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RESUMEN

En este trabajo se probd y establecié una metodologia para el aislamiento y
seleccion de hongos filamentosos con capacidad de ataque sobre pldsticos,
provenientes de muestras de suelo de distintos vertederos a cielo abierto
(localizados en Tlaxcala, Morelos, Hidalge y en el Estado de México) y de orillas de
canales del D. F. (Canal Nacional y canal de Caltongo), 577 cepas fueron aisladas en
un medio minimo cuya fuente de carbono fue una mezcla de los pldsticos catalogados
como 1, 2, 3, 6 y 7, de las cuales la cepa MV-75 (clasificada como Aspergillus sp.) fue
seleccionada por mostrar mayor ataque y una fuerte adherencia sobre todos
los sustratos pldsticos en la prueba en tubo. Los estudios posteriores con
Aspergillus sp. (MV-75) a nivel matraz con PVC y PCL tanto grado reactivo como
industrial a diferentes concentraciones en medio Czapek modificado (glucosa 1%),
mostraron un buen rendimiento de biomasa en PVC Gr 1% (¥Yb/x = 0.73%) y en
PCL Gr 3% (Yb/x = 2.04%), donde las condiciones de crecimiento utilizadas fueron:

temperatura 30° C, pH 4.5 y agitacién 140 rpm.

En el escalamiento a nivel fermentador de 1 L (medio Czapek con PVC 6r 1% o
PCL Gr 3%) la cepa MV-75, mostrdé un patrdn similar al observado en el estudio a nivel
matraz tanto en el consumo de azicares reductores, como en la cinética de pH. Por
otro lado se pudo verificar durante la fermentacién el efecto de hidrdlisis sobre los
plésticos PCL y PVC, tanto en el consumo de oxigeno medido como por la actividad
esterasa determinada a lo largo de los 18 dias de fermentacién. Ademds, este efecto
y/0 dafio fue corroborado con las observaciones hechas sobre los materiales

pldsticos con el Microscopio electrdnico de barrido.



1. Introduccién

Durante las ditimas décadas el incremento tecnolégico ha seguido en forma
paralela al desarrollo de la industria petroquimica, de esta forma la produccidn
elevada de derivados del petréleo, asi como los diferentes grupos de polimeros
sintéticos han contribuido en su mayor parte, a la comodidad de la vida en
beneficio de la sociedad humana; seria dificil imaginarnos la vida moderna sin la
presencia de dichos polimeros tales como fibras sintéticas, elastémeros y
pldsticos. Estos uUltimos poseen una infinidad de propiedades como son: la alta
resistencia al deterioro por dcidos y dlcalis, por efectos de la luz y la humedad,
su fdcil pigmentacién, su fdcil moldeo, bajo costo, etc., que en suma superan a
cualquier otro material incluyendo al vidrio, metal y madera, materiales que se
consideraban insustituibles y que ahora han sido reemplazados por estos
polimeros hasta en un 60%. Por esta razdén fue considerado el material ideal por
la industria quimica: es obvio entonces que la produccién mundial de estos
polimeros se duplique aproximadamente cada cinco afios. En México la produccidn
de estos materiales presenta un crecimiento parecido o mds acelerado al ritmo de
produccion mundial, asi los pldsticos de mayor consumo y produccién en nuestro
pais son: Polietileno de alta y baja densidad, Cloruro de polivinilo (PVC) y Acetato
de polivinilo (PVA).31-42



No obstante, estos materiales son potencialmente desventajosos para el
desarrollo normal de muchas de las formas de vida, incluso del hombre, pues sus
propiedades los hacen resistentes a la deterioracion y biodegradacién por los
microorganismos, lo que hace que se acumulen en las afueras de las ciudades
dando un mal aspecto (contaminacién visual), en tierras de cultivo ocasionan
problemas de laboreo y en drenajes produce taponamientos. La acumulacién
progresiva de estos problemas pueden originar cambios microecolégicos y por
ende ocasionar variacién en la microflora del sueio e indirectamente alteraciones
en plantas superiores. Estos efectos pueden ser producidos por los polimeros
totales pero la formulacién de un pldstico no solamente contiene a éste, sino
también plastificantes, pigmentos y estabilizadores térmicos, los plastificantes
se agregan hasta en un 50% p/p en el pldstico, este producto es esencial para
resinas como el PVC y el PVA dado que les confiere la propiedad de plasticidad y

moldeo, los plastificantes usados cominmente son los esteres de ftalato.'?

Actualmente se trata de hacer que los pldsticos sean mds resistentes al
ataque por bacterias y hongos agregando a la formulacién biocidas,'® y al mismo
tiempo en paises como E.U., Rusia e Inglaterra se estd tomando en cuenta el
problema de la acumulacién de los residuos sélidos pldsticos y tratan de enfocarlo
de varias formas para darle una solucién, pero sin tener que prescindir de los
materiales pldsticos. En resumen las posibles soluciones contempladas serian:

1. Incineracidn y pirdlisis de los materiales pidsticos
2. Obtencidn de pldsticos que sean biodegradabies

3. La biodegradacién de los pldsticos ya existentes.



En cuanto a la posibilidad de biodegradar los pldsticos ya existentes se han
realizado estudios que se han enfocado a la probabilidad de aislar cepas capaces
de utilizar los polimeros mencionados como fuente nutritiva y determinar algunas
caracteristicas para su biodegradacién, por ejemplo, el efecto del peso molecular

de las polimeros, condiciones de humedad, efectos de la sustancias de desecho.

Las técnicas para medir la biodegradacién de los polimeros y el desarrolio
de microorganismos sobre el pldstico o sobre alguno de sus constituyentes son
muy variadas dependiendo de sus caracteristicas. La prueba de pérdida de peso
es muy usada como medida de biodegradacién, Fields realizé esta prueba
modificada en caja Petri.*' Aunque bien nuevos conceptos indican que esta prueba
sélo demostraria una deterioracién, es por eso que muchos autores deben
relacionar esto con la presencic de enzimas (normalmente esterasas) u otros
pardmetros que nos indiguen un metabolismo de estos pldsticos o sus
componentes. Sharpe relaciona este fendmeno con la actividad metabdlica del
microorganismo midiendo el amonio liberado por éstos y con cuenta viable de
microorganismos.*'®*2 Otras técnicas utilizan microdensimetros 6 fotomicroscopia
para observar alteraciones de los pldsticos probados. Cavett correlaciona la
pérdida de peso de la pelicula de pldstico con la respiracién endégena (midiendo

1

C* marcado) y oxigeno consumido metabdlicamente.”! Filip es uno de los

investigadores que ha llegado mds lejos, usé la espectrometria infrarroja para

determinar los productos intermediarios de la degradacién del polimero.*!- 7



Los efectos que pueden producir los microorganismos sobre las
propiedades fisicoquimicas del pldstico son variadas y es necesario considerar si

los compuestos no son totalmente degradados.

La degradacién del pldstico o el plastificante produce pérdida de las
propiedades originales del polimero, como son su aspecto, flexibilidad, resistencia

a la ruptura, elongacidn, resistencia eléctrica, etc.®®

La degradabilidad de los pldsticos en suelos tropicales es un fenémeno
conocido, desde fines de la segunda guerra mundial. En este sistema tan
heterogéneo, los pldsticos son atacados por infinidad de factores, tanto fisicos
como quimicos y bioldgicos, donde cualquiera de estos puede ocasionar su
degradacién y la suma de ellos acelera este proceso disminuyéndose asi el tiempo

medio de vida del pldastico.

No obstante, estos estudios son muy complejos debido principalmente al
control de los pardmetros y la explicacién légica de los resultados, pero no se
puede negar la importancia de estos estudios, mds si se piensa en el pldstico

biodegradable.

Ong y Staton realizaron una prueba en suelo de jardin en Malaya, durante
un periodo de sesenta dias, dénde se observé una notable degradacién por accién
combinada de insectos, hongos y bacterias.?! Griffin demostré que el polietileno
de baja densidad si es susceptible de ser degradado sélo que en suelos abonados

durante un periodo de doce semanas.”! Dolezel introdujo esta misma prueba como



un pardmetro de los estudios de degradacién de pldsticos, dénde incluye la
determinacidn de ciertas caracteristicas fisicoquimicas del suelo como la relacién
de C/N, esto con el fin de interpretar los resultados de la prueba y establecer

una posible correlacién de la participacion de los microorganismos.*!

