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INTRODUCCION

ey

71 descubrimiento de que los p'ésticos podfan ser atacados por-
microorganismos bajo condiciones ambientales de altas temperatu-
ras y humedad,dié ‘ugar al desarro’lo de muchos programas de in-
vestigacidn en diversos jaboratorioé Yy universidades,pero la in-
formacién reportade tendfa a ser confusw# ya que no se hacfa dis-
tincidn alguna de si el materiel suceptible al ataque biol8gico-
eran 1os polf{meros en si o bien los plastificantes.
Posteriormente se encontré que los microorganismos que.se desa-
rrollaban sobre 'a superficie de los plésticos,utilizaban a es—-
tos como soporte y = "os plastificentes como fuente nutritiva.--
Asi tenemos que Hueck afirma que: "La matriz deWbp011mero como -
tal no es atacada por "os microorganismos.Tos plastificontes,adi
tivos, antioxidantes,etc.,pueden ser atacados,as{ como impurezas-
y residuos del proceco de obtencién del plhstico que hayan queda
do embebidos en la matriz,pero el polfmero en si es invulnerable
a) ataque biolégico y permanece intacto™ (2).

Se ha observado que el crecimiento de los microorganismos sobre
lTos plésticns Tes causa un dafio mechnico.A este daflo se le deno-
miné "biodeterioracién",la cual fué definida en 1959 como: "Cual-

quier cembio indeseable en las propiedades de un material,debido



a los procesos vitales de 'os organismos" (1).

la biodeterioracién de los pléhsticos puede ser causade por un
sin nfmero de organismos,y esta puede clasificarse sesfin 1os -
procesos que la causan en:
1)Mecénicos.
2)De enterramiento.
3)Quimicos.

La biodeterioracién por procesos mechnicos es llevade a cabo-
en general,por roedores e insectos,los cua’'es causan grandec -
dafios al utilizar sus mandf{bulas sobre tuberf{as,cafierias,cu---
biertas aislantes de conductores eléctricos,etc.

En los procesos de enterramiento se puede considerar que la -
biodeterioracién es similar a la de procesos mechnicos,con la-
diferencia que se efectua por el crecimiento de microorganis—-
mos sobre la superficie de los plésticos que se encuentran si-
tuados subterraneamente.

Con respecto a la biodeterioracidn por procesos quimicos tene
mos que esta puede deberse a procesos de asimilacién y/o a pro
cesos de desasimilacién.En los procesos de asimilacién se tie-
né que los constituyentes del pléstico sirven como fuente de -
nutrientes para los organismos.En los procesos de desasimila--
cibn,el organismo no utiliza al p'éstico como fuénte nutritiva,

pero lo dafia quimicamente por medio de sustancias de excresién



del mismno.

Tos procesos aufmicos de biodeterioracién son considerados -
por Eggins y Mills,como procesos ae "biodegradacibén".A esta -
la definen como: "La degradacién y/o la conversién por los mi
croorganiﬁmos,de materiales de desecho en materiales indcuos-
o bien en materiales fitiles para ellos" (1).

Una de las caracter{sticas de 1os&plésticos que favorece la-
resistencia a la biodegradacién,es el carfcter hidrofébico —-
que poseen.Debido a esta propiedad no puede existir contacto-
entre el pléstico y los microorganismos que son hidréfilos.

T.a anterior desde luego no es la finica razén por la cuél los
plésticos se mantienen invulnerasbles al ataque de los microor
ganismos,se ha sugerido que existe un impedimento estérico,el
cual es posibl'emente el factor mhs importante enAla resisten-
cia de los plhsticos a la biodegradacién (2).Se ha dicho tam-
bién,que las cadenas lineales son menos resistentes a la bio-

degradacibén que las cadenas ramificadas,asimismo los polime-
ros que presenten grupos hidréfilos,tales como grupos =OH,——-
—COOH,-CHO,-NH2,etc.,serén mas suceptibles al ataque microbia
no.

Exicsten algunos po'{imeros artificiales,los cuales debido a -
su estructura quimica,son suceptibles a la biodegradacibén.En-

tre ellos tenemos a' nitrato de celulosa,a resinas de melanin



formaldehido y al acetato de polivinilo.Pero a excepcién de és-
tos los demas polfmeros artificia'es son no biodegradables (1).

Esta resistencia al ataque bio'6gico,es Ya que ha hecho que --
los plésticos sean usados ampliamente en objetos que se encuen-
tran a la intemperie,sujetos al atague de un sinnfimero de orga-—
nismosjes as{ que se utiiizan en imp'ementos para Ya agricul tu-
ra,la ganader{ia,la pesca,en cebles submarinos y subterrfneos,en
cafler{as,etc.,sin sufrir dafios considerables.,

Como ya se mencion§ el polfmero no sufre biodegradacidn por --
parte de los micronrganismos,pero los plastificantes,que son en
general moléculas orghnicas de bajo peso moleculartsi son biode
gradados.Entre 'os plastificantes mhs usados ce encuentran el -
tri-n-butil citrato,el dioctil sebacato,el fcido oleico,el ben-
cil benzoato,el triacetato de glicerol,el dioctil ftalato,el -—
polietilen glicol 200 y e! Acido ricinoléico.

Al eliminarse el plastificante de 1a matriz del plfstico por -
accién de los microorganismos,cambian las propiedades f{sicas -

del polimero,lo que causa problemas de diversa fndole entre —-
los cuales se pueden mencionar lo0s siguientes:perdida de las --
propiedades aislantes de las cubiertas de conductores eléctri--
cos (debido a las caracter{sticas hidréfilas de los productos -
de desecho de los microorganismos),cambios en la recistenciz a-

presiones y tensiones,cambios en la flexibilidad,etc.,l0 que --



ocasiona que los objetos sujetos a estos cambios no funcionen -
correctamente.

A la fecha se han desarrollado una serie de técnicas (3,4,5),-
por medio de las cuales es posible medir el grado de biodeterio
racibén o d¢ biodegradaciédn que haya sufrido un pléstico o un --
plastificante, cuando estos hayan sido expuestos a la accién de-
los microorganismos. ‘

Lristen reportes en la literatura disponible,sobre microorga—
nismos que son capaces de desarrollarse sobre plésticos que po-
sean plastificantes,> bien en medios de cultivo cuya finica fuen
te de carbono sea precisamente a gfin plastificante.Entfe los mi

croorganismos que se desarrollan sobre plésticos tenemos a los-

siguientess Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ver

sicolor,Penicillium funiculosum,Pullularia pullulans, Aspergi-—-—

1lus amstelodami, Sterigmatocystis nigra,Penicillium cyclopium,-

Paelomyces varioti,Trichoderma sp.,Chaetomium globosum,Myrothe-

cium verrucaria,Fusarium sp.,Talaromyces emersonii,Memnoniella-

echinata,Pseudomonas aeruginosa,Pseudomonas effusa y Bacillus -

laterosporus (4,5,6,8).Con respecto a los microorganismos que -
se desarrollan en medios de cultivo,cuya fuente de carbono es -

algin plactificante,cabe destacar a Talaromyces emersonii,el —-

cual se desarroll§,con mayor o menor intensidad,en todos los me

dios de cultivo que contenian a a'guno de los plactificantes =--



mencionados enteriormente (6).

Hasta ahora la mayorfa de los estudios que se han realizado -
sobre la biodeterioracidn y biodegradacién de plécticos y plas
tificantes,han ido orientados hacia la proteccién de estos ma-
teriales en contra del ataque de los organismos.Es por esto —-
que se han desarrollado una serie de investigaciones con el —-
fin de obtener biocidas mas potentes,que posean un espectro de
actividad mAs amplio y que sean compatibles con otros alitivos
que presenten los pléhsticos.

S5in embargo existen algunos trabajos,en los cuales se conside
ra a los plésticos como contaminantes,dada la caracter{stica -
de no biodegradacibén que poseen,y se busca la posibilidad de -
degradarios (3,7,10).

En la literatura disponible se considera que,hasta la feche,-
los plésticos no han causado problemas graves de conteminacién,
pero debido al uso 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 biodegradacién aue po-
seen, se han ido acumulando causando problemas en lagos,lagunas
costeras, pequefias Areas del océano,en los drenajes de las ciu-
dades y en los depbsitos y plantas industrializadoras de basu-

Te.



7
nn el medig acufitico han causado problemas de anoxia,pues ——
debido a su flotabilidad sobre la superficie de las aguas,im-
piden el paso de la 'uz y por ende la fotosintesis.Impiden =
también el intercambio gaseoso entre el medio acuftico y la -
atmbsfera,lo que ayuda a mantener estas condiciones de anoxis,
ocasionando la muerte de muchos organismos acufticos,modifi=—-
cando asf las condiciones econgic;s del lugar,

In los drenajes de las grandes ciudades han favorecido el eg
tancamiento de las aguas negras,pues al ser insolubles y no -
biodegradables,se forman aglomerados de estos polfmeros ocu--
rriendo obstrucciones en las cafierf{as.

En los depbsitos y plantas industrializadoras de basura la =
mayorfa de los plésticos no son recirculables como es el caso
" de los metales y el vidrio,y tampoco los pueden ﬁtilizar para
la obtencién de compostas,puesto que los poli{meros son no bio
.degradables.

Dado el hecho de que son contaminantes no biodegradables, se-
ha sugerido (9) someterlos a un tratamiento quimico previo y-
posteriormente utilizar los productos obtenidos a partir de -
ellos como fuente de carbono para la formacién de compostas,-
para la obtencién de biomasa y/o productos de fermentacién.

Ja eliminacién de estos contaminantes se hace,en algunos lu-

gares,por medio de ’a incineracién.Este m&todo no es recomen-



dable pues causa una contaminacién atmosférica (1,2),%a cua’ se
considera més grave que la contaminacién gque pueden causar los-
plésticos como tales.

Existen algunos trabajos en los que se utilizan radiaciones de
luz ultravioleta para la degradacién de los plésticos (1.2).En -
este campo se estf experimentando con la variacién de las condi
ciones de temperatura,presibn,concentracidn de ox{geno,etc.,en-
las cuales se lleva a cabo la irradiacibén.Esto es con el fin de
obtener productos que sean utilizables por los microorganismos.

Considerando que el método a seguir para la eliminacién de es—
tos contaminantes nho biodegradables,es el tratamiento quimico,-
en el presente trabajo se llevd a cabo la oxidacibén de un plés-—
tico muy utilizado actualmente,el polietileno.los productos de-
oxidacién de dicho pléstico fueron utilizados como fuente de =—
carbono en medios de cultivo.Estos medios de cultivo fueron uti
lizados para el aislamiento de varios microorganismos gque pue--—
den emplear los productos de oxidacién del polietileno para su-
desarrollojas{ a partir de materiales de desecho nos es posible
obtener una biomasa y/o productos de fermentacidn Gtites al hom

bre.



MATERIAL Y METODOS

METODO DX OXIDACION DEL POIIETILENO:

Se pesan dos gramos de polieti’eno comercial (en este trabajo
se utilizaron bolsas desechables de polietileno marca Bol-Rol)
los que se reflujan con 40 ml. de una solucién acuosa de HNOB-
2l 85.7 % v/v durante 24 horas.Se ogtiene una mezcla de produc
tos de oxidacibén,la cual se deja enfriar para proceder poste—-—
riormente a la obtencién de dichos productos (10).

