debe también experimentar el cambio en la composici6n quí

mica de loe me dios de cu.~ tivo,adicionando vitaminas u otros -

factore s de crecimiento ,para que esto nos permita obtener ma-

yor cantidad de biomasa. 

Quiz~s he hecho mucho hincapié en la obtenci6n de biomasa,pe

ro desde luego es tanto o m~s importante la obtenci6n de pro-

duetos de fermentaci6n.Con l as cepas de Aspergillus y Penici-

l lium aisl adas,es probable que se puedan obtener a partir de -

ellas productos tal es como :~cidos g~lico,cítrico, gluc6nico,fu

márico, oxálico ; enzimas amilolític as, pectino1_!ticas, lipolíticas, 

catalasa y glucosa oxidasa;antibi6ticos como la aspergilina y

penicilina;factores de crecimiento como son l a biotina,tiamina 
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y riboflavina;etc. 

Se debe experimentar tambi~n adicionando a los me d. ios de cul

tivo factores que aumenten la pr)ducci6n de las sustancias an

tes mencionadas,así como seleccionar cepas mutantes,sobrepro-

ductoras de algún producto de fermentaci6n que nos interese. 
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RESUMEN 

Po 1 ieti l em comercial fue ') Xidad::i c ,-, n HN0
3

, por reflujo durante 

~ 4 h0r as,y l os pr')duct0s de 0 xidaci~n se recuperaron por cuatro 

m~tf"l d· 1 s distint0s.Se determin.6 la CJncentraci6n de carb'>no org! 

nico de cada una de las S)luciones ::i btenidas por dich0s mét0dos. 

Se hicieron medi0s de cultiv::i . cuya fuente de carbono fuerJn ~ 

1 ' ª product·1s de 0xidaci ,~n del pnl ietilen'),y en elbs se aisla-

ron l os siguientes microorganismos: 

Cepa B-1) Bscherichia freundii. 

" B-2) Enterobacter sp. 

B-3) sa1.monella sp. 

B-4) Proteus morganii. 

B-5) Proteus vulgaris. 

B-6) Grupo Pr'."l videncia. 

. , B-9) Escherichia coli • 

H-12) Corynebacterium sp. 

" ~l) Penicil lium sp. 

Ifo..2) c1.adosporium sp. 

H-3) AsEergillus sp. 

H-4) EEicoccum sp. 

C-1) Actinomiceto. 

A 1 as cepas B- 12 , H-l y C-1 se 1 es determinaron las condiciones 



6ptimas para su crecimient0 y. a la bi0masa )btenida de cada -

una de e s tas cepas se le determin6 la cantidad de nitr6geno .

Por medio de este val or se ca1 cul~ el porcentaje de pr:i teína

aue poseían;la cepa H-1 fu~ J. a que present6 may') r p')rcentaje

de proteína con respect0 al pes:i seco . 

J_, ae cepas B-1 2,Fil-l y C-1 fueron sembradas en medi,1s de cul t]; 

vo mixtos (fuente de carbom compuesta por glucosa y pro~uc

tos de 0xidaci .~n del p1lietileno) ,obteni~ndose en e l caso de

la cepa H~l,may1 r biomasa en dicho medi1 ~ ue en el medi1 con

glucosa. 
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