Cabe sefialar que la mayor parte de los estudios realizados en la
biodegradacidn de pldsticos se han realizado directamente en suelo o de
cierta forma en fermentaciones de tipo sélido. Sin restarie importancia a este
punto, existen actualmente pocos estudios con cultivos monoaxénicos, en sistemas
con un control mds adecuado del proceso, como lo son los reactores por lote,
donde se pueden entender, mejorar y optimizar los procesos en una forma mucho
mds precisa. Sin embargo, un factor limitante para este tipo de estudios es el

poseer cepas con una verdadera capacidad de ataque sobre los pldsticos.



2. Objetivos

21 Objetivo general:

<o

Aislamiento, seleccién e identificacion de hongos
filamentosos con alta capacidad de hidrélisis de materiales

pldsticos.

2.2 Objetivos particulares:

o

Aislar y seleccionar una cepa que muestre capacidad
cualitativa de hidrdlisis sobre los pldsticos: PET, PEAD,

PVC, PS y PCL grado industrial.
Identificar la cepa seleccionada a nivel de género.

Determinar sobre que materiales pldsticos tiene mayor

actividad la cepa seleccionada.

Determinar las condiciones o parametros de crecimiento
adecuados a nivel matraz y evaluar la actividad de la cepa
seleccionada sobre PVC y PCL grado industria y grado

reactivo.

Establecer las condiciones de crecimiento adecuadas a
nivel fermentador y evaluar la actividad de la cepa

seleccionada sobre PVC y PCL grado reactivo.



3. Marco Teérico

3.1 Generalidades de Polimeros

3.11 Problema Mundial

En la época actual resulta dificil imaginar que alguno de los sectores de la
vida diaria, pudiera prescindir de los pldsticos. Sélo basta con observar alrededor
y analizar cudntos objetos son de pldstico para visualizar la importancia
econdmica que estos materiales tienen. Dicha importancia se refleja en los
indices de crecimiento que, mantenidos a lo largo de algunos afios desde principios
del siglo pasado, superan casi todas las demds actividades industriales y grupos
materiales. En 199G !a produccién mundial de pldsticos alcanzé los 100 millones de

toneladas y para el afio 2000 alcanzé los 180 millones de toneladas?3!- 3% ¢!

De las aproximadamente 110 millones de toneladas que se fabricaron en
1995 en el mundo, los principales paises productores y consumidores fueron
Estados Unidos, Japdn y Alemania, situados a una gran distancia de los demds,
haciéndose patente la gran diferencia con los paises poco desarrollados, como
Colombia, Hungria y Turquia. En la tabla 3.1 se muestra la produccién y el consumo

mundial de pldsticos en 1995 (en miles de Tn), segin datos de la ANATIP 3% 40.62



Tabla 3.1 Produccidn y consumo mundial de pldsticos en 1995
En miles de Tn, (n.d. = no determinado)

PAIS PRODUCCION CONSUMO
Alemania 11 100 9 780
Austria 1 011 1270
Bélgica n. d. n. d.
Canadd 3177 2 505
Colombia n. d. 453 |
Espaiia 2 594 2724
EE.UU. 35 701 33916
Finlandia 450 405
Francia 5 100 4 040
Reino Unido 2 665 3 987
Holanda n. d. . 1 250
Hungria 742 396
Israel 411 B 561
Italia 3 480 5 140
Japén 14 027 11 308
Nueva Zelanda O . ...180
Polonia 715 973 T
Rumania 393 . e27
Suddfrica 700 " 820
Turquia 254 . nd.

El consumo de pldsticos se encuentra por debajo del consumo del hierro y
acero, pero debe considerarse que estos metales tienen una densidad entre seis y
siete veces mayor a la de los pldsticos, por ello, la produccién de pldsticos es

mayor a la del acero.

El incremento en el consumo de los pldsticos lo comprobamos al observar que
en 1974 se consumieron 11 kilogramos por individuo, y para 1990 el consumo

mundial fue de 34.5 kilogramos per capita.®®> En los Estados Unidos, la produccién



de pldsticos excede las 50 millones de toneladas por afio, y se acumulan en el

ambiente cada afio aproximadamente 25 millones de toneladas.?!- 4263

Debido a que el uso de estos materiales ha venido a facilitar y hacer mads
cémoda la vida de la humanidad por sus propiedades y su relacién costo-beneficio:
actualmente se producen en gran cantidad para satisfacer su demanda, por tal
motivo la produccidn de pldsticos ya esta abarcando mercados como el del vidrio,
papel y metales. Sin embargo, en los uitimos afios se ha presentado un problema
serio ya que el periodo de vida Jtil tan corto de los objetos fabricados con
pldsticos y su uso indiscriminado ha provocado que una gran cantidad de estos

materiales lleguen a parar a los basureros.

En la tabla 3.2 se muestra el tiempo estimado de vida media de algunos

productos pldsticos.*®

Tabla 3.2 Vida media de productos pldsticcs

PRODUCTO VIDA ESTIMADA EN ANOS |

Empaque <1 .

Peliculas fotogrdficas <1

Utensilios para alimentos <1

Construccidn . N 2 P P

Calzado o ———— TESTS CTR
Ropa i 4

Uonsilios caseros __  o 5 o : FALLA DE ORIGEN
Juguetes . 5 _ :‘ - '
Articulos deportives | 7 o B

Articulos para automdvil L | S A—_a

Discos B 1o

Equipaje o 10

Muebles e 10

Cables 15

Mdquinas para neqocios 15 i

Equipo eléctrico 15



3.1.2 Problema Nacional

El basurero es como una pequefia ciudad con caminos y montafias de
pldsticos, aluminio, vidrio, papeles, juguetes rotos y viejos, comida podrida y
animales muertos. Alrededor de este , las aceras también estdn llenas de basura,
el olor es insoportable... las bolsas con desperdicios vuelan ayudadas por el viento
y se pegan a las paredes de las casas y a las rejas de los campos de football... las
moscas chocan con las caras de los transeidntes, la mayoria de los cudles ni se
inmutan y hasta se sientan a platicar en una banca, teniendo por paisaje el

tiradero de Chimalhuacdn, en el bordo de Xochiaca.

El bordo de Xochiaca, recibe de dos mil a tres mil toneladas diarias de
basura proveniente de los municipios de Neza y Chimalhuacdn. El bordo se
encuentra justo detrds del aeropuerto internacional de la ciudad de México,

sobre la avenida taximetros que después convierte su nombre a! de Xochiaca®! %

A nivel nacional se generan aproximadamente 88 mil 686 toneladas diarias
de residuos sélidos municipales, de los cudles aproximadamente el 80 % termina
en tiraderos a cielo abierto.®?® ® Se calcula que cada mexicano genera un
promedio de casi 1 kilo de basura diaria y en los dltimos afios pasé de ser densa

y casi completamente orgdnica a ser voluminosa y parcialmente no biodegradable.

11



En la actualidad, en la ciudad de México se generan al dia 12 000 toneladas
de desechos sélidos (que acumuladas en tres meses, podrian llenar el Estadio
Azteca), de los cudles los pldsticos representan cerca del 20% del volumen total,
y aproximadamente el 12% en peso. De ese volumen, 8 000 toneladas van a parar
a dos rellenos sanitarios, uno de los cuales estd en el limite de su capacidad y el
resto pasa a un sistema de tratamiento, en el que se aprovecha sélo entre el 13 y

14% de los desechos sélidos.19- 51 ¢4

3.1.3 Desechos sélidos y los plasticos

En época reciente se ha dado gran importancia a la acumulacidon de desechos
sélidos en el ambiente, los que representan un problema de disposicién final, ya
que las superficies destinadas a rellenos sanitarios se encuentran cada vez mds
limitadas, ademds de contribuir a la contaminacién ambiental. Dentro de los
desechos sdlidos se ha puesto gran atencién a los materiales pldsticos, debido a
que su produccién ha alcanzado enormes proporciones, a su dificil o nula
biodegradacién y su permanencia durante décadas en basureros y rellenos

sanitarios’°

Los principales polimeros presentes en los pldsticos son: polietileno,
polipropileno, poliestireno y cloruro de polivinilo: estos cuatro polimeros
constituyen aproximadamente el 85% de los materiales pldsticos que se

encuentran en los residuos urbanos.?% 7°



Dia a dia, se observa un incremento en la generacién de desechos, ya sean
gaseosos, sdlidos o liquidos, esto conduce a un incremento en la contaminacién de
los suelos, proceso que es irreversible y ademds tiene la desventaja de facilitar la
introduccién de téxicos en la cadena alimenticia. El manejo de los desechos
sélidos se resume a un ciclo que comienza con su generacidén, acumulacién
Temporal, recoleccidn, transferencia y termina con su acumulacién. Es a partir de
esta acumulacion cuando comienzan los verdaderos problemas ecoldgicos, ya que
los basureros se convierten en focos permanentes de contaminacién. Existen
varias formas de acumulacidn, una de ellas es la de los tiraderos a cielo abierto,
zonas ddénde simplemente se acumulan los desechos sin recibir ningdn tipo de
tratamiento. Otro medio de apilacién final es el enterramiento controlado, que
consiste en disponer la basura en alguna drea relativamente pequefia, dentro de
algun sitio elegido para este fin, extenderla y comprimirla y cuando alcanza una

altura de dos metros, se cubre con tierra traida de alguna obra de excavacién.!”-