Esta reportado en la literatura que los productos de oxida=--
cién obtenidos por este método son &cidos dicarboxflicos satu-
rados,de cadena lineal,conteniendo de s;is a doce Atomos de —

carbono, o que corresponde a un peso molecular promedio de 250

(7,70}

METODOS DE OBTHNCION D& T.0S PRODUCTOS DE OXIDACION DET, POLIETI
TENO:

Método # 1l.,-Se coloca en un embudo de separacibén la mezcla de-
HNO3 vy productos de oxidacién del polietileno,y se le agrega -
un VO‘ﬁmen igual de &ter et{iico.Se procede a hacer la extrac-
cién separando las dos fases,éterea y acuosa.

Ta fase etérea se coloca en un aparato de destilacién y se —-

elimina el HNO3 que contenga,as{ como el éter.En el fondo del-



matraz de destilacién queda una pasta oleosa de color blanque--
cino,la cual se colecta y a la que se le adiciona una soluciédn-
acuosa de KOH 2 N,hasta alcanzar un ph de 7.

La adicién de la potasa es con el fin de obtener las sales de-

potasio de los Acidos dicarboxf{licos,las cuales son solubles en
agua.Ademas se ha observedo que los microorgenismos se desarro-
llan mejor en medios de cultivo con las sales,que en medios de-
cultivo que contengan los fcidos (10).
Método # 2.-La fase acuosa obtenida en el método anterior,se co
loca en un aparato de destilacidén y se elimina de ella el HNO3-
y el agua.Se obtiene también una pésta oleosa en el fondo del -
matraz,la cual se recupera de la misma forma que en el Método -
# 1.

Método # 3.-La mezcla de HNO. y productos de oxidacién del poli

3

10

etileno se adiciona de una solucibén acuosa de KOH 2 N,hasta al—'

canzar un pH de 7.En este método no se elimina el HNO3 (10).

Método # 4.-La mezcla de HNO3 y de écidos dicarboxflicos se co-
loca en un aperato de destilacién y se elimina de esta e HNO3.
La pasta que queda en el fondo del matraz de destilacién se re-

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

METODOS DE AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS QUE UTITIZAN COVQ =-—-

FUENTE Dis CARBONO PRODUCTOS Dii OXIDACION DL POI IusTIT.aNUs
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MENIOS DE CUTTIVO:
MsDIO MQ-ET

NH4Cl................................ 1.0 g.
KH2P04............................... 30 "
NaQHPO4.............................. 6.0
BEQ) s wnmsphonnns s vssnss Pinsiisisnnny Onb
Solucidn de las sales de potasio de
los productos de oxidacibén del poli
etileno obtenida por e¢? MEtodo # l... 50 ml.
'Agua destilada CebePesecssscscecsses 1000 "
Esterilizar en autoclave a 15 psi. y 121 °c durante 15 minutos.
Esterilizar aparte una solucién acuosa de MgS0,.7 H

4 2

adicionar un mililitro de esta por cada litro de medio.lLa solu—

0 al 25 % y-

cién de productos de oxidacibén del polietileno se esteriliza por

separado y se adiciona posteriormente al medio.

MEDIO M9-AQ
Este medio difiere del anterior en que ‘a solucibén de las sales
de potasio de los productos de oxidacién del polietileno,es la -

obtenida por el M&todo # 2.

MEDIO M9-SIN

Uste medio es similar & los dos anteriores,con la diferencia de



que se adiciona 1a solucibn de sales de potasio de los produc-
tos de oxidacién de) polietileno,obtenida en el Método # 3.

Para obtener medios sblidos de cada uno de log¢ medios antes -
mencionados,se agregam 20.0 g. de Bacto-agar (DIFCO) por Titro

de medio.

METODOS DE AIGT.AMIENTO:

El aislamiento de microorganismos que utilizan como fuente de
carbono los productos de oxidacién de) polietileno,se hizo a -
partir de cuatro fuentes distintas,que son las siguientes:com-
postas de basura,{odos marinos, aire y cepas conocides.
1)Compostas.~Se procedid a hacer el aislamiento a partir de —-
compostas de tres meses de fermentacibn,obtenidas en el Centro
de Industrializacibén de Basura de San Juan de¢ Aragdn,México D.
F.

Para ello se hicieron diluciones de una muestra de composta -
de Ja forma siguiente:se tom§ uns muestra de 10 g. de la com--
posta y se introdujo en un matraz conteniendo ¢0 ml. de agua -
destilada y estéril,se agit§ vigorosamente y se dejaron sedi--
mentar las particulas gruesas.De esta suspensidn se tomaron 10
m', '0os cuales se introdujeron en otro matraz que contenfa CO-
ml. de agua estéril,se agité nuevemente y se volvié a tomar --

1

otra alfcuota de 10 ml.,’a que se ''‘evd a otro matraz conte——-

12



niendo 0 ml. de asua estérii.As{ sucesivamente se 1leg§ hasta-

ana dluetda ge 1 x 1070,

4'} -5

De 'as diluciones de 10 ,10 ° ¥y 10~ e tomaron alfcuotas de-
0.7 ml.,las cuales se sembraron en placa cada una sobre cada --
uno de los medios sblodos M¢—ET,M9-Al y M9-SIN.Todas las cajas-—
se incubaron 3700.

?)Todos merinos.-Estos se obtuvieron con un nucleador,a una pro
fundida de 328 m. frente a las costas de Acapulco,Guerrero.

17 método de diluciones,’s siembra de las cajas y la incuba---
cidn se efectuaron del mismo modo que en el caso anterior.
3)tire.-Varias cajas de Petri con los medios s8lidos Mé-ET,MQ—-
AQ y M9-SIN,se dejaron abiertas durante 24 horas en el laborato
rio donde se desarroll$ este trabajo.Pasado ese lapso se tapa—-
ron e incubaron a 30°C.
4)Cepas conocidas.-En cajas de Petri con los medios sblidos M9-
ET,MO0~-A" y MG-SIN, se procedié a sembrar una cepa de Pseudomonas
effusa,aislada y clasificada en este laboratorio,que es capaz -
de degradar fibras de Rayén Viscosa (8);y una cepa de un Actino

micet ais?ado de una compneta obtenida de desperdicios de café.

) .0
Se incubaron a 37 C.

11970005 PARA DUTRMINAR TA CONCUNTRACION OPTIMA Du 7.0S PRODUC--

TS D OXIDACTOW DT POLISTIT.ZNO A TA CUAT, CRKCEN DISTINTOS MI-

13



CROORGANISMOS AIS/ ADOS EN T,.0S MENIOS MS-ET,M9-AD Y MS-SIN:

FEn los medios M9-ET,M9-A7) y MG-SIN se ais!aron bacterias,hon--
g0s y actinomicetos.De cada uno de estos gruprs de microorganis
mos,se selecciond 1a cepa que se desarrollaba me jor en dichos -
medios y se procedié a determinar la concentracién Sptima de --
productos de oxidacién del polietileno para su desarrollo,

Entre las bacterias se seleccion§ a la ceéa B-12 y para cada -
uno de los medios de cultivo se determin la concentracibén épti
ma de productos de oxidacién del polietileno en la forma si———-
guiente:En cada uno de los medios M9-ET,M9-AQ y MY-SIN las con-
centraciones de productos de oxidaciédn del polietileno utiliza-
das fueron las siguientes: 1,3,5,7,9,15,30 y 50 % v/v.De cada -
uno de los medios,con las distintas concentraciones,se tomaron-
250 ml, 08 que se colocaron en matraces Erlenmeyer estériles y
se procedi a su inoculacién.

Cada metraz se inocul$ respectivamente,con 0,1 m'. de un culti
vo de B-12 de seis dfas de crecimiento,de los medios M9-ET,M9--
AQ y M9-SIN segln e) caso.Se incubaron los matraces en cul tivo=
estacionario a 37°C,por un perfodo de 20 dfas.

Diaremente durante ese tiempo,se extrajeron de cada matraz 5 -
ml. del cultivo,los cuales se colocaban en tubos d. Klett-Su---
mmerson con e) fin de determinar la turbiedad a través del tiem

po,de cada uno de Tos cu’tivos,después de 1a lectura,se desecha

14



ban las al'{cuotas tomadas.Cada cu)tivo tenfa su blanco corres—-
pondiente,qﬁe era el medio de cultivo con las dis#intaa concen-
traciones de productos de oxidacién del polietileno,pero sin —-
estar inoculados.

Para leer la turbiedad de 7as muestras se utilizé un nefeléme-
tro Klett-Summerson con filtro rojo # 62.

De los hongos se se’eccion§ a la cepa H-1l,a la cual se le de—-—
terminé 1a concentracién 8ptima de productos de oxidacién del -
polietileno en la cual se desarrollaba mejor,de la siguiente --
forma:

Los matraces con los distintos medios,M9-ET,MS-AQ y M9-SIN,y -

las distintas concentraciones de productos de oxidaciédn del po-
lietileno,fueron preparados de la misma forme qué en el caso --
anterior,
" Se procedidé & hacer una suspensién de esporas,en 10 ml, de me-
dio,del cultivo de H-1l,de cada uno de los distintos medios,con-
15 dfas de crecimiento.De cada una de las suspensiones de espo-
ras se tomaron a {cuotas de 0.1 ml.,con 'as que se inocularon -
respectivamente,’os distintos medios con las distintas concen—-
traciones de productos de oxidacién del polietileno,segfin el ca
s0.3¢ incubaron todos los matraces con agitacién a 30°C.

A' cabo de 20 dfas de incubacidn se procedid a obtener la bio-

masa de cada uno de '0s medios de cu.tivo.Esta biomasa obtenida

15



16
determind cua’ era la concentracién 8ptima de productos de oxi-
dacibn del polietileno,en la cual se desarrol aba mejor la cepa
H-1.la biomasa fué obtenida por filtracién en Millipore y e’ pe
so seco de 'a misma fué obtenido colocando as muestras en una-

estufa a 80°C,hasta Jograr un peso constante.

De los Actinomicetos se utilizé la cepa C-1,que fué 'a finica -
aislada.la preparacién de os distintos medios con las distin--
tas concentraciones de productos de oxidacién del polietileno,-
se efectud del mismo modo que en los casos anteriores,

Se tomaron alfcuotas de 0.1 ml. dé cultivos de 6 dfas de creci
miento de cada uno de los distintos medios,M9-ET,MG-AQ y M9-SIN,
con las que se hizo la inoculacién,seglin el caso,de los distin-
tos medios con las distintas concentraciones.

Se incub6ren cultivo estacionario a 37°C durante 20 dfas.Des--
pués de este 'apso se procedid a colectar la biomasa por filtra
cién en Millipore.El peso seco se obtuvo colocando las muestras

en una estufa a 80°C,hasta tener un peso constante de ellas.

CURVAS DE CRECIMIZNTO:
Para a cepa B-12 se siguié 'a técnica siguiente:
1)Inocular 250 m)l. del medio de cultivo deseado con 0.7 ml de -

un cultivo de 1a cepa B-12,el cual ha sido desarrollado en ¢l -



mismo medio de cultivo y tiene 6 dfas de crecimiento.

2)a perfodos de tiempo establecidos se extraen 5 ml, del culti-
vo,los cuales se colocan en tubos de Klett-Summerson y se proce
de a leer la turbiedad que presentan los cultivos en un nefeld-
metro Klett-Summerson con filtro rojo # 62.Se utiliza como blan
co el medio de cultivo sin indculo.

3)Para determinar la concentracidn-ae organismos viables en el=-
cu'tivo,a través dei tiempo,se toman alfcuotas de 0,1 ml. del -
cu'tivo a2 "apsos establecidos.istas alf{cuotas se diluyen y de -
cdda divucibn (que puede 1legar hasta 1072 si el cultivo esté -
muy turbio) se toman 0.) ml., 08 que ce siembran en cajés de Pe
tri conteniendo medios de cultivo ricos.Se incuben en condicio=-
nes 8ptimas de temperatura y se cuentan las colonias que se de-—
sarroll aron;suponiendo que cada colonia proviene.de un microor-
grnismo,la concentracién estarf dada por la férmula siguiente:

nfimero de microorganicmos/ml. de cultivo=nlmero de colonias
dilucidn x alfcuota

Para las cepas H=1 y C-1 debido a que presentan un crecimiento
filamentoso,se siguié ’a técnica siguiente:

1)Inocular diez matraces conteniendo 250 ml., de) medio de culti
vo deseado,con una a'fcuota de 0.1 ml. de:una suspensibn de es—
poras en 10 ml. de) medio,de un cultivo de 15 dfas de crecimien
to,en el caso de la cepa H-1lj;para cepa C-1 de un cultivo de 6 -

dfzs de crecimiento.

17
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2)Incubar en las condiciones éptimas para cada cepa.
3)A determinados lapsos ir obteniendo 1la biomasa de cada uno de-
1os matraces.La biomasa se obtiene por filtracién en Millipore y
el peso seco de la misma colocando las muestras en una estufa a-
80°c,hasta obtener un peso constante.
En estos dos casos se obtienen curvas cuyas coordenadas son bio

masa vs. tiempoe.

MiTODO PARA TA DSTERMINACION DE CARBONO:

Para la determinaciédn de carbono total se utilizé un Analizador
de Carbono Orghnico Total,Beckman Modelo 915,con un Analizador -
Infrarrojo,Beckman Modelo 865 y un Graficador Beckman 10" inte--
grados,pertenecientes al laboratorio de Quifmica Marina del Cen--
tro de Ciencias del Mar y Timnologfa.

Del analizador se uti'izé el canal para carbono total,con tempe
ratura constante de 950°C,utilizando 02 como acarreador con un -
flujo constante de 145 cc./min.El analizador de infrarrojo fué -

utilizado en el rango de sensibi’idad nfimero 2.Ia ve'ocidad del-

pape) en el graficador fué de 0.1 pulgadas/min.

CURVA PATRON:Se prepararon soluciones patrén con diftaiato de so
dio y agua desti’ada libre de CO?.Estas soluciones patrén conte-

nian 10,25,50,100,125 y 150 partes por millén (ppm) de carbono.-
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Se inyectaron en el anaiizador de carbono 40/m1. de cada una de
estas soluciones y se hizo una curva patrén teniendo como coor-
denadas unidades del graficador vs. ppm de carbono.

De las nuestras analizadas se hicieron diluciones con agua li-
bre de Coz,con el fin de que 'os valores obtenidos cayeran den-
tro de la curva patrén y no se extrapolara,En algunos casos no-
se hicieron diluciones,sino que sevdieminuia el vollmen de la -

inyeccién al analizador.

METODO PARA DuTIRIMINAR T,A UTITIZACION D47, CARBONO,DE T,0S PRODUC
TOS D& OXIDACION D&T, POLIETILENO,POR T,0S MICROORGANISMOS:

Se hicieron cultivos de B-12 y H-1 en 'os que se determin§ la-
uti izacibén de ‘os productos de oxidacién del polietileno,como-
- fuente de carbono. |
CEPA B-12:

A 100 ml. del medio M9-ET a una concentracién de 5 4 v/v,se ——
Tes inoculd con 0.1 ml, de un cu'tivo de 6 dfas de crecimiento-
en e) mismo medio.Se incubd a 37°C en cultivo estacionario.
CEPA H=-1:

A 100 ml. de’ medio M9-ET a una concentracién de 30 % v/v,se -
les inocu § con 0.7 ml. de una suspensién de esporas,en 10 ml.-
dc medio,de un cu'tivo con 15 dias de desarrollo.Se incubd a 30

°c con agitacidn.
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En ambos casos se procédié a tomar alfcuotas de 5 ml. de los =—
cultivos cada 24 horas,las alfcuotas eran filtradas en Millipo-
re,el filtrado era recuperado y a este se le determinaba la can
tidad de carbono que posefa,en el Anzlizador de Carbono Orghni-

co Totale.

METODO PARA T.A DZTHRMINACION DE NITROGENO TOTAL,MICROKJEDAHL (A.

0.A.C., TIETZ):

REACTIVOS:

—H2804 coONcCe.

—CuSO4

—H202 al 30 %

-Solucién acuosa de NaOH 2 N
~Reactivo de Nessler
—(NH4)2804

-Agua destilada

PROCEDIMIENTO:
Se pesan 40 mg. de la muestra y se colocan en un tub> de diges

tidn,se afiaden unas gotas de H?SO4 conc. y se calienta suavemen

te hasta eliminar toda la humedad de 1a muestra.

Afiadir 3 ml. de H250 conc. y unos cristales de Cu.S-:)4 y con —-

4



precaucién 5 gotas de H, O, al 30 %,se calicnta 24 horas hasta -
¥

2
que e! contenido de?! tubo sea yransparente ¥y no sa'gan humos =—-
blancos.

Se deje enfriar a temperatura ambicnte,se afora a 100 ml.De es
ta solucibdn se toma 1.0 ml. 2’ que se le agregan 4.0 ml. de a--—
gua desti'ada,3.0 ml. de la solucibn acuosa de NaOH 2 N y 2.0 -
ml. de reactivo de Nessler.Dejar reposar 10 minutos y medir el-

color en un fotocolorimetro,empleando un filtro con una longi--

tud de onda de 440 mm. (fi’tro azul),

CURVA PATRON DE NITROGLENO:

Se prepara una solucibn patrén de suifato de amonio que conten
ga 0.07 mg. de N/ml.De esta s2 hacen diluciones,p.ej. tomando -
(0.1,0.2,0.4,0.8 m', de e’ la y comp’etando el volfuen a 5 mle —=
con agua dostidada.Bn cada caso se sigue 'a técnica pera estas-
soluciones como 2 desgcrita pare la muestra probliema.

CAlculos:
N*' x 100

% N (en peso de 'a muestra)= 20 me. x diineidne

‘concentracién referida a la curva patrén.

niilueidn de 1a muestra de biomasa.

MEDT0S DY CONSARVACION B IDuNTIRICACION DJ 705 HICKOCRGANISHOS:

21



MEDIOS DE CONSWRVACION:
MEDIO MO-G
‘,....l."'.'O.....I.C..l...'...... 1‘. .
NH,C 0 g
”n
KI{2P04.'.....QII'I....'.....I...l'...l 3.0
Nar’}‘rPO4."..‘..l......Ql..l...'....... 6'0 L

NaClsssovsssosssossssssvossonosnavaves 0sh Y

Dextrosa (solucidn 8l 20 D)eeesceossss 10 ml,

Agua destilada CebDePeccvcccsecseecas 1000 ™

Esteri'izar en autoc ave a una presién de !5 psi. ¥y a una tem-
peratura de 121°C,durante 15 minutos,

T.a solucién de dextrosa se esteriliza aparte y después se le -
agrega a' medio.Se prepara una solucidn de MgSO4.7 H2O al 25 %,
1a que también se esteriliza aparte y de la cual se adiciona 1-

ml. por cada litro de medio.

MENIO MO-GET
Este medio contiene las mismas sa'ce aque el mcdio anterior, pe-
ro se diferencia en 'a fuente de carbono.:ista se varid depen-—-
diendo de 'a cepa (B-12 o H-1) que se iba a sembrar.
C=PA B-12:
Dextrosa (soluciédn a' 20 %)eeesescess 5 ml,
Solucién de productos de oxi-
dacién del polietileno,obteni

da en el Método # Lin: o107 0 000mr000 100 10100008 25 "

22
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CEPA H-1:
Dextrosa (sé*ucién 81 20 %)eseoammnnsovees D Tle
Solucidn de productos de oxidacién
del polietileno,obtenida en el Mé-

tOdO # 1...o.on..oooo--oonooo..o.lo..o. 300 i

MEDIO M9-GAQ

sste medio es similar a los dos anteriores,pero varfa también-
'a fuente de carbono.Este medio se utilizd para el desarrollo-—-
de la cepa C-1,y su fuente de carbono esta compuesta de la for-
ma siguiente:
Dextrosa (solucibn 81 20 %)eeeececccccosss 5 ml,

solucibén de productos de oxidacién
~del polietileno,obtenida en el Mé-

todo # 2esosensssssesssssocsersncsssanes 125 »

GET.0SA TRIPTICA SOYA ( BACTO):
Bacto triptosa (digerido pancreftico de casefna U.S.P).... 15 go
Bacto soytone (peptona de frijol SOYB)eeseccecscesceccescsces 5 "
NaCleeessenssssesssssscssoososnsnsesnecssossesnesnnsnannnne D
Bacto AFaY (DIPCO)ssssassasssnssevsasensessasssssssasessesn 15 "
Rehidratar a razén de 40 g./1000 ml,,con agua destilada.Esteri

Tizar a 121°¢ y 15 psi durante 15 minutos.El pH final es de T.3.



MEDIOS D& IDSNTIFICACION (13):

AGAR DE HIERRO D. KTIGER

Peptona (Polipeptona)eceeccccecesccnsess 20,000 g,

TBCLOBBssssesssesscessosssnssncacensone
DEXBYOBBa evns s nowssssesossnnssessnsene
NECL 5 00 w006 500 00500 06 0006500 %00 € 88 & 66 & 66
Citrato de amonio férriCOseeecececceces

Mosulfato de S00i0sescssosssosssssiossss

10.000 "

1.000 »

5,000 "

G.500 "

0,500

Agar...........................o‘.-.-.- ]5.000 "

Rojo de fenol..........................

Agua destilad@eesesccccecceccccscoccosne

0.0')5 "

1000 m,

o . :
Se esteriliza en autoclave a 121 C y 15 psi,durante 15 ninu--

tos.El pH final es de 7.4.

M7DIO SIM

Peptona (Tripticas8)ececcecsessecscceces 20,0

Peptona (Thiotone)eeescccecescecscscces
Sulfato de hierro y amoniOeececececccccs

Tiosulfato @6 80di0ecescescccasccccccns

Agar..-..-..'............-..............