18, 58, 60

Los basureros causan problemas ambientales que afectan el suelo, el agua
y el aire: la capa vegetal originaria de la zona desaparece, hay una erosién del
suelo, contamina a la atmdsfera con materiales inertes y microorganismos' !9 29- 5%
Con el tiempo, alguna parte de los desechos sélidos se ird descomponiendo y dard
lugar a nuevos componentes quimicos que provocardn la contaminacién del medio,
esto hace que el suelo pierda muchas de sus propiedades originales, como
su friabilidad, textura, porosidad, permeabilidad, intercambio catidnico,

concentracién de macro y micro-nutrimentos.?7- %% ¢!
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Entre los polimeros de uso mds frecuente, idnicamente el polietileno es
biodegradable si su peso molecular es inferior a 500 g/mol. Esto significa que la
mayoria de los pldsticos permanecen en el lugar en ddonde han sido colocados o
enterrados, lo cual es una ventaja, ya que no engendran sustancias que contaminan
las capas fredticas del subsuelo.®®> ® Sin embargo, esta misma propiedad tiene
su contrapartida, puesto que estos materiales se acumulan indefinidamente en los

ecosistemas ocupando cada vez mds espacio.

Actualmente la eliminacién de residuos se efectia, en vertederos publicos
o privados; es preciso resaltar que el nimero de terrenos disponibles disminuye
debido a la acumulacién de residuos y las dreas nuevas que deben acondicionarse
resultan cada vez mds onerosas. Por esta razén, se hace necesaria la biusqueda de

vias alternativas nuevas, como la reduccion de volumen, el reciclaje-reutilizacidn,

la degradacién, la incineracién y otros procesos termoquimicos. 42-43.0
3.1.4 Naturaleza de los pldsticos
En conjunto, los materiales conocidos como p/dsticos poseen

caracteristicas estructurales comunes que les confieren propiedades definidas,

esto ha dado lugar a la denominacién genérica anterior.35- 5¢

La caracteristica comidn a todos ellos es que poseen naturaleza de po// mero.
Un polimero como indica su denominacién es un poli - mero, es decir, una
sustancia formada por muchas (poli) unidades iguales (meros).?2® Cuando a este

material se le incorporan ciertas sustancias denominadas aditivos, para modificar
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sus propiedades, facilitar su transformacién y mejorar su resistencia, al producto

obtenido se denomina p/dstico. Por tanto podemos decir que un pldstico es un

polimero acondicionado con aditivos.3¢- 52

Los pldsticos son materiales orgdnicos macromoleculares, producidos por la
transformacion de sustancias naturales de origen vegetal y, principalmente por
sintesis directa a partir de sustancias derivadas del petréleo (etileno, propileno,

estireno).

El uso de pldsticos sintéticos se ha extendido ampliamente en el mercado,
debido a sus propiedades, como son: peso ligero, hidrofobicidad, estabilidad
quimica, resistencia especial a quimicos corrosivos y al deterioro biolégico:
ademds no son téxicos y resultan versdtiles en estructura. Dentro de los pldsticos
sintéticos existen tres familias que ocupan tres cuartas partes del mercado: las
poliolefinas, polimeros derivados de hidrocarburos con doble ligadura, como el
etileno, propileno e isobutileno, que en su forma oligomérica son ceras o grasas
biodegradables (polietileno, polipropileno), los polimeros vinilicos (cloruro de
polivinilo) y los productos estirénicos (poliestireno). De estas tres familias, las
poliolefinas constituyen la mds importante, debido a que los pldsticos mds

utilizados comercialmente se encuentran dentro de este grupo.52- - 58

La identificacion de pldsticos, por tipo de polimero, puede hacerse

visualmente y resulta de gran utilidad el cddigo internaciona! SPI (Society of
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Plastics Industry, Inc.), que permite identificar cada tipo de pldstico con un
ndmero y/o sus siglas respectivas (Pearson, 1993), a saber: "1 PET”
polietilentereftalato, "2 PEAD" polietileno de alta densidad. "3 PVC” policloruro
de vinilo, "4 PEBD"” polietileno de baja densidad, "5 PP” polipropileno, "6 PS”

poliestireno, y 7 OTROS" para las demds resinas.

3.1.5 Tipos de pldstico y cémo reconocerlos
P 4 TESIS COM

FALL# DE CRIGEN

Caracteristicas, usos y aplicaciones:

Los pldsticos son materiales que permiten infinidad de usos y aplicaciones:
PLASTICO es el nombre genérico, ya que existen diferentes tipos de materiales
pldsticos y cada dia se descubren nuevas aplicaciones.'?- 18 Es dificil encontrar
una industria que no utilice algun tipo de pldstico en sus productos, asi como en la
construccion, agricultura, medicina, inforndtica, la industria automotriz, la

industria de los alimentos y tantas como puedan entrar en la imaginacién.

Con el fin de favorecer el conocimiento de los distintos materiales
pldsticos, especialmente en el momento de su clasificacidn, la Sociedad de
Industrias Pldsticas de los Estados Unidos (SPI) ha difundido un cddigo de

identificacién de uso corriente a nivel internacional.®

El sistema identifica solamente a seis materiales pldsticos que son los mas

difundidos y con ellos se fabrican casi todos los productos que el piblico conoce.
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3.1.51 PET (Polietileno Tereftalato)

CARACTERISTICAS:
Se produce a partir del dcido tereftdlico y etilenglicol, por

policondensacién; existiendo dos tipos: grado textil y grado botella. Para el grado

botella se le debe post-condensar, existiendo diversos colores para estos usos.

Estructura molecular:

o}

H

\)"
/
H

! TESIS CON

°\©\ ¢ \}\@ FALLA DE ORIGEN |

|
" I

\

H

USOS Y APLICACIONES:
Algunos usos y aplicaciones del PET son: envases de gaseosas, aceites y

agua minera: frascos para mayonesa y salsa: fibras textiles, cintas de video y

audio; peliculas radiogrdficas y muchas mds.®- 12

VENTAJAS Y BENEFICIOS:
Barrera a los gases - transparente - irrompible - liviano - no téxico.??

3.1.5.2 PEAD (Polietileno de Alta Densidad)

CARACTERISTICAS:

El polietileno de alta densidad es un termopldstico fabricado a partir del

etileno, elaborado a partir del etano, un componente del gas natural.??
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Estructura Molecular:

H H HHHH
USOS Y APLICACIONES:
Envases para detergentes, lavandina, aceites para automotor, ldcteos,
cajones, baldes, tambores, cafios para agua potable, gas, telefonia, mineria y uso

sanitario - bolsas para supermercados - bazar y menaje y muchas mds®- 1?