3.5

-

"

Agua destiladaceeeceecececcsscsnessess 1000 ml,

Se esteriliza en autoclave a 12100 y 15 psi,durante 15 ninu--

tos.El pH final es de 7.3.
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GATOSA SACAROSA-UR*A-ROJO DE FENOL
Peptona (Tripticasa)........... 10.000 g.
58CaroB8Acecccsccescccssescsccss 10,000 "
Ure@eccesccscoscecscsccescsnssseee 10,000 "
Cloruro de S0diOecssscecssccces 5,000 "
ABATessecssssccscsssacsssscssss 15,000 "
R0OjO A€ feN0leseeseesescosoaeces 0,018 "
Arua destiladAcececscccsssscone 1000 m,
isteri'izar aparte por filtracién en Mil 'ipore la urea,en un-
vollmen conocido de agua.’os deméAs componentes disolverlos en-
un volfimen de agua que comp'ete los 1000 m)l.Esterilizar en au-
toc'ave a 121°¢C y 15 psi,durante 15 minutos.Dejar enfriar y —

adicionar la solucién estéril de urea,

CA"DO ROJO DX METI™.O-VOGUES PROSKAUZER
Feptona (Polipeptona).eceseccese 7e0 o
DEXETOE20 00 s00000sensssnesansce Hal "
Fosfato de potasio........;.... Hel
Agua desti’ada CebDePDeeeoseeseses 1000 ml,
Us0S:
1)Reaccidn de Vogues-Proskauer.,-Se preparan ©60 ml, de una so-
Tneibn acuoca de KOH al 10 %,y se le agrega una solucibn de 1-

&g. de Cu504.5 H_ O disuelto en 40 ml, de solucidn concentrada -

2

de NHAOH.A 5 ml, del cultivo se le agregan 5 ml. de este flca-



1i,que contiene sulfato cfiprico y aménio.la eparicién de un co-
Tor rojo de eosina en 20 minutos,indice la presencis de acetil-
metil-carbinol.

2)Reaccibén del Rojo de Metilo.—-A 5 ml. de un cultivo microbiano
de 5 dfas,se e agregan 5 gotas de 7a solucibén de'! indicador de
rojo de meti o.&En una reaccién positiva se debe tener un color-
rojo bien definido,en tanto que el amari'lo constituye 1z nega-
tiva.

"a solucibén de indicador de rojo d¢ meti'o se prevara de 'a -
forma siguiente:Disolver 0.1 g. de rojo de metilo en 300 m'. de

alcohol al 95 % y di'ufr a 500 m'., con agua destilada.

MATODO PARA T.A TINCI N Dz GRAM (17)
1)Fijar el froties al calor.
2)Cubrir el frotis con cristal violeta durante un minuto.
3)Lavar con sgua.
4)Cubrir con lugol durante 1 minuto.Ta solucién de lugol se pre
para disoiviendo 1 g. de iodo y 2 g. de ioduro de potasio en --
300 ml, de agua destilada.
5)Lavar con agua,
6)Decolorar por 30 segundos con una solucién de acetona (30 ml.)
y a'coho? (70 m'.).

7)Lavar con agua.



8)Cubrir durante 10 a 20 segundos con safranina (colucidn al
2.5 % en a2lcohol del G5 %).

9)Tavar con agua y dejar secar.



RESULIADOS

Se identificaron a los microorganismos que se desarrollsgron -
en medios de cultivo,cuya fuente de carbono fueron los produc-
tos de oxidacién del polietileno.De los microorganismos aisla-
dos se escogieron tres cepas:B-12,H-1 y C-1l;con estas se traba
j6 tratando de determinar las condiciones Sptimas de temperatu
ra y concentracién de productos dec¢ oxidacién del polietileno,
para su desarrollo.la determinacién de las condiciones Sptimas
de cultivo se hizo con el fin de obtener la mayor cantidad de-
biomasa posible,a partir de cada una de las cepas selecciona--
das.

Para determinar la temperatura §ptima para el desa;rollo de -
los microorganicmos,se trabzjé solamente,por rozones de labora
torio,con dos temperaturas 30 y 3700.

Para determinar la concentracién 8ptima de los productos de -
oxidacién del polietileno,se hizo primero la determinscién de-
la concentracién de carbono total de las soluciones de produc
tos de oxidacién del polietileno,obtenidas por los distintos -
métodos.Después se procedid a agregar distintas cantidades de
estas soluciones a los medios de cultivo,obtcniendose as{ me--

dios de cu'tivo con diversas concentraciones de carbono.
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lsstos medios se inocularon con las cepas escogides y se desa-
rrollaron curvas de crecimiento de cada una de ellas.Al cabo -
de un perfodo de tiempo se obtuvo la biomasa de cada uno de ——
los cultivos,determinando a que concentracién de productos de-
oxidacién del polietileno,se obtenfa la mayor cantidad de é&sta.

La biomasa de cada una de las cepas,obtenida en condiciones -
Sptimas, se compar§ con la obtenida en el medio M9-G,el cual —-
tiene como fuente de carbono a la glucosa.

A la biomasa obtenida de cada una de las cepas,se le determi-
n8 la cantidad de nitr8geno que posefa.Conociendo la cantidad-
de nitrégeno que posefan las distintas muestras se determind -
la cantidad de protefna de las mismas,uti'izando el factor de-
6.25,que nos relaciona la protefna con la cantidad de nitrége-—
no (proteina/N = 6.25).

Se hicieron tembién medios mixtos,con glucosa y productos de-
oxidacibén del polietileno,con el fin de obtener un mejor desa-

rrollo de los microorganismos.,

ATST AMIENTO E IDSNTIFICACION DE T.0S MICROORGANISMOS:

4 partir de las distintas fuentes de origen se aislaron las =
siguientes cepas:
1)De compostas:B-1,B-2,B-3,B-4,B-5 y B-6.

2)De lodos merinos:B-9 y B-12,




3)Del aire:H-1,H-2,H-3 y H-4.

4)De cepas conocidas:Pseudomonas effusa y el Actinomiceto.

BACTERIAS:

La identificacién de las cepas bacterianas se 1levd a cabo -
mediante tinciones de Gram,observaciones microscépicas e ino-
culaciones pars pruebas bioquimicas,en los siguientes medios-—
de cultivos:Agar de Hierro de Kliger,Medio SIII, Agar Sacarosa--
Urea-Ro jo de Fenol y Caldo Rojo de Metilo-Vogues Proskauer.

Tlos resultados de estas pruebas bioquimicas y d¢ obscrvaciédn
(Tabla # 1),fueron consultados en la literatura (13,15,16,17)
y se concluyé que las cepas aisledes correspondfian a los si--—
guientes microorganismos:

Cepa B-1)Escherichia freundii.

"  B-2)Enterobacter sp.
"  B-3)Salmonella spe.

" B-=4)Proteus morganii.

" B=5)Proteus vulgaris.

"  B-6)Grupo Providencia.

"  B-9)Escherichia coli.

" B-12)Corynebacterium sp.

HONGOS:
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TABLA # 1

GRAM MOVI- FERM:NTACION DE PRODUCCION D&

LIDAD GLUCOSA SACAROSA TACTOSA INDOI H2S

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-12 + - A - - -

A-Produccidn de &cido.

G-Produccién de gas,

(G)-Produccidn tardfa de gas.
VP-Reaccidn de Voges-Proskauer.
R'-Reaccién del Rojo de Metilo

URZASA VP RM

- -+
- + -
- - 4
+ - o+
+ -+
+ - 4
- - 4+

Tt
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Tos hongos aislados se identificaron por la observacién mi--
croscépica de 1a morfologfa de sus estructuras reproductivas,
y con la ayuda de claves.Tas distintas cepas aisladas corres-
ponden a los siguientes microorganismos:

H-1)Penicillium sp.

H-2)Cladosporium sp.
H-3)Aspergillus sp.
H-4)Epicoccum sp.

Se estudi§ 1a morfologfa de estos hongos (18,16,:0,21) y se-
utilizé para su identificacién 1la siguiente clave (18): ¥
Az-MiceWio no cenoc{tico,septos frecuentes;normalmente presen

ta conidias,con excepcién de pocos géneros (HONGOS INPER—-
PECTOS).
B -Conidias y conidiéforos no producidos en picnidios o a—-—
cérvulos (MONITIALES).
C,—Conidia no espiralada.

2

Dl-Conidias y conidiéforos hialinos o brillantemente co-

loreados;los conidiéforos no se encuentran unidos en-
esporodoquia o sinemata (Moniliaceae).
El-Conidias formadas por una célulaj;globosa o ci’fndri

ca pequefia.
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FQ*Conidiéforos presentes, algunas veces pequefios,
G2—E1 conidiéforo y sus ramas muy distintos de las -
conidias.
H2—Conid16foros generalmente ramificados,simples -
en algunos casosjsi se presentan filfdios estén

en grupos,

Iz-Conidia catenada.
J2-Conidia basipetal sobre los filfdios, tiene-
su origen en e) fpice engrosado del conidif

fOrosececesccescvesedspergillus (H-3).
J3—Conidia basipetal;el #pice de los conidibfo
ros no se encuentra engrosado.

KT—Conidia soportando una porcién compacta -
de). conidiéforo;forma similar a una bro--
ChaceessesssescnsosPenicillium (H-1).

DQ-Conididforos y/o conidias con un pigmento oscuroj;los co
nidiéforos no se encuentran unidos en esporodoquia o si
nemata (Dematiaceae).

EQ—Conidia t{pica de dos células (presentan frecuentemen
te esporas de una o tres células).

Fl—Conidias en cadenas acropétalas.
G3-Conidi6foros solos o agrupadosjconidia de color -

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

I‘OB..-...o-....--oa.......Cl&dOSEOrium (H_Q).
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DB-Conidiéforos unidos en esporodoquia o sinemata.
El—Conidias producidas en la esporodoquia (Tubercul aria-
ceae).
F3-Conidias formadas por mAs de dos célu'as,hialina u-
oscura.
G3-Conidia oscurae.

H.-Conidia no ramificada ni lobulada.

3

Il-Conidia globosa con septos ob1{CUOSeeeessssss

'0-ococ.oo-co.l...EEicoch (H_4)o

ACTINOMICETOS:
Se aislé unicamente un Actinomiceto,al cual se le denominé co-

mo cepa C-1.No se logr§ la identificacidén de este organismo.

PRODUCTOS D+ T.A OXIDACION DET. POIIETIT :NO:

Por falta de reactivos no se pudo determinar cua'es son "0g ==
compuestos que resultan de la oxidacibén del polietileno,pero se
encuentra reportado en la literatura a mi disposicidén,que estos
compuestos son 4cidos dicarbox{licos satufados,de cadena lineal
conteniendo de 6 a 12 Atomos de carbono (10).intre "os Acidos -
dicarboxflicos obtenidos se tiene a los siguientesiAdipico,Pimg
lico, Subdrico, Azeflico y Sebhsico.

T.as reacciones de oxidacién de) polietileno que se obtuvieron-

por el método usado en este trabajo,no han sido determinadas.
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En este trébajo se trat8 de desarrollar otro método,para la -
oxidacibén del polietileno,que fuera mas eficiente.Consistié en
colocar la muestra de polietileno en una mezcla oxidante forma

da por H HNO, y agua (1:6:1),a la que se le agregaron unos

25042 N0,

cristales de CuSO4 como catalizador.Se reflujé y al cabo de 6-
horas se obtuvo una degradacién farcial del polietileno,logran
do disolver parcialmente con potasa la pasta oleosa que se ob-
tuvo en el fondo del matraz de reflujo después de eliminar por
destilacibn la mezcla oxidante.Por falta de tiempo no se si——-
guid experimentando con este método,pero considero que alrede-
dor de 10 horas la degradacién del polietileno ser& totaljesto

nos reduce el tiempo de reflujo a la mitad mas o menos,lo que-

implica un ahorro de energf{a considerable,

DETERMINACION D& T.A CONCENTRACION DE CARBONO EN LAS SOLUCIO--
NES DE PRODUCTOS Di OXIDACION DEL. POLIBTILENO, OBTENIDAS POR -
T.0S DISTINTOS MATODOS:

La determinacién de la concentracién de carbono se hizo en un
Analizador de Carbono Orghnico con un Analizador de Infrarrojo
¥y un Graficzdor integrados.