VENTAJAS ¥ BENEFICIOS:
Resistente a las bajas temperaturas - irrompible - impermeable - no

t+6xico.23

3.1.5.3 PVC (Cloruroc de Polivinilo) F, TES;% %:éJG'EN

CARACTERISTICAS:
El PVC se produce a partir de dos materias primas naturales, gas 43% y sal

comin 57%. Para su procesado es necesario fabricar compuestos con aditivos
especiales, que permitan obtener productos de variadas propiedades para un gran

nimero de aplicaciones. Se obtienen productos rigidos o totalmente flexibles.?3

Estructura molecular:

CI cll

CH ——
/ \ 7~ n
CH2 CH2 *ss,

18



USOS Y APLICACIONES:
Envases para agua mineral -~ aceites - jugos - mayonesas: perfiles para
marcos de puertas y ventanas. cafios para desagiies domiciliarios y de redes:

mangueras, blisters, catéteres, bolsas para sangre y muchas mds.? 12

VENTAJAS Y BENEFICIOS:
Ignifugo - resistente a la intemperie - no t6xico - impermeable -

irrompible.*

3.1.54 PEBD (Polietileno de Baja Densidad)

CARACTERISTICAS:
Se produce a partir de gas natural y se procesa de diferentes formas, es

de gran versatilidad y solo o en conjunto con otros materiales se utiliza en gran
variedad de envases y en miiltiples aplicaciones.??
USOS ¥ APLICACIONES:

Bolsas de todo tipo - peliculas para el agro - envasamiento automdtico de
alimentos - bolsas para sueros - tubos y pomos para la industria de cosméticos,
8.12

medicamentos y otras - tuberias para riego-

VENTAJAS Y BENEFICIOS:
No téxico - flexible - liviano - impermeable - econémico - transparente.?3
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3.1.55 PP (Polipropileno)

CARACTERISTICAS:
El polipropileno (PP) es un termopldstico que se obtiene por polimerizaciéon

del propileno. Los copolimeros se forman agregando etileno durante el proceso. E!
PP es un pldstico rigido, de alta cristalinidad y elevado punto de fusidn, excelente

resistencia quimica y dentro de los productos pldsticos es el de mds baja

densidad.?3

Estructura molecular:

~ TESIS CON
{FALLA DE ORIGEN

1 CH3 H CH3 H cu3

7

H H H H H
USOS Y APLICACIONES:

Peliculas/film para diferentes envases, cigarrillos, chicles, golosinas -
jeringas desechables - tapas en general - fibras para tapiceria - alfombras -
cajas de baterias - paragolpes - autopartes y cafios para agua caliente entre
8,12

otras.

VENTAJAS Y BENEFICIOS:
Resistente a la temperatura - barrera a los aromas - no téxico -

irrompible.?®

3.1.5.6 PS (Poliestireno)

CARACTERISTICAS:
PS Cristal: Es un polimero de estireno: siendo este iltimo un monémero
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derivado del petrdleo. el poliestireno cristal es cristalino y de alto brillo. PS
Alto Impacto: Es un polimero de estireno; mondmero con oclusiones de

polibutadieno que le confiere alta resistencia al impacto.??

H
|
PN /©
H c
|
H
n
USOS Y APLICACIONES:

Botes para ldcteos, helados y dulces, bandejas de supermercados y

Estructura molecular:

rosticeria, heladeras, contrapuertasy anaqueles, mdquinas de afeitar

desechables, platos, cubiertos, juguetes, cassettes, aislantes, etc.® '?

VENTAJAS Y BENEFICIOS:

Ignifugo - no téxico - transparente - irrompible y de fdcil limpieza??

3.1.5.7 Otros Pldasticos

CARACTERISTICAS:
En este rubro se incluyen una enorme variedad de pldsticos tales como:

Policarbonatos (PC): Poliamidas (PA); Poliuretanos (PU); Acrilicos (PMMA) y varios
mds, ya que se puede desarrollar un tipo de pldstico para cada aplicacidon

especifica®®
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Estructura molecular:

e

Policarbonato

H

y
x> T TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Polimetacrilato de metilo (PMMA)
USOS Y APLICACIONES:
Autopartes, carcazas de computacién, teléfonos: celulares y
electrodomésticos en general, piezas para ingenieria aeroespacial, muebles,
accesorios nduticos y deportivos, carteles y publicidad, y un sinnimero de

aplicaciones mds.® '?

3.1.6 Aditivos

Con frecuencia se utilizan los aditivos quimicos para conseguir una
propiedad determinada. Por ejemplo, los antioxidantes protegen al polimero de
degradaciones quimicas causadas por el oxigeno o el ozono. De una forma

parecida, los estabilizadores lo protegen de la intemperie, es decir, lo protegen

22




del calor y la luz. Los plastificantes producen un polimero mds flexible: los
lubricantes reducen la friccién: los lubricantes internos reducen la viscosidad del
polimero fundido y los lubricantes externos impiden la adherencia y retardan la
gelificacion y los pigmentos colorean los pldsticos, proveen opacidad y la
proteccién contra los rayos UV. También se utilizan algunas sustancias ignifugas
y antiestdticas como aditivos.'8 23.36.59

Muchos pldsticos se fabrican en forma de material compuesto, lo que
implica la adicién de algin material de refuerzo a la matriz de la resina pldstica
(normalmente fibras de vidrio o de carbono). Los materiales compuestos tienen la
resistencia y la estabilidad de los metales, pero por lo general son mds ligeros.
Las espumas pldsticas, compuestas de pldstico y gas, proporcionan una masa de

gran tamafio pero muy ligera.

Fundamentalmente, en su transformacién y utilizacién ninguna materia
pldstica puede ser utilizada sin aditivos: asi por ejemplo: el PVC tampoco puede
emplearse en estado puro, y cabe mencionar que el PVC utiliza proporcionalmente
mds aditivos que otras materias pldsticas, la razén radica en su gran polivalencia,
que permite usarlo en multitud de aplicaciones: rigidas o flexibles, transparentes
U opacas, compactas o espumadas. La incorporacion de los aditivos permite
transformar la resina en un producto acabado. Entre los aditivos utilizados en el
PVC especificamente hay que destacar por su importancia: los estabilizantes, los
lubricantes internos y externos, los plastificantes, los modificadores de impacto,

las cargas y los pigmentos. Los estabilizantes y los lubricantes son indispensables
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en la fabricacion de PVC., el resto de los aditivos intervienen en funcion de las

propiedades deseadas.

En general los aditivos de los materiales pldasticos utilizados en aplicaciones
alimentarias cumplen la legislacion vigente, tanto espaficla como europea
(Resolucién del 4 noviembre de 1982, Real Decreto 2207/94 del 16 de noviembre,
Real Decreto 1042/97 del 27 de junio, y Directivas 82/711/CE, 90/128/CE, y
96/11/CE). Ademds las autoridades sanitarias de todo el mundo han autorizado
su uso en aplicaciones médicas (Farmacopea Europea, 2a ed., fasciculo 13,
apartado VL. Consejo de Europa). El plastificante mds utilizado para estas
aplicaciones es el DEHP (ftalato de dietilhexilo). Los ensayos realizados por
diversos laboratorios demuestran que no presenta riesgo alguno para la salud

humana (informes de BUA, BGA, ECETOC y COT, entre otros).>®
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3.2 Generalidades de Biodegradacion

3.2.1 Definicién y tipos de degradacién

La degradacién o envejecimiento de polimeros, se refiere a los cambios que
sufren estos materiales en sus propiedades, al interaccionar con el medio

ambiente.’

La degradacién, es un fenomeno que afecta el funcionamiento de los

materiales pldsticos en la vida cotidiana. Los efectos de la degradacion se
perciben desde el reactor utilizado para sintetizar el polimero, en el extrusor
donde es procesado y durante su vida de servicio segin su funcién: después en su
deterioro cuando es reciclado o se descarga en el medio ambiente.’® ¢  Un
conocimiento amplio de los fenédmenos de degradacién de los polimeros permite
encontrar alternativas para mejorar el funcionamiento del producto en algunos
casos y en otros elaborar estabilizadores mds eficientes, asi como desarrotlar
productos con degradacién controlada, para preservar el medio ambiente. La
degradacidon es una espada de dos filos, tiene aspectos tanto dafiinos como
benéficos. Si no se verifica puede causar estragos en el comportamiento de los

polimeros y sin un control puede ser un peligro en la seguridad. Sin embargo, si es

utilizada apropiadamente puede emplearse para producir nuevos y mejores

materiales.'? 3!. 2%
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Con respecto a los materiales compuestos por macromoléculas sintéticas,
el termino degradacién, se usa para denotar cambios en las propiedades fisicas
ocasionados por reacciones quimicas que involucran la escisién de la estructura de
la macromolécula; en los polimeros lineales, estas reacciones quimicas conducen a
una reduccién en el peso molecular, es decir una disminucién en la iongitud de la

cadena,®® como se muestraen la Fig. 3.1.

AANNNN —= AN+ ANV

Fig. 3..1. Escisidn en la cadena principal

Cuando se consideran polimeros biodegradables, la definicién de
degradacion se extiende para incluir cambios en las propiedades fisicas,
ocasionados no solamente por reacciones quimicas sino también por fenémenos

2t En ambos

fisicos que involucran una averia en las estructuras mds ordenadas.
casos el término degradacién de polimero involucra un deterioro en el

comportamiento de los materiales poliméricos y una pérdida de propiedades.

Un pldstico degradable, es un polimero disefiade para experimentar un
cambio significativo en su estructura quimica bajo condiciones ambientales
especificas, resultando en la pérdida de alguna propiedad que puede cambiar y
puede ser medida por alguna prueba estdndar apropiada, para evaluar su

aplicacién en un periodo de tiempo dado que determina su clasificacién.®?-7°
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La degradacién de los polimeros se inicia por reacciones que rompen las

cadenas moleculares, °® los tipos de degradacién de los polimeros son:

Térmica
Mecdnica
Quimica

Bioldgica

< ¢ ¢ ¢ ¢

y por Radiacion Quimica

3.2.11 Degradacién Térmica

Se presenta cuando el polimero es expuesto a elevadas temperaturas,
originando cambios quimicos en la estructura del material, las impurezas o
aditivos que contiene reaccionan con la matriz del mismo polimero en presencia

de calor!*
3.21.2 Degradacién mecdnica

Se lleva a cabo por los efectos macroscdpicos que producen los esfuerzos
de cizalla; éstos generan calor de friccidn, iniciando el rompimiento de cadenas.

La degradacién mecdnica se lleva a cabo con la velocidad del husillo.® 12
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3.2.1.3 Degradacién fotoquimica

La irradiacién con luz ultravioleta o visible al polimero, origina cambios
fisicos y quimicos debido a que se propician reacciones fotoquimicas. Para que se
Heve a cabo la fotodegradacion es importante la absorcién de los rayos UV por los

cromdéforos: con los rayos UV se inicia a longitudes de onda de 400 nm.!- %42

3.2.1.4 Degradacion quimica

Se refiere estrictamente a los cambios que se producen cuando el polimero

tiene contacto con dcidos, bases, solventes y gases reactivos.! 4

3.2.1.5 Degradacién bioldgica

Se basa en el ataque de microorganismos al polimero el cual se efectia por
un proceso quimico, dénde el carbono del polimero sirve como fuente de energia a
los microorganismos. Existe una gran variedad de enzimas que son capdaces de
reaccionar con materiales sintéticos y naturales, sin embargo, los materiales
poliméricos de mayor uso son prdcticamente inertes al ataque de
microorganismos, con excepcion del PVC flexible, por lo que es necesaria la
adicién de aditivos para promover la degradacién, como el almidén, por

ejemplo.3-19.65

28



3.2.2 Degradacién Biolégica

3.2.2.1 Conceptos

La biodegradacién o degradacién biolégica, estd estrechamente relacionada

con la degradacién quimica, solo que la primera involucra un ataque microbiano

en vez de un ataque por agentes quimicos. Los microorganismos producen

una gran variedad de enzimas las cuales son capaces de reaccionar con polimeros

naturales y algunos sintéticos.® El ataque de las enzimas al polimero

es un proceso, el cual! es inducido por los microorganismos para la obtencion

de nutrientes, ya que el polimero le sirve como fuente de carbono.'® Este

ataque ocurre en un amplio intervalo de temperaturas, siendo las temperaturas

dptimas inferiores a 70° C.7

La biodegradacién de los compuestos se puede llevar a cabo a través de
microorganismos. Si los grupos funcionales de los compuestos no se modif‘can
mucho en el medio en el que son depositados, entonces es posible para las enzimas
catalizar reacciones especificas en ellos. Estas atracciones existentes de una

enzima hacia su nuevo sustrato es llamado biodegradacién fortuita.?®

Si los microorganismos, los cuales llevan a cabo esta degradacién fortuita
pueden usar la energia liberada y pueden usar al carbono de las cadenas para

crecer, la degradacidn continuard como un proceso natural.3®

Si los microorganismos no pueden extraer energia y reducir la fuerza de las

reacciones, estos solo podrdn efectuar la degradacién del compuesto a través del
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uso adicional de carbono y de energia tomada del medio ambiente. La
biodegradacién de un sustrato no desarrollado, en presencia de un sustrato
desarrollado o en ofro compuesto biodegradable llamado co-sustrato se ha
denominado cometabolismo. El término inicial de cooxidacidon fue establecido para
aquellas reacciones que no son de oxidacién pero que se llevan a cabo de esta
forma, es decir en presencia de un sustrato diferente al que se utiliza para que
se lleve a acabo la reaccidn, la presencia o ausencia de dicho sustrato durante la
reaccién no es necesaria.”-'®

Los sustratos enddgenos pueden hacerse cargo de suministrar la energia
necesaria. Por ejemplo en una reaccidn catalizada por una enzima se efectida una
transformacién, donde, una reaccién inicial no metabdlica tiene lugar en los
compuestos, si el paso inicial ocurre por una enzima relativamente no especifica,
esto puede dar lugar a la acumulacién de productos que pudieran llegar a ser

téxicos.*?

La degradacién del producto puede ser continuada a través de una segunda
especie, hasta que finalmente resuite en un producto completamente utilizable
como fuente de energia. Por lo que se puede decir que el proceso de
biodegradacidn se lleva a cabo con mayor probabilidad si intervienen diferentes

tipos de microorganismos dentro de una comunidad: **

Bajas velocidades de sintesis de algunas enzimas pueden ofrecer nuevas

oportunidades para la degradacién. La biodegradacién andloga en el medio
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ambiente puede ser inducida por las enzimas de los microorganismos capaces de

degradar a los contaminantes orgdnicos en el medio ambiente ?- 44

Desafortunadamente para los defensores del medio ambiente, los polimeros
hechos por el hombre son tedricamente biodegradables pero esencialmente
inertes. Se ha encontrado que la degradacién microbiana parece ser mds efectiva
en polimeros de bajo peso molecular, mientras que las matrices de las

macromoléculas se ven apenas afectadas.*®

Los productos naturales que son particularmente susceptibles al ataque
biolégico son:
Pldsticos Industriales - hidrolizables por bacterias y hongos.
Goma Natural - parcialmente consumible por microorganismos del suelo.
Almidén - degradado fdacilmente por bacterias y hongos.

Celulosa - atacada por agentes biolégicos, mediante hidrdlisis enzimdtica.

3.2.2.2 Modos de Degradacidon Biolégica

Recientemente se han buscado alternativas para poder mejorar la
degradacion de tipo bioldgica a través de nuevos métodos, los cudles se trataran

a continuacién, mencionando los mecanismos mds empleados o utilizados.

322217 Degradacid n Enzimd tica:

Las enzimas estdn involucradas principalmente en el mecanismo quimico de

la degradacién de polimeros (tabla 3.3), especificamente en la descomposicién de
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éstos. Algunas especies han desarrollado la capacidad de sintetizar enzimas que
pueden descomponer polimeros naturales en sus sistemas digestivos, estos
procesos de degradacién han llegado a ser altamente especificos y no operan

hacia sustratos de diferente naturaleza quimica.*®

La degradaciéon enzimdtica ocurre por medio de un proceso catalitico, la
conformacion molecular es muy importante para la especificidad de la enzima, y
esta enzima puede inactivarse muy rdpidamente como una respuesta a las
variaciones del pH, la temperatura o el soivente.

Algunas enzimas requieren que otras enzimas, las co-enzimas, estén
presentes para potenciar su actividad, en algunos casos forman asociaciones

complejas en donde las co-enzimas actidan como un donante o aceptor para un

grupo especifico.>?