Se hizo una curva patrén inyectando al aparato 40/A1. de solu
ciones petrén conteniendo 10,25,50,100,125 y 150 ppm de carbo-

nogse obtuvieron unos picos en el graficador,que se encuentran



represéntadoe en la Gré&fica # 1.Se observa en dicha gréfica -
que existe una variacién muy pequefia en los picos obtenidos, -
al inyectar al aparato varias veces la misma muestra de cada-
una de las soluciopes patrén.El aparato puede ser considerado
como de alta precisién.

A partir de los valores obtenidos en la Gré&fica # 1,se trazé
la curva patrén (Gréfica # 2),que nos relaciona las unidades-—
del graficador con las ppm de carbono existentes en las solu-
ciones patrén.

Se procedid =z analizar las soluciones de productos de oxida-
cién del polietileno.A estas se les diluyd 1:100 con agua des
tilada libre de 002 y se tomaron distintas alfcuotas (10,20 y
40,04) que se inyectaron en el aparato procurando que los va
lores obtenidos cayeran dentro de la curvez patrén,para evitar
asi errores por extrapolacién.l.as alfcuotas tomadas en cada -
caso se indfcan en la Gré&fica # 3,en la que se observan los -
picos que se obtuvieron al inyectar las alf{cuotas de las solu
ciones de productos de oxidacién del polietileno al aparato.

Los valores obtenidos de la concentrzcién de carbono en las
soluciones de productos de oxidacibén d.1 polietileno,referi-
dos a le curva patrén,son,seglin e! método de obtencibén,los -
siguientes:

Método # 1l.~-Por este método se obtuvo un rango de valores de

27.0 a 31.2 g. de C/1.
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Gréfica # 1.-Relacibn entre unidades del graficedor y ppm. de
carbono.la inyeccién de la muestra al aparato fuf de 40/&1.

Se utilizé el canal de Carbono Total del Analizador de Carbo
no (Beckman modelo 915),con temperatura constante de 950 0C,-—
02 como aearreador con un flujo constante de 145 cc./min.El -
Analizador de Infrarrojo (Beckman modelo 865),se utilizé en -
rango de sensibilidad # 2.El Graficador (Beckman 10") tenfa -

was velocidad del papel de 0.1 pulgadas/min.
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Gréfica # 2.-Curva Patrén de Carbono,desarrollada con los va-

lores obtenidos en la Gr&fica # 1.
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Gré&fica # 3.-Unidades del graficador,que dan las distintas 80

luciones de productos de oxidacidn del polietileno,segfin el —
método de obtencién.las alf{cuotas de cada una de las solucio-

nes inyectadas al aparato se indican sobre los picos.



M&todo # 2.-En este método se obtuvo un rango de valores de ——
7.8 a 8.2 g. de C/1.

Iiétodo # 3.-in este caso se obtuvo un rango de 5.1 a 5.3 g. de
C/1.

Método # 4.-Por este método se obtuvo solamente un valor para-
todas las nmuestras inyectadas a! aparato.BEl valor obtenido fué
de 57.2 . de C/1.,

En la Grifica # 4 se puede observar clarsmente que la concen-—
tracién de carbono obtenida por el método # 4,es considerable~=
mente mayor que la obtenida por cueslquiers de los otros méto—
dos.Considero que el Método # 4 es el mas conveniente para la-
obt ncidn de oc productos de oxidacién del polietileno,pues -
ademas de cbtenerse una alta concentracidn,no se trabaje con -
solventes y se recupera por déstilaci6n parte del fcido nftri-

‘co,e’ cual pue’e ser reusado para la oxidacién de otras mues-—

tras de polietileno.

DATERMINACION Ds LA CONCENTRACION OPTIMA D PRODUCTOS DE OXI-
DACION DT, POLISZTITHNO,PARA 'L DESARROLLO DE T AS CEPAS B-12,-

H-1 Y C-1.,

CEPA B-12:¢

En un principio,cuando se aisl§ la cepa B-12,no se conocfa la
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Gréfica # 4.-Concentracién de Carbono obtenida en las solucio-
nes de productos de oxidacién de) polietileno,segfin 1os distin
tos métodos de extraccién.La determinacién de la concentracién

de carbono de las soluciones,se hizo en el Analizador de Carbo

no Total (Beckman medelo 915)

Los valores obtenidos en el analizador fueron referidos a la—

Curva Patrén de Carbono (Gr&fica # 2),en donde se obtuvieron -

los valores expresados en esta grifica.
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concéntraci6n de productos de oxidacidén de) polietileno,que de-
bfan 1levar los medios de cultivo.Se prepararon entonces dos me
dios de cultivo con dos concentraciones extremas de productos -
de oxidacién del polietileno;las concentraciones para cada uno-—
de los medios,MS-ET,M9~AQ y M9-SIN,fueron del 5 y del 50 % (v/v).

Se procedif a hacer las curvas de crecimiento en los distintos
medios de cultivo,obteniendose las curvas que ce obscrvan en la
Gréfica # 95,con una concentracidén de los productos de oxidacién
del polietileno de)l 5 % (v/v).En la Gr&fica # 6 se observan las
curvas de crecimiento en las cuales 1os medios de cultivo tie-—-
nen una concentraciédn del 50 % (v/v) de los productos de oxida-
c¢ién del polietileno.

En la Gr&fica # 5 se observa que las curvas practicamente no -
presentan fase de latencia,en cambio presentan una fase TOgarLE
mica o exponencial de crecimiento,bastante prolongrda de 6 a T-
dfas.En cambio en la Gréfica # 6 se tiene una inhibicién del --
crecimiento bacteriano sobre todo para los medios MSO-A) y M ——-
SIN;para el medio MS-ET se observa que hay un pequetio desarro--
To,pero desde luego sin compararse con el obtenido a una conc.n
tracién menor de productos de oxidacién del polietileno.

Como control se sembr§ la cepa,B-12,en el medio MG sin fuente-

de carbono,no obteniendose crecimiento alguno,
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Gréfica # 5.-Curvas de Crecimiento de la cepa B-12 en los medios
de cultivo M9-ET,M9-AQ y M9-SIN,con concentraciones del 5 % v/v-

de las soluciones de productos de oxidacién de). polietileno.,Se——

incubarén todos los cultivos a 37 °C sin agitacién.las lecturas-

de turbidez se hiciecron en en nefeldmetro Klett -Summer:on con -

filtro rojo # 62.
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Grifica # B.-Curvas de Crecimiento de la cepa B-12 en 'os medios

de cultivo M9-ET,M9-A0 y M9-SIN,con concentrzciones del 50 % v/v

de las soluciones de productos de oxidacién del. polietileno.Se -

incubaron todos los cultivos a 37 OC sin agitacidn.las lecturas-

de turbidez se hicieron en un nefelémetro Klett-Summerson con —-—

filtro rojo # 62,



Posteriormente se prepararon los diferentes medios de cultivo
con distintas concentraciones de 1os productos de oxidacién --
del polietileno,obteniendose las siguientes concentraciones de

carbono en cada uno de los medios:

Concentracién de productos- Concentracién de carbono-

de oxidacién del polietile- (8e/14)e

no.

MQ—-ET:
3 % v/v 0.81
5% " 1.35
T4 1.89
9% 2443
10% " 2,70
20 % " 5.40
3046 8.10

M9-AQ:
38 ™ 0.234
5% " 0.390
9% 0.546
10% 0.780
30% 2.340
50 % " 3.900



Concentracién de productos-
de oxidacidén del polietile=
no.
M9~SIN:

3% v/v

5% "

10 4
20 % "
304 ¢
50 %

En cada uno de estos medios se desarroll§ la cepa B-12,10 que
did una serie de curvas de crecimiento que se obaérvan en las-
GrAificas nfmeros 7,8,9,10,11,12 y 13.

Ta Grifica # 7 corresponde al desarrollo del microorgsnismo -
en el medio M9-ET a una concentracién de 5 % v/v,como se puede

observar la fase de latencia casi no existe,y en cambio la fa-

Concentracién de carbono

(@e/ L)

se logar{tmica es aproximadamente de 7 dias.

La Grifica # 8 presenta el desarrollo del microorganismo en -

el medio de cu'tivo M9-ET a una concentracién de 3 % v/v,y la-

0.156
0,260
0.364
0.520
1.040
1.560

2.600

curva es similar a la obtenida en el caso anterior,

40



En la Gr&fica # 9 se observa que a las concentraciones de 7,9,
10,20 ¥ 30 % v/v en el medio M9-ET,se inhibe casi totalmente el
desarrollo de la cepa B-12, ‘

Ta Gr&fica # 10 nos muestra que en el medio MS-AQ con una con-
centracibn de los productos de oxidacién del polietileno del ——
30 % v/v,se obtiene un gran desarrollo del microorganismo.En —
ésta curva de crecimiento se observa una fase de latencia muy -
larga,aproximédamente de 11 df{as,después una fase de crecimien-
to que duré alrededor de 4 dias,para pasar posteriormente a la-
fase estacionaria alcanzado como ya se dijo un gran desarrollo.

Tenemos que a excepcién del medio M9-AQ a una concentracién --
del 50 % v/v de productos de oxidacibén del polietileno,en el ——

1

cua' se observa una curva de crecimiento que representa un desa
rrollo pobre del microorganismo,en los demas medios M9-AQ,se ob
serva un buen desarrollo del microorganismo (Gré&fica # 11).

.En la Gré&fica # 12 tenemos que crecié la cepa en el medio M9—
SIN,con concentraciones del 3,5y 7 % v/v,para las concentra——
ciones de 5 y 7 % se observa una fase de latencis de 5 dfas a -
partir de 'a cual se tiene una fase de crecimiento aproximada—
mente de 6 dfas.la curva de crecimiento obtenida del desarrollo
de? microorganismo en el medio con concentracién del 3 %,es muy
irregu’ ar,posiblemente sea por fallas en las lecturas,

Ta Gr&fica # 13 nos muestra el crecimiento de la cepa B-12 en-

e’ medio M9-SIN,con concentraciones del 10,20 y 30 % v/v.Se ——
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observa claramente que a estas concentraciones el desarrollo -
del microorganismo se vié inhibido,sobre todo a la concentra--
cién del 30 %.Esta inhibicién en e’ crecimiento se debe proba-
blemente a la gran cantidad de nitrato de potasio que posee la
solucién de productos de oxidacién del polietileno que se obtu
vo en el M&todo # 3 (recuerdese que por este método no se eli-

miné el HNO, de la solucién de productos de oxidacién del poli

3
etileno).

Teniendo en cuenta que el mayor crecimiento de la cepa B-12 -
se obtenfa en el medio M9-ET al 5 % v/v,l0 que corresponde a -
una concentracién de carbono de 1.35 g. de C/l.,se procedié a-
desarrollar una curva de crecimiento en la cual se obtuvo a in
tervalos conocidos,la concentracién de microorganismos en el -
medio de cultivo.Se observa en la Gré&fica # 14 que las pendien
tes de las curvas de concentracién de microorganismos y de tur
biedad, son simiiaresjalcanzandose un vaior mAximo en ambas a -
Tos cuatro dfas de ipcubaciédn.la fase de= muerte comienza alre-
dedor de los seis dfas,pero se hace realmente notoria al oncea
vo dfa del cultivo.

Al obtenerse gran concentracién de microorganismos en el me--
dio M9-ET 5 % v/v,se pens§ en hacer una curva de crecimiento -
en el medio M9-G,para tener un pun%o de referencia,y comprober

si se obtenfa un buen rendimiento de biomasa en dicho medio.
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Gr&fica # 7.-Curva de Crccimiento de 'a cena B=172 en el merio -
de cu'tivo M9=AT con unz concentracidn del 5 % v/v de nroductos
de oxidacién del polietileno,'o que correspond: a una concentra
cién de carbono en e medio de '.35 g. de C/1l.Se incubd en cul-
tivo estacionario a 3’70C.T,as 'ecturas de turbiedad se efectun—-—

ron en un nefelémetro K'ett-Summerson con fi'tro roio # 67,
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GRAFICA 8
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Gré&fica # 8.-Curva de Crecimiento de 'a cepa B-'2 en el medio -
de cu'tivo MY-ET con una concentracién d1 3 % v/v de productos
de oxidacién del polietileno,’o que corresponde a una concentra
cibén de carbono en e medio de 0.8 g. de C/1.Se incub8 en cul-

tivo estacionerio a 37°C.ﬂas ‘ecturas de turbiedad se efectua--

ron en un nefe'Smetro Klett-Summerson con filtro rojo # 62,
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Grifica # 9.-Curvas de Crecimiento de la Cepa B-':" en e! medio-
M9-ET con concentraciones dec productos de oxidscién del polieti
leno del 7,9,10,20 y 30 % v/v.Estas concentraciones de produc—-
tos de oxidacién de' polietileno,corresponden a una concentra—-—
cién de carbono en e' medio de: 1.89,7.43.2.70,5.40 y 3,10 g. -
de C/1. respectivamente.la incubacién fué a 37°C en cu'tivo es-
tacionario.las lecturas de turbiediad se efectuaron en un nefel§

metro Klett-Summerson con fi'tro rojo # 62.
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Grhfica # 10.-Curvn de Crecimiento de 'a cepa B-1. en ¢! medio -
de cultivo M9-A0 con una conecentracién d. rroductos de oxid:cidn
del polietileno del 30 % v/v,l0 que corresp'nde & una concentra-—
cién de cerbono en el medio de 2,34 g de C/1.Se incubd a 37 % -
en cultivo estacionario,l.as lecturas de turbidez se efectusron -

en un nefelémetro Klett-Summerson con filtro rojo # 62.
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Grhfica # 11.-Curvas de Crecimiento de la cepa B-12 en el medio=-
de cu'tivo M'=A" con concentraciones de productos de oxidacién -
del polietileno del 3,5,7,10 y 50 % v/v ;10 que corresponde a —
concentraciones de carbono en el medio de 0.234,0.390,0.546,0.78
¥ 3.90 g. de C/1. respectivamente.Se incubd a 37 °C en cultivo -
estacionario,l.as Tecturas de turbidez se efectuaron en un nefel$

metro K'ett-Summerson con filtro rojo # 62.
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Gr&fica # 1. .-Curvas de Crecimiento de e cepa B-12 en e! medio-
de cultivo MO-SIN con concentraciones de productos de oxidacién—
del polietileno del 3,5 y 7 % v/v,correspondiendo 2 une concen——
tracién de carbono en el medio de 0.156,0.260 y 0,36/ g, de C/7,
respectivamente.Se incubd a 37 oC en cultivy estacion=rio.,’cs ——
lecturas de turbidez se efectuaron en un nefelémetro ¥lett-Sum——

merson con filtro rojo ¢ 62.
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Grafica # 13.-Curvas dv Crecimiento de 'a cepa B-'2 en e medio-
de cultivo M9-SIN con concentraciones de productos de oxidacién-
de’ polietileno de 10,20 y 30 % v/v,l0 que corresponde a una —-—
concentracidn de carbono en el medio de: 0.52,1.04 y 1.56 g. de-—
C/1l. respectivamente.Se incubd a 37°c en cultivo estacionario, -
Tas lecturas de turbiedad se efectuaron en un nefelémetro Klett-

Summerson con filtro rojo # 62.
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la Grafice # 15 nos muestra que las curvas de turbiedad y de —-
concentracidn de microorganismos,alcanzan su va'or méximo alrede
dor de 'as 140 horas de incubacién.Se observa ademfs que la fase
de muerte empieza a notarse francamente alrededor de las.220 ho-
ras.En s{ estas dos curvas son similares a las obtenides en la -
Grhfica # 14,pero con la diferencia de que se llega a! méximo —
crecimiento y a 'a fase de muerte en un perfodo menor.lLa concen-
tracién de microorganismos obtenida en cada uno de los medios,es
prhicticamente igualjen e! ﬁedio M9-ET a una concentraciédn del 5-
% v/v de productos de oxidacién del polietileno,se obtuvo una —-
concentracién de 6.4 x 167 microorganismos/ml.,y en e! medio M9-
G se obtuvo una concentracién de 9.3 x 107 microorganismos/ml,
Cabe decir que 'a concentracién de carbono en eibmedio MO-G es-
de 0.80 g. de C/l.,y en cambio en el medio MO-ET es de 1.35 g. =-
de C/1.l.a concentracién de¢ carbono en el medio MS-ET es 1.6 ve—-
ces mayor que en e' medio M9-G.Considerando que se obtuvo la mis
me. concentracién de microorganismos en ambos medios y que la glu
cosa dr medio 119=G fué uti izada por 'os microorganismos con =—-—
unz eficiencin del 100 %,puede decirse que el aprovechamiento de
‘os procuctos de oxidacién del! polietileno por los microorganis-
mos es de un 5° %,

Ya habiendo determinado la concentracién 4ptima d¢ productos ——
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Gréfica # l4.-Curvas de Crecimiento y Sobrevivencia de 'a cepa —
B-12 en e' medio de cu tivo MS-ET a una concentracién de' § % —-
v/v de productos de oxidacién del polieti eno.Se incub a 37°C -
en cu'tivo estacionario, as 'ecturas dc turbiedad se efectuaron-
en un nefe'émetro Klett-Summerson con fi'tro rojo # 62,ia concen

tracién de microorganismos en e! medio se drtermind por el méto-

do de dilucién y la siembra en placas (ver texto).
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Gr&fica # 15,-Curvas de Crecimiento y Sobrevivencia de 'a cepa -
B-12 en e'! medio de cu'tivo M9-G.Se incubd a 37°C en cultivo es-
tacionario.as lecturas de turbiedad se efectuaron en un nefeld-
metro Klett-Summerson con fi tro rojo # 62.la concentracién de -
microorganismos en e medio de cultivo se determind por e' méto-

do de dilucién y siembra en placas.
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de oxidacién del polietileno para cada uno de los medios,se --
procedié a incubar la cepa B-1? a dos temperaturas distintas,-
30y 37°C.La concentracién de los medios fué:M9-ET con una con
centracién de productos de oxidacién de! polietileno del 5 % -

v/v3;M9-AQ con una concentracién del 30 % v/v y el M9-SIN con

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

claridad en la Gré&fica # 16.

Cabe mencionar que todos los cultivos de B-12 se realizaron
en condiciones estacionarias,puesto Que en cul'tivo agitado a -
3700 en el medio MY-ET 5 % v/v no se obtuvo desarrollo a'guno,

Habiendo determinado 1as condiciones 4ptimas para el desarro-
1lo del microorganismo,se procedié a determinar la cantidad de
nitrégeno que posefa la biomasa obtenida.Para esto fué necesa-
rio hacer una curva patrén de nitrégeno (Ness'er),con solucio-
nes patrdn que contenfan las siguientes concentraciones de ni-
trégeno,las que correspondieron asimismo a las siguientes lec-
turas del nefe 8metro en Unidades Klett:

Concentracién de nitrégeno Unidades Klett.

en mg. d2 N/m . x 10-4.
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biomasa g/|
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GRAFICA 16
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MO-ET M9 -AQ M9 -SIN

Gréfica # 16.-Concentracién de biomasa obtenida en los distin-
tos medios de cultivo a 30 y 37 °C.La concentracién de produc-
tos de oxidrcién en los distintos medios fué:M9-ET 5 % v/v,M9-
AQ 30 % v/v y M9-SIN 5 % v/v.EBl cultivo fué estacionario.la —-
biomasa se obtuvo por filtracibén en lillil.;ore Yy el peso seco -

colocando esta en una estufa a 80 0C hasta tener un peso cons-

tante.
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Concentracidn de nitrégeno Unidades Klett,

en mg. de N/ml. x 10_4.

8 55
12 86
16 100
20 ' 135
24 155
28 173
32 206
36 230

Para las lecturas se utilizé un nefelémetro Klett-Summerson -
con filtro azul.

Construida la curva patrén,Gré&fica # 17,se procedié a determi
nar la cantidad de nitrégeno que posefa la cepa B-12,

Se corrié un control del medio de cultivo para observar si {g
te influfa en las lecturas, tomAndose wuna alfcuota de 5 ml, —-
del mismo y tratafidolo del mismo modo que la muestra.Este con-
trol dio una lectura correspondiente a 4 unidades Klett,que re
feridas a la curva patrén corresponden a 0.8 mg. de N/ml, X ——
10_4.ﬁa muestra d¢ biomasa,40 mg. (peso seco),se tratd segln -~
la técnica ya mencionada en e' capftulo de Material y M&todos,

obteniéndose una lectura de la misma correspondiente a 174 uni
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Grifica # 17 .-Curva Patrén de Nitrégeno.Se prc»=ré con colucio—-—
nes patrén de sulfato de emonio.las lecturas se efectusron en un

nefelémetro Xlctt-Summerson con filtro azul (A= 440 nm.).



dades Klett,las que referidas a la curva patrén corresponden a
27T mg. de N/ml. x 10_4.A este valor hay que restarle el valor-
que se obtiene del control,0.8 mg. de N/ml. x 10-4,10 que nos-—

da un valor de 26,2 mg. de N/ml. x 1074,

3

Tomaendo en cuenta que la muestra fué dilufda hasta 10 , 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.

0 sea que la biomasa de la cepa B-12 posee un 6,55 % en peso-
de nitrégeno.

Utilizando el factor para conversibén de nitrégeno en protefna
(22), tenemos que: 6.55 % de N x 6.25 = 40.93 % Protefna.0 sea-
que la cepa B-12 posee un 40.93 % en peso de proteina,lo que -
es un valor bastante alto de la misma,y esto nos hace pensar -

aue podrfa uti izarse como fuente nutritiva o como comp’emento

alimenticio.

CEPA H-1:

De los hongos aislados se observé cual se desarrol’aba mejor-
en medios de cultivo con productos de oxidacién del polietile-
no.Se sembraron las cuatro cepas H-1,H-",H=3 y H-4 en el medio
M9-ET 9 4 v/v,y se incubaron a 30 y 37°C con agitecibn.la can-
tidad de biomase obtenida para cadz uno de los cultivos se ob-

serva en la Gré&fica # 18.Es claro gue la mayor cantidad cde¢ bio
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massa se obtuvo del cultivo de la cepa H-1,a 3OOC.La influencia
de la temperatura sobre el desarrolls de ecsta cepa es clarajla
biomasa obtenida a 37°C disminuy8 en un 34.9 % con respecto a-
la obtenida a 3000.

Con respecto a la cepa H-2 se observa una gran influencia de-
la temperatura.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 se aprecia la influencia notable de
la temperatura sobre su desarrolln.