Tabla 3.3 Enzimas capaces de romper la cadena principal de los polimeros naturales

TIPO ENZIMAS POLIMERO ACTIVIDAD
Amilasa Amilosa Bacteria, Malta. Pdncreas
Bacteria, Levadura, Plantas,
Fosforilasa Amilosa, Bacteria, Hongos
Carbohidrasas Amilopectina Secreciones del cuerpo
Celulasa Celulosa Clara de huevo
Lisozima Polisacaridos
En la pared celular . o
Proteasas Pepsina Proteinas Mucosa gdstrica
Tripsina Proteinas Pdncreas
Carboxipeptidasa Proteinas Bacteria, Pdncreas
Esterasas Ribonucleasas Acido ribonucleico Bacteria, Plantas,
(RNA) Bazo, Pdncreas
Desoxirribonucleasas | Desoxirribonucleico | Bacteria,
Acido (DNA) Pdncreas
Fosfodiesterasas Acido nucleico Veneno de serpientes
(DNA, RNA) Mucosa intestinal
Células de leucemia
Bazo

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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En polimeros sintéticos, las enzimas tienden a atacar solo los extremos de

la cadena, el proceso es bastante lento. Frecuentemente, las enzimas se designan

de acuerdo a su mecanismo de accién, por ejemplo las hidroliticas, son enzimas

que catalizan por hidrdlisis los enlaces éster-, éter-, o amida (peptidos).”!- 72

32222 Degradacion Microbiana

Los microorganismos, tales como los hongos y las bacterias, degradan
polimeros al ingerir los dtomos de carbono que conforman el esqueleto del
polimero (Tabla 3.4). Esto se puede llevar a cabo en un ambiente aerdbico o

anaerébico. Sin embargo debido a la hidrofobicidad de muchos pldsticos, las

condiciones Sptimas de crecimiento -agua y luz- se encuentran rara vez y los

microorganismos cominmente atacan solo superficialmente.!3- %®

Tabla 3.4 M:croor-gamsmos fupccos empleados para las pruebas de buodegradabnhdad

(Hdngdsmww o i Asperg///us nlger Asperylllus flavus C'haeram/cum g/obasum
eillium fun/cu/osum Pullularia po//u/ans'

i Pen.
lPSeu omonas aemglnasa Bacillus cereus, C'or'ynebacfer/as

‘Bacterias

[ Acflnomycefes [ =3 frepfamycé taceae

En el campo de la degradacién microbiana la biotecnologia se enfoca
principalmente al proceso de degradacion de residuos, para que sean inertes al
ambiente, aunque estos no puedan ser aprovechados en procesos posteriores. Se

han realizado esfuerzos en desarrollar procesos de degradacién en medios
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acuosos, por que los residuos producidos (materiales sdlidos y gaseosos) son
incompatibles con el medio acuoso. Debido a que la degradacién es impedida por la
cantidad y calidad de los residuos liberados, se requiere de el enriquecimiento
del medio a través de la adicién de una poblacién de microorganismos que
descompongan los residuos.®- 16

Algunos microorganismos son termofilicos, es decir, ellos proliferan a
temperaturas altas (40° - 70° C) con un aumento éptimo del crecimiento a 50° -
55° C 6 ain mds alto entre 50° y 70° C. Cabe mencionar que este tipo de
temperaturas altas predominan en pilas de composteo. Ademds, este grupo de
microorganismos termofilicos juegan un papel importante en la descomposicion
del material pldstico en bioreactores. En la tabla 3.5 se muestra una lista de

microorganismos que proliferan a temperaturas superiores a los 60° C.!?

Tabla 3.5 Microorganismos termofilicos, aerobios que existen en el suelo y que
proliferan o multiplican a temperaturas superiores a los 60° C.

GENERO ESPECIES CRECIMIENTO OPTIMO EN
LA TEMPERATURA (° C)
Bacillus calidolactis 60 - 65
pepo 60
therminalis 60 -~ 65
thermodiastaticus 65
tostus 60 - 70
Actinomyces nondiastaticus 65
(Streptomyces) spinosporus 60 - 65
thermodiastaticus 65
thermofuscus 60
thermophilus 60
Hongos:
Thermoascus aurantiacus 60
Thermoidium sulfureum 60
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3.2.2.3 Efectos en la Estructura Polimérica

Las macromoléculas naturales como la celulosa o las proteinas, son
generalmente degradadas por los sistemas biolégicos por medio de hidrdlisis
seguida de oxidacién. Por ello no es sorprendente el hecho de que la mayoria
de los polimeros biodegradables contengan enlaces hidrolizables entre las

cadenas poliméricas, como las amidas, los ésteres, las ureas y los uretanos.? 1%-23

Debido a que la mayoria de las reacciones catalizadas por las enzimas
ocurren en medios acuosos, el efecto del cardcter hidrofilico - hidrofdbico
de los polimeros sintéticos afecta considerablemente la biodegradabilidad.
Un polimero que contiene tantos segmentos hidrofébicos como hidrofilicos,
es mds biodegradable que aquellos polimeros que contienen solamente estructuras

6 hidrofdbicas S hidrofilicas.!®

Con el objeto de aumentar la biodegradabilidad de un polimero sintético por
accion de catdlisis enzimdtica, la cadena polimérica deberd de ser lo
suficientemente flexible para poder embonar con el sitio activo de la enzima.
Esto explica por que los poliésteres alifdticos que son muy flexibles, son
fdacilmente degradados en sistemas bioldgicos, mientras que el poli(tereftalato

de etileno), que es muy rigido, es generalmente considerado bio-inerte.3®

Una de las principales diferencias entre las proteinas y los polimeros

sintéticos, consiste en que las proteinas no presentan unidades repetitivas
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equivalentes a lo largo de la cadena polipeptidica. Es muy probable que esta
propiedad contribuya a la facilidad de biodegradacién de las proteinas.
Los polimeros sintéticos, por otro lado, generalmente presentan unidades
repetitivas cortas y esta regularidad favorece a los grupos hidrolizables para
que sean inaccesibles para las enzimas. Podemos esperar que los polimeros
sintéticos que presentan unidades repetitivas muy grandes, sean susceptibles

a ser biodegradablies.%2-%¢

3.2.2.4 Procesos Degradativos

Los procesos biodegradatives estdn sujetos a la inhibicién por una variedad
de agentes y la interaccidn de estos con las enzimas microbianas. Aditivos,
impurezas y aun productos intermedios de la biodegradacién, pueden retardar o

prevenir este proceso degradativo.”®

Dado que la degradacién puede ser iniciada en la superficie, el estado de
subdivisién del pldstico es un factor importante. La naturaleza semicristalina de
los pldsticos, tiende a limitar la accesibilidad a las regiones amorfas, dénde la
degradacion es mds efectiva. Los polimeros naturales son los mds susceptibles a
biodegradarse que los polimeros sintéticos, porque estructuraimente son

diferentes a los sintéticos y mds accesibles a las enzimas microbianas.”!

En general, los polimeros sintéticos que pueden biodegradarse, son aquellos

que contienen en su cadena molecular principal, especies quimicas especificas que
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promueven la biodegradacidn. Los poliésteres alifdticos y poliuretanos que
son biodegradables, contienen en su estructura molecular grupos éster.
Otros materiales sintéticos como el polivinilacetato, las poliamidas, las resinas
fenol-formaldehidicas, las resinas melamina-formaldehidicas, son medianamente
biodegradables; mientras que los polimeros naturales modificados, tales como el
raydén, acetato de celulosa, nitrato de celulosa y celulosa de hidroxipropilo, son

mds biodegradables.3% %

3.2.3 Biodegradacién de Plasticos

La degradacién se define como cualquier cambio fisico o quimico en un
material, causado por factores ambientales (luz, calor, humedad, entre otros),
condiciones quimicas (oxidacidn, hidrdlisis) o actividad biolégica, que Hevan dicho

material hasta su completa desintegracién.? 52

La biodegradacién se considera como una degradacién por organismos vivos
e implica cualquier cambio en la estructura quimica de un sustrato, llevado a cabo
por la actividad de agentes bioldgicos. Para la completa biodegradacién de un
material pldstico se ha mostrade que su deterioro fisicoquimico previo
incrementa el drea superficial susceptible a degradacién, de manera que las
enzimas extracelulares producidas por microorganismos atacan los segmentos
poliméricos de estructuras menos complejas y finalmente los intermediarios
resultantes de bajo peso molecular son mineralizados o incorporados a la biomasa

microbiana.®® %8
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La biodegradabilidad de un material radica en su estructura molecular; la
cadena polimérica debe ser flexible y tener una estereoconfiguracién que le
permita acoplarse dentro del sitio activo de las enzimas degradativas
provenientes de ciertos microorganismos. En la naturaleza, los polimeros se
degradan preferencialmente por reacciones hidroliticas, y la presencia de enlaces
éster, éter o amido facilitan la degradacién por via biolégica. La biodegradacicn

estd también influenciada por una serie de pardmetros del entorno, tales como:

a) Las caracteristicas fisicoquimicas del ecosistema:
e Temperatura
e pH
e Potencial Redox
e Contenido de agua
e Contenido de oxigeno
e Suminist-o de nutrientes

e Presencia de inhibidores

b) Las caracteristicas microbiolégicas del ecosistema:
e Diversidad microbiana
e Distribucién espacial de microorganismos

Habilidad de adaptacicn

Densidad de poblacién

Actividad microbiana
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¢) Las propiedades originales del material:
e Composicidn del polimero

e Peso molecular

Distribucién del peso molecular

Cristalinidad

e Temperatura de transicién vitrea
Porosidad

Hidrofobicidad

Configuracion estérica

Tipo de enlace entre mondmeros

d) Procesamiento del material:
e Tipo de proceso o manufactura

e Caracteristicas de superficie

Espesor o grosor del material

e Presencia de aditivos

Rellenos

» Nudmero de capas

Que son factores que infiuyen en el rango de biodegradacién de los

pldsticos.!9.53. 65,

Existen tres requisitos principales que deben cumplirse para que
ocurra una completa biodegradacién de materiales poliméricos del tipo de

las poliolefinas 3% ¢4.¢8;
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1. Primero, el polimero debe ser convertido en productos metabolizables por
medio de reacciones no bioldgicas:

2. El medio en el que el polimero es expuesto debe facilitar las reacciones de
ruptura de la molécula y no inactivar el sistema de degradacién, y

3. Un alto porcentaje de los productos finales de estas reacciones debe de
Tener un tamafio de molécula (menor de 32 dtomos de carbono) que lo haga

susceptible al ataque microbiano.

3.2.3.1 Polimeros biodegradables

Los pldsticos desarrollados a lo largo de los pasados 50 afios se han
caracterizadoe por ser inertes y resistentes al ataque microbiano. Sin embargo,
en los dltimos catorce afios se ha puesto un enorme interés en el desarrollo de
nuevos pldsticos biodegradables, para lo cual, se les han introducido grupos
carbonilo (CO), éster o amido, o bien agentes prooxidantes (metales de transicién
y lipidos) en la molécula polimérica para inducir su hidrdlisis o su oxidacidn y asi
facilitar su biodegradacién. Otra alternativa ha sido la incorporacién de
polimeros naturales (biopolimeros) de fdcil asimilacién (almidén) en el polimero
sintético recalcitrante (dificilmente biodegradable, como el polietileno y el
poliestireno), de tal manera, que estos pldsticos, en los que la resistencia ai
ataque microbiano se ha reducido por la incorporacién de moléculas difieran entre

si en el alcance de degradacién, aplicaciones y costos.? 112563

Los polimeros modificados por la incorporacién de moléculas pueden
entonces ser degradados a través de diferentes mecanismos, como la

degradacion quimica, la fotodegradacidn y la biodegradacién. Sin embargo, este
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tipo de polimeros no se consideran realmente biodegradables, ya que solo se
desintegran debido a que el compuesto biopolimérico (almidén) se degrada y deja
la fraccidn polimérica sintética sin cambios, en una forma fragmentada. A pesar
de esto, muchos de los polimeros con mds recalcitrancia bioldgica, como
el polietileno (PE), pueden ser significativamente degradables por la accién de

esta clase de tratamientos.?

Ademds de los pldsticos con moléculas o grupos incorporados
principalmente en una matriz de polietileno (PE), se han desarrollado una serie
de pldsticos degradables, como los poli-B-hidroxialcanoatos (PHA), las
policaprolactonas (PCL) y las polildctidas (PLA), entre otros. A la par con el
desarrollo de los pldsticos también se han encontrado microorganismos capaces

de crecer a partir de oligémeros de algunos de ellos.3- ¢ 42.4¢

3.2.31.1 Poli-p-hidroxialcanoatos (FP/A)

Los Poli-pB-hidroxialcanoatos (PHA), poliésteres sintetizados como
material de reserva por algunas bacterias, son termopldsticos y tienen una
temperatura de fusién cercana a los 180° €.3° El tipo y la cantidad de poliéster
producido es dependiente de la cepa bacteriana, ia fuente de carbono y las
condiciones de cultivo empleadas. Las propiedades fisicas y la biodegradabilidad
de los poliésteres microbianos pueden regularse, mezcldindolos con otros
polimeros sintéticos o naturales, y de esta manera la molécula de los PHA puede

alterarse para diversificar sus usos. El poli-p-hidroxibutirato (PHB), compuesto
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por cadenas de dcido 3-hidroxibutandico, es uno de los PHA mejor conocidos y

mds estudiados hasta ahora®

En 1988 la compaiiia britdnica ICTI (Imperial Chemical Industries) desarrollé
un proceso fermentativo controlado para producir copoliésteres épticamente
activos de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato (3HB-co-3HV) (Biopol), a partir
de dcido propidnico y glucosa, producido por A/caligenes eutrophus. La mayor
parte del PHB que esta compafiia fabrica es utilizado para empaques, y productos
agricolas y de higiene personal. Recientemente, la compafiia alemana Wella ha
empleado botellas para shampoo, hechas con Biopol y como resultado reporta un
incremento en sus ventas.'®- 3670

Algunos ejemplos de posibles aplicaciones médicas del PHB se dan en la
fabricacién de medicamentos de liberacién controlada y suturas quirdrgicas. Sin
embargo, los usos potenciales de estos poliésteres depende de su

biocompatibilidad y de su lenta reabsorcién en ambientes bioldgicos (in vivo).®

Por otra parte, entre las desventajas que presenta este pldstico es el
costo, ya que un contenedor hecho con PHB resulta siete veces mds caro que
otro de PE. Otro problema que representa el PHB vy algunos pldsticos
biodegradables es que, por accion microbiana, éstos pueden romperse en
pequerios fragmentos que en ocasiones resultan tdéxicos. Sin embargo, la
compafiia ICTI sugiere que el PHB puede ser reutilizado y reciclado junto con otros
pldsticos. Es posible también producir sintéticamente PHB de alto peso molecular

y copolimeros con PHV a partir de 3-butirolactona racémica y f3-valerolactona,
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respectivamente. Estos poliésteres sintéticos resultan menos susceptibles a la

degradacién enzimdtica que el poliéster producido por via bacteriana.?® 3°.52

32312 e-Policaprolactona (PCl) Tﬁf}’; ( om

FALLA DE ORIGEN
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Otro poliéster alifdtico que ha llamado la atencién debido a su

biodegradabilidad es la ¢-Policaprolactona (PCL). Se trata de un termopldstico
cristalino sintético, con propiedades fisicas similares a las del PE, que puede ser
fabricado en un amplio rango de pesos moleculares por medio de la polimerizacién
del mondmero de caprolactona, un éster de la lactona. La PCL difiere del PE en
que resulta parcialmente degradaeble después de dos meses de permanecer
enterrada en el suelo, y al cabo de un afio se observa su desintegracién completa.
Se ha reportado una cepa de Pernicillium que es capaz de degradar casi
completamente una PCL de Mn de 25 000 en 15 dias, en dénde Mn se define como
el peso molecular promedio, que es la relaciédn entre el peso total de todas las

moléculas de una muestra polimérica y el niimero total de moles presentes.?2.¢7.68

La PCL es utilizada en el campo de la biomedicina, en la que se le ha empleado
como matriz para medicamentos de liberacién controlada. En el drea agricola se

utiliza mezclada con alcanodioles y poliésteres dcidos alcanodicarboxilicos en la
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fabricacién de contenedores para pldntulas. También puede emplearse en la

fabricacién de frascos y contenedores de otros tipos.”!

32313 Otros poli meros biodegradables

El polivinil alcohol (PVA) es un polimero soluble en agua, con aplicaciones
como agente adelgazante para emulsiones y suspensiones, y como pelicula para
empaques en los que se desea su solubilidad en agua. Por tratamiento quimico, la
estructura final del polimero puede llegar a hacerse insoluble. El PVA es una

molécula fdcilmente degradada por microorganismos.®%-7!