Se prepararon distintas concentraciopes de los productos de -
oxidacién del poliétilenn,en los distintos medios de cultivo,-
con el fin de determinar le concentracidn §ptima de estos pfo-
ductos,en la cual se desarrolla mejor la cepa H-l.Las concen—-

traciones usadas en los distintos medios fueron las siguientes:

Concentracién de productos- Concentracibén de Carbon»
de oxidacién del polietile- (g./1.).
no.
M9-ET: 3% v/v 0.81
5% " 1.35
T% " 1.89
9% -~ 2.43

154 4.05
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biomasa

0.4 -
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GRAFICA 18
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37°C 30°C 37°C  30°C 37°C  30°C 37°C  30°C
H-1 H-2 H-3 H-4
Gré&fica # 18.-Concentracién de biomasa obtenida de las distin-

tas cepas aislads,H-1,H-2,H-3 y H-4,en el medio M9-ET 9 % v/v.
Se incub§ a dos temperaturas 30 y 37 °c con agitacién.la bioma
sa se obtuvo por filtracién en Willipore y el peso seco de es-
ta se obtuvo colocando la muestra en una estufa a 80 °c,hasta-

alcanzar un peso constante.
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Concentracién de productos- Concentracién de Carbono
de oxidacién del polietile- (g./l.).
no.
30 % (v/v) 8.10
50 % " 13.50
M9-A7:
34 " | 0.234
5% 0.390
T% " 0.546
2% = 0.702
5% v 1.170
30% " 2.340
50 % " 3.900
M9-SIN: |
34 " 0.156
5% " 0.260
7% * 0.364
9% " 0.468
15 % - 0.780
304 " 1.560
50 4 " 2.600

En la Gr&fica # 19 se puede observar que la mayor cantidad de -

biomasa de 1a cepa H-1,se obtiene con una concentracién de carbo
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no de 6,10 £./1.,'0 que corresponde a una concentracién de pro-
ductos de oxidacién del nolietileno obtenidos en el Método # 1,
de’ 30 % (v/v).Se observa asi mismo que al aumentar la concen—-—
tracién de estos productos,el desarrollo del microorganismo asi
como e biomasa se ven disminufdas.

En 'a Grhfica # 20 se observa que e) méximo desarréllo del mi-
croorgr-nismo en el medio M9-AQ,es a ﬁna concentracién de produc
tos de oxidacién de” polietileno del 30 % (v/v),lo que corres—-
ponde a una concentracién de carbono de 2.34 g./l.

41 desarrollo méximo obtenido en e! medio H9—SIN,fué a una con
centracién de productos de oxidacién del polietileno del 30 % -
(v/v),correspondiendo a una concentracién de carbono de 1.560 -
g./1.E1 valor mlximo de biomasa obtenida en este medio se obser
va en la Gréfica # 21,y este no difiere mucho del valor de bio-
masa obtenido en los medios de cu’'tivo con concentraciones del-
15y 50 % (v/v).

Determinada 1a concentracién 8ptima de productos de oxida=——
cibén del polietileno,para cada uno de los medios,se procedié a-
hacer curvas de crecimiento de la cepa H-l,en los distintos me-
dios,

"2s curvee de crecimiento se hicieron determinando la biomasa-
de un cultivo,a interval'os de tiempo conocidos,como se explica-

¢n ¢! capftul~ anterior.
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Gr&fica # 19.-Concentracién de biomasa obtenida del cultivo de
la cepa H-1 en el me<io de cultivo M9-ET,con distintas concen-
traciones de productos de oxidacién del polietileno:3,5,7,9,15,
30 y 50 % v/v.Lo que corresponde a una concentracién de carbo~
no en el medio de 0.81,1.35,1.89,2.43,4.05,8,10 y 13.50 g. de-
C/1. respectivamente.la biomasa se recuper§ por filtracién en-
Millipore y su peso seco colocandola en una estufa a 80 °C has

ta obtener un peso constante.
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Gréfica # ?0.-Concentracién de biomasca obtenide d=1 cultivo de
la cepa H-1 en el medio M9-A?Q con distintac concentracionec de
productos de oxidscién del polietileno:3,5,7,9,15,30 y 50 % -
v/v.Lo que corresponde a una concentracién de carbono en el me
dio de 0.234£,0.390,0.546,0.702,1,170,2.340 y 3.900 g. de C/1.
respectivamente.la biomasa se recuperé por filtracién en Milli
pore y su peso seco colocandola en una estufs a 30 °C hasta ob

tener un peso constante.
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Gré&fica # 21.-Concentrecidén de biomasa.obtenida del cultivo de
*la cepa H-1 en el medio M9-SIN con distintas concentraciones -
de productos de oxidzcién del polietileno:3,5,7,9,15,30 y 50 %

v/v.Lo que corresvonde & una concentracién de carbono en el me

dio de 0.156,0.260,0.364,0,468,0.780,1.560 y 2.600 g de C/1. res
pectivamente,La biomasa se recuper§ por filtracién en Millipore-
¥y su peso seco colocandola en una estufa a 80 °c hasta tener un-

peso constante.
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En la Grifica # 22 se observa la curva de crecimiento de la cepa
H-1,en e! medio M9-ET 30 % v/v.En ella se obscrva una fase de |a-—
tencia corta,aproximadamente tres dfas,pero presenta una fase de-
crecimiento bastante 1arga de doce dfas aproximadamente.

Al sembrar la cepa en el medio M9-AQ con una concentracién de 30
% V/v,se obtuvo la curva de crecimiento que se observa en la Gréi-
fica # 23.Esta curva no presenta fase de latencia y la fasc de ——
crecimiento es de diez dfas aproximadamente.

En el medio M9-SIN a una concentraciédn de 22.5 % v/v,se obtuvo -
la curva de crecimiento que se observa en la Gré&fica # 24,en la -
cual podemos ver que no existe fase de latencia y que aparece una
fase de crecimiento de 16 dfas aproximadamente.

Para e! desarrollo de las curvas de crecimiento mencionadas an—-—
teriormente,se contd con un control para cada una de ellas.Este -
consistié en inocular al microorganismo en e medio M9,sin fuente
de carbono algunajen todos los casos no se obtuvo desarrollo del-
microorganismo.

Habiendo determinado cufl era la croncentracién 8ptima de produc
tos de oxidacién del polietileno en cada uno de los distintos me-
dios de cultivo,se procedié a observar el efecto de la temperatu-
ra sobre 'a cepa H-1,T.0s resultados se observan en la Grifica —-—-

# 75,en ella se ve claramente que la mayor cantidad de biomasa se



biomasa g/|

GRAFICA 22

dias

Gréfica # 22.-Curva de crecimiento de la cepa H-1 en el medio

de cultivo M9-ET 30 % v/v.La incubacibén fué a 30 °C y con agi
tacién.la biomasa se obtuvo por filtracién en Millipore,el pe
80 seco se obtuvo cnlocando la muestra en una estufa a 80 °C—

hasta tener un peso constante.
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Gréfica # 23.-Curve de crecimiento de la cepa H-1 en el medio

de cultivo M9-AQ 30 % v/v.Se incubd a 30 °c con agitacién.La-
biomasa se obtuvo por filtracién Nillipore,el peso seco se ob

tuvo colocando la muestra en une estufa a 80 °C hasta tener -

un peso constante.
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Gré&fica # 24.-Curva de crecimiento de la cepa H-1 en el medio
de cultivo M9-SIN 22,5 % v/v.Se incub a 30 °¢ con aritacibn.
La biomasa se obtuvo por filtracién en Hillipore,e) neco seco
se obtuvo colocando le muestra en una estufa a 80 OC hasta te

ner un peso constante.



obtiene a la temperatura de 30°C,y en el medio M9-ET a una con-
centracién de 30 ¢% v/v.Al aumentar la temperatura ia biomasa ob
tenida en este medio se vio disminuida en un 57 %.

En e medio }M9-AQ con una concentracién de 30 % v/v,se obtiene
mayor cantidad de biomasa & 3000 que a 37°C.La disminucién su——
frida per el aument» de temperatura,corresponde al 60 %,

En e medio M9-SIN con una concentracién de 22.5 % v/v,no exig
te veriacién en la cantidad de biomasa obtenida,la influencia -
de la temperatura fue nula.

Determinacidn del Nitrégeno Total de la Cepa H-1:

Se pesaron 40 mg. de biomasa (pcso seco),los cuales fueron tra
tados segln a técnica ya descrita y dieron una lectura de 185-
unidades K'ett,que corresponden seghn la curva patrén (Grifica-—
# 17),2 29 mg. de N/ml.. x 10—4.1 este valor hay que restarle el

ve or due se obtuvo de control,o sea 0.8 mg. de N/ml, x 10-4.

To cual nos da un valor de 28.2 mg. de N/m'. x 10-4.

3

Teniendo que la muestra fue diluida hasta 10 ,tenemos que 40-

me, de biomasa corresponden a 8.2 mg. de N x 10-4/10-3,10 que-
nos da un valor de 2,82 mg. de N.

U sea jue ‘a biomasa de¢ ‘a cepa H-1 posec un 7.05 % en peso de
nitrégenn,

Utilizando el valor de conversién de nitrbSgen> en protefna te-

nemos cue 7.05 % de N x 6425 = 44,06 % de Protefna.Este valor -
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GrAfica # 25.-Concentracién de biomasa de la cepa H-1 obtenida

en los distintos medios de cultivo,M9-ET,M9-AQ y M9-SIN,a 30 y
37 °C.I-os productos de oxidacién del polietileno en cada uno -
de los medios fueron:M9-ET 30 % v/v,M9-AQ 30 % v/v y MG-SIN —
22.5 % v/v.Se incub a las temperaturas mencionadas en cultivo
con agitacién.La biomasa se obtuvo por filtracién en Millipore
Y su peso seco colocandola en una estufa a 80 °c hasta obtener

un peso constante.



es bastante alto y se podr{a pensar en utilizar esta cepa como
fuente vprotéica,con la ventaja sobre la cepa B-12,7ue 1los hon-
gos son mas fhciles dec recuperar,que poseen menor cantidad de-
fcidos nucléicos y sobre todo que no poseen una pared celular-

con lipopolisacéridos téxicos.

CEPA C~1:

Con esta cepa se determinf también la concentracién de produc
tos de oxidacién del polietileno,en la cual se desarrollaba me
jor,encontréndose que el mayor desarroll> se obtenfa en el me-
dio M9-A? a una concentracién del 25 % v/v .Se hizo una curva-
de crecimiento de dicha cepa (Gréifica # 26),observéndose una -
fase de latencia de 5 dfas aproximadamente y una fase de creci
miento corta de 4 dfas.

En estas drterminaciones se sembrd al microorganismo en el me
dio MS sin fuente de carbomr,como control,y en este caso se ob
tuvo crecimiento del mism».

Se hizo 1a determinacién de nitr6geno total en 4C mg, de bio-
masa,’os cua es siguiendo la técnica ya mencionada,dieron una-
lectura de 79 unidades Klett,correspondiendo a 12,5 mg. de =——-—
N/ml. x 10_4.A este valor se le resto el valor del control 0.8
me. de N/mle x 10-4,quedéndonos un valor de 11,7 mg. de N/ml.-

X ‘0_4.Dividiendo entre la dilucibén a la que fue llevada la —-
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Gré&fica # 26.-Curva de Crecimiento de la cepa C-1 en el medio
de cultivo M9-AQ con una concentracién de productos de oxida-
cién del polietileno del 25 % v/v.Se incub$ a 37 °C en culti-
vo estacionario.la biomasa se recuper$§ por filtracién en Mi—
1lipore,el peso seco se obtuvo colocando la muestra en una es

tufa a 80 °C hasta obtener un peso constcnte,



muestra de biomasa, tenemos que 40 mg. de la misma poseen 1.17
mg. de mitrégens.Bste valor corresponde a un 2.92 % en peso -
de nitrégeno.
Utilizando el factor de¢ conversién de nitrégeno en prote{na,
tenemos que 2,92 % de N x 6.25 = 18.25 % en peso de Proteina.
Este valor es desde luego menor que i1os obtenidos para la ce

pa B=12 y para la cepa H-1.

UTILIZACION Di PRODUCTOS DE OXIDACION DET, POTIETILEN) POR 7,08
MICROORGANISM)S:
Como se mencion§ en el principio de este capf{tulo,se determi

nS la utilizacién de 1los productos dc oxidacidn del polietile

no por los microorganismos.As{ tenemos que un cultivo de la -

cepa H-1 fué desarrollado en e’ medin M9-ET a una concentra—-
cién del 3¢ % v/v,a 30°¢ y con agitacibn.De este cu'tivo de -
tomaron muestras de 5 ml., cada 24 horas,observindose cue en —
un perfodr de 4 dfas era asimilado el 9C.8 % del carbonm exis
tente en el medio de cultivo (Gré&fica # 7).

Ta cepa B=12 al cabr de 4 dfas de cultivr en el medio M9-ET-
a una concentracidn del 5 % v/v,a 37oc,se utilizd e 63 % del
carbono presente en el medio de cultivo (GrAfica # 28).

Para la cepa C-1 no se 1levé a2 caby esta prueba,pues dicha -

cepa ademas dc que se desarrolla en medios de cultivo sin la-
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Gréfica # 27.-Utilizacién de los productos de oxidacién del po-
lietileno del medio M9-ET 30 % v/v,por la cepa H-1.Se incubd a-
30 oC en cultivo agitado.la determinacién de) carbono se hizo -

en el Analizador de Carbono Total (Beckman modelo 915).
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Grafica # 28.-Utilizacién de los productos de oxidacién del vo-

lietileno del medio MS-ET 5 % v/v,por la cepa B-12,3e incubl o-
o . . . ; : }

37 "C en cultivo estacionario.la determinacidn d:! ccrbono se -

hizo en e inalizador de Carbono "otz (Heclkman =mddslo 15),




adicién de fuente de carbonn,parece ser que excreta aminohcidos
al medio de cultivo.Ins valores que se obtendriantconsidero que
cerfan muy variables y sujetos a otros parfmetros que no serfa-

desde luego la concentracién de carbono en el medio de cultivo.

MiDINS MIXT)S:

Se hicieron medios de cultiv> mixtos,M9-GET y M9-GAQ,70s que -
se inocu'aron con las distintas cepas y se incubaron en las con
diciones &ptimas para cada caso.Tos resultados obtenidrs en es-
tos cultivos se observan en la Gré&fica # 29.

Para la cepa B-12 se obtuvo una mayor biomasa en M9-G que en -
M9-ET o que en M9-GET,siendo estas dos filtimas el 30 y 45 % res
pectivamente,de la biomasa obtenida en el medio con glucosa.
Para la cepa H-1 se obtuvo mayor concentracién de biomasa en -
el medio hl9—G}-JT,supuestamente debido a que las esporas con que-
fue inoculado el medi» germinaron en su totalidad, aprovechando-
después el carbono proporcionad» por los productos de oxidacién
del polietilend.En dich> medio se tiene una concentracién 11 ve
ces mayor de carbono que en el medio M9-G,pero 1.8 veces menos-
que en el medio M¢-ET;es por esto sue supongo que lo que influ-
v8 en la obtencién de 1a mayor cantidad de biomasa en el medio-
MO-GET,fue la germinacién de las esporas con la glucosa del me-

dine

Ta biomasa obtenida en os medios M9-G y M9-ET corresponde al-



91.5 ¥y 55 %lrespectivamente,de la biomasa obtenida en el me—-—
dio MS-GET,

Para 'a cepa C-1 se obtuvo la menor biomasa en e! medio M9——
GA),que en e medio M9-AN;se podrfa pensar en una inhibicién-
por 'a g ucosa,pero no lo considero as{ puesto que en el me-—-—
di» M9-G se nsbtuvo muy buen desarrclln.Bste fenfmeno no se ——

realmente a 1o que se deba.
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Gréfica # 29.-Concentrecidn de biomasa de las cepas B-12,H-1 y
C-1 en distintos medios de cu’tivo.Para la cepa B-12 se obtuvo
la biomasa en los medios M9-G,M9-ET 5 % v/v y MO-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-GAN.Los cultivos de las
cepas B-12 y C-1 se incubaron a 37 °¢ sin agitacibén,y el culti
vo de la cepa H-1 se incub a 30 % con agitacién.la biomasa -
se obtuvo por filtracién en Millipore y el peso seco de ésta -
colocando las muestras en una estufa a 80 °C hasta tener un pe

80 constante.
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DISCUSION

El método utilizado para la oxidacién del polietileno y para los
dines de este trabajo, es bueno pero poc» eficiente.Existe revor-
tado un método en la literatura,en el cual se oxida al polietile-—
no con ozono y con iones methlicos como catalizadores (11)+Tratan
do de obtener un método més eficiente,se pens§ en desarrollar un-—
método combinando, el utilizado en este trabajo y el catalizado -
por iones methlicos. Con este fin se empled§ unemezcla oxidante de
HNO3,H2SO4,H20 y unos cristales de CQSO4.

Tos problemas que puede presentar este método es gue ]los iones —
metélicos quedan en la s»lucidn, la cual al adicionarse al medio-—
de cultivo puede prescntar fenfmenos de toxicidad hacia los micro
organismos.Para evitar estr» se tendrfan que efectuar estudios so-
bre la toxicidad de estos en 10s microorganismos ais?ados.,

También es posible 1a eliminacibn de los iones methlicos de 'a -
mezcla de oxidacifn,pero esto implica més trabajo y gastos.

Con respecto a la oxidacién del polietileno la investigacién se-
puede orientar hacia el desarrollo de procesos d¢ oxidacibn mfs -
baratos, mls eficientes y ademfs que Jos productos de »xidacidn -
sean mbés asimilables por los micrrorganismos,.

l;xiste un trabaj> d¢ investigaciédn sobre 1os efectos de la 'uz -

ultravioleta en 1ys Acidos dicarboxf:.icos (24), 2 partir de los -



cuales despges de la irradiacién se obtienen &cidos del ciclo
de Krebs.Este es probablemente un» de los caminos a seguir en
la investigacifn sobre degradacién de los plésticos.

Considerando que los productos de oxidacién del polietileno-
son Acidos dicarbox{licos,se puede pensar que los microorga—-—
nismos utilizan a estos en la B -oxidacién (Pigura ’# 1), para-
la obtencién de energfa quedando los fcidos incorporados en -
el ciclo de Krebs.

De todos los métodos desarrollados para la obtencién de los-
productos de oxidacién del polietileno,uno de ellos,el nfimero
3 se encuentra reportado en la literatura (10),los demés no.-
Es clar> que utilizando el método de obtencién nfmero 4 se lo
gra una concentracién may>r de carbono,as{ como también la re

cuperacidén de! HNO_,el cual puede ser reutilizado para la oxi

37
dacidn de mfs polietileno,

Considero que para obtener productos de oxidacién del polie=
tilens,a nivel de planta piloto,el método a seguir es el nfme
ro 4,ye que son pocas las manipulaciones que hay que efectuar,
ademés de que no se trabaja con disolventes,lo que es siempre
peligroso.

De acuerdn con los resultados obtenidos,es evidente que los-

productos de oxidacién del polietilenmy obtenidos por el méto-

d> nlmero 1,son mejor asimilados por los microorganismos,que-
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Figura # l.-Sistema cfclico para la proxidaci6n de Acidos gra-

sos de cadena larga,seglin Rose (23).




los obtenidos por los métodos 2 y 3,puesto que aunque la con--
centracidén de carbono es mayor en el medio M9-ET (concentra-—-—
cién Sptima para cada cepa),que en los medios M9-AQ y M9-SIN,-
al aumentar la concentracién de estos dos Giltimos el desarro--
1lo de los microorganismos se inhibe.Esto nos hace pensar que-
existe un producto de oxidacibén del polietileno,el cual no es-
soluble en &ter,que inhibe el desarrollo de los microorganis-—-
mos,

Con respecto a la parte microbioldgica,se deben buscar y ais-
lar cepas de microorganismos capaces de utilizar con mayor efi
ciencia los productos de oxidacibén del polietilenn,para obte—-—
ner productos de biosintesis o. bien biomasa.

Se debe también experimentar el cambio en la composicién qui-
mica de los medios de cu tivo,adicionando vitaminas u otros --
factores de crecimiento,pera que esto nos permita obtener ma--—
yor cantidad de biomasa,

Muizés he hecho mucho hincapié en la obtencifn de biomasa,pe-
ro desde luego es tanto o més importante la obtencidén de pro--

ductos de fermentacién.Con 1las cepas de Aspergillus y Penici——

1lium aisladas,es probable que se puedan obtener a partir de -
ellas productos tales como:fcidos ghlico,c{trico,glucédnico,fu-
mhrico,oxflicojenzimas amilolfticas,pectino'{ticas,lipol{ticas
catalasa y glucosa nxidasajantibidticos como la aspergilina y-

penicilinajfactores de crecimiento como son la biotina, tiamina

»

58



59
y rivoflavinajetc,
Se debe experimentar también adicionando a los medios de cul-
tivo factores que aumenten la produccién de las sustancias an-
tes mencionadas,as{ como seleccionar cepas mutantes, sobrepro—-

ductoras de algfin producto de fermentacién aue nos interese.
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RESUMEN

Polietilen» comercial fue nxidado con HNO3,por reflujo durante
~4 horas,y 1los productrs de nxidacién se recuperaron por cuatro
métrd s distintrs.Se determind la concentracifn de carbono orgh
nico de cada una de las s>luciones obtenidas por dichhs mét-dos.

Se hicieron medins de cultivo cuya fuente de carbono fuerrn —
1ys productrs de nxidacifn del polietilem>,y en ellrs se aisla-—
ron los siguientes microorganismos:

Cepa B-1) Bscherichia freundii.

"  B-?) Enterobacter sp.
7  B=3) Salmonella sp.

" B=4) Proteus morganii.

B-5) Proteus vulgaris.

B-6) Grupo Providencia.

" B=9) Escherichia colie.

" B=12) Corynebacterium sp.

"  H-1) Penicillium sp.
" H=2) Cladosporium sp.
H-3) Aspergillus sp.

H-4) Epicoccum spe

C-1) Actinomiceto.

A Vas cepas B-'2,H-1 y C-1 se ‘es determinaron las condiciones




6ptimas para su crecimiento y a la biomasa >btenida de cada -
una de estas cepas se le determinf la cantidad de nitrégens.-
Por medio de este valor se calculf el porcentaje de protefna-—
aue prsefan;la cepa H-1 fué la que presentd may>r prrcentaje-
de protefna con respect> al peso seco.

TLas cepas B-12,H~1 y C~1 fueron sembradas en medins de culti
vo mixtos (fuente de carbon» compuesta por glucosa y produc——
tos de nxidacifn del prlietileno),obteniéndose en el caso de-
la cepa H~l,may>r biomasa en dicho medis cue en el medin con-

glucosa.
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