Existen polimeros con un grupo éster en su cadena principal, que son
sensibles al ataque por esterasas inespecificas o por mecanismos hidroliticos, los
polihidroxidcidos. El polidcido ldctico (PLA) y el polidcido glicélico (PGA) junto con
sus copolimeros son los polihidroxidcidos mds sencillos. El PGA y PGA-co-PLA
han sido utilizados para la fabricacién de suturas degradables y adsorbibles. A
la par con el desarrollo de estos pldsticos se han encontrado hongos filamentosos
capaces de crecer a partir de oligémeros de ambos polimeros; sin embargo, una
desventaja del uso comercial del PLA es que su proceso de polimerizacidn resulta

muy costoso para aplicaciones en articulos y empaques desechables.'®- %7

Otro polimero biodegradable con posibles aplicaciones a futuro es la
celulosa, que consta de una larga cadena formada por una sola unidad repetida, la
glucosa, en la naturaleza se encuentra en estado cristalino y cuya biodegradacién
depende de su estructura y composicidn quimica, asi como de la presencia de

cubiertas. Algunos materiales pldsticos derivados de la celuiosa incluyen sus
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ésteres y peliculas cubiertas con materiales como nitrocelulosa o cloruro de
polivinilo, para conferirles propiedades hidrofdébicas y asi hacerlos mads

resistentes al ataque microbiano.!®: 7!

3.2.4 Microscopia electrénica

La potencia amplificadora de un microscopio dptico estd limitada por la
longitud de onda de la luz visible. El microscopio electrdnico utiliza electrones
para iluminar un objeto. Dado que los electrones tienen una longitud de onda
mucho menor que la de la luz pueden mostrar estructuras mucho mds pequefias. La
longitud de onda mds corta de la luz visible es de alrededor de 4.000 dngstroms
(1 dngstrom es 1 x 10-10 metros). La longitud de onda de los electrones que se

utilizan en los microscopios electrdnicos es de alrededor de 0,5 dngstroms.?8 47

Hay dos tipos bdsicos de microscopios electrdnicos: el microscopio
electrénico de transmision (Transmission Electron Microscope, TEM) y el
microscopio electrdnico de barrido (Scanning Electron Microscope, SEM). Un
TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una
parte de los electrones rebotan y otros son absorbidos por el objeto y algunos
mds lo atraviesan formando una imagen aumentada del espécimen. Para utilizar un
TEM debe cortarse la muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de
dngstroms. Se coloca una placa fotogrdfica o una pantalia fluorescente detrds del
objeto para registrar la imagen aumentada. Los microscopios electrdénicos de

transmisién pueden aumentar un objeto hasta un millén de veces.?? 28- 37

Un microscopio electrdnico de barrido crea una imagen ampliada de la

superficie de un objeto. No es necesario cortar el objeto en capas para
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observarlo con un SEM, sino que puede colocarse en el microscopio con muy pocos
preparativos. El SEM explora la superficie de la imagen punto por punto, al
contrario que el TEM, que examina una gran parte de la muestra cada vez. Su
funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz muy concentrado de
electrones, de forma parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla
de una televisidn. Los electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o
provocar la aparicién de electrones secundarios. Los electrones perdidos y los
secundarios son recogidos y contados por un dispositivo electrdnico situado a los
lados del espécimen. Cada punto leido de la muestra corresponde a un pixel en un
monitor de television. Cuanto mayor sea el nimero de electrones contados por el
dispositivo, mayor serd el brillo del pixel en la pantalia. A medida que el haz de
electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen de la misma en el
monitor. Los microscopios electrdnicos de barrido pueden ampliar los objetos
100.000 veces o mds. Este tipo de microscopio es muy 4til porque, al contrario
que los TEM o los microscopios dépticos, produce imdgenes tridimensionales

realistas de la superficie del objeto.22 38

El bombardeo de electrones sobre la muestra produce varias formas
simultdneas de radiacién, entre ellas, la emisién de electrones secundarios. La
deteccién de esa sefal en un gran nimero de puntos sobre el drea barrida, previa
transformacién electrénica, genera la imagen que se visualiza en una pantalla de
TV o es fotografiada mediante una cdmara adosada al equipo. La excelente
resolucién (4nm) y la gran profundidad de foco (del! orden de 2 micrones)
permiten la aplicacién del SEM a disciplinas del dmbito geoldgico-metaldrgico,

biotecnologia y ciencia de los materiales.?® 38
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4. Materiales y Métodos

4.1 Aislamiento, Purificacién y Seleccién de hongos filamentosos

Los hongos filamentosos se aislaron de muestras de suelo recolectadas en
vertederos a cielo abierto localizados en Tilaxcala, Morelos, Hidalgo y en el
Estado de México, y en orillas de canales (Canal Nacional y de Caltongo), cabe
sefialar que estas muestras de suelo se tomaron a una profundidad no mayor de
10 cm. Estas fueron colocadas en bolsas de polipropileno estériles para su
transportacién hasta el laboratorio. De cada muestra de suelo se inoculd 1 g en
un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio liquido A, conteniendo una
mezcla de pldsticos identificados con los nimeros 1, 2, 3, 6 y 7 (0.5% de cada
uno). Los matraces se incubaron a temperatura de 30° C, a 140 r.p.m., durante

un periodo de tiempo de 20 dias.

De cada uno de los matraces se tomd una alicuota de 0.3 mL que se colocd y
se extendid en la superficie del medio B. Las cajas de Petri con este medio se
dejaron reposar por 10 minutos para favorecer la absorcién de la suspensién del
suelo. Las cajas se incubaron a 30° C durante 15 dias: al final de este tiempo se

revisaron para seleccionar las colonias que crecieron.

De las placas anteriores se transfirieron las UFC con asa micoldgica a cajas

de Petri con medio de PDA. Después de 48 h a 30° C se transfirieron las cepas a
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tubos con agar inclinado de Papa-Dextrosa, estos se incubaron el mismo tiempo y

a la misma temperatura.

La preseleccidn de las cepas se realizé en tubos de 16 x 150 mm con medio
liquido C los cuales contenian una tira de los pldsticos de prueba 1, 2 ,3, 6 o 7.

Estos se dejaron incubar a 30° C a 140 r.p.m. durante 40 dias.

4.2 Mantenimiento de las cepas

Los hongos filamentosos seleccionados se mantuvieron en refrigeracién a
4° C en tubos de agar inclinado de Papa-Dextrosa. Asimismo las cepas que al
final del estudio presentaron una mayor actividad sobre los pldsticos, se

sometieron a un proceso de liofilizacién para su conservacién a largo plazo?4-3°

4.3 Prueba en tubo

En esta prueba se utilizé el medio D, suplementado con una fuente
adicional de carbono, con e! objeto de inducir el crecimiento de las cepas
seleccionadas. Las fuentes de carbono adicionales fueron: glucosa, almiddn,
lactosa, maltosa y sacarosa; al mismo tiempo también se variaron los valores de
pH del medio de cultivo, estos fueron: 4.0, 5.0 y 6.0. La fermentacién se realizd
en tubos para cada uno de los polimeros, se inocularon con asa micoldgica, se
incubaron por 20 dias a 30° C y 140 rpm. Los materiales pldsticos grado

industrial para esta prueba fueron: PET, HOPE, PVC, PS y PCL.
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4.4 Identificacion de la cepa seleccionada (MV-75)

* Examen macroscépico:
Se Inoculd con asa micoldgica la cepa seleccionada marcada como MV-75 en
agar -Harina de Maiz con el objeto de observar la morfologia de las colonias, el

tipo de crecimiento, color de la colonia y pigmentacién del medio.'® 2%-57

* Examen microscdépico:
Se aplicé la técnica de microcultivo para la identificacién microscépica de

las estructuras sexuales y asexuales del hongo filamentoso MV-75.!3.14-27

4.5 Prueba a nivel Matraz

4.5.1 Indculo

Se sembrdé por picadura el hongo filamentoso MV-75 en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 50 mL de PDA sdlido. Se crecié por 5 dias a
temperatura de 30 ° C. Se colectaron las esporas con una solucién salina 0.85 %
suplementada con tween 80 (0.02%) y se contaron las esporas en una cdmara de
Newbauer, la concentracién final fue de 1x 10® esporas por mL. Esta suspensién
fue utilizada como solucién stock, para inocular cada experimento realizado, de

tal forma que por cada 100 mL de medio de fermentacidn se inoculd 1 mL.
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4.5.2 Desarrollo de la Fermentacidn:

Se utilizaron matraces Erlenmayer de 250 mL y 500 mL con 100 mL y
200 mL respectivamente de medio Czapek liquido modificado con 1% de Glucosa,

a pH de 4.5, al medio anterior se le adicionaron diferentes concentraciones
de PVC y PCL:

a. PVC grado industrial a concentraciones de 2, 4 y 6%.
b. PVC grado reactivo a concentraciones de 1,2y 3%
c. PCL grado industrial a concentraciones de 2, 4y 6%
d. PCL grado reactivo a concentracionesde 1,2y 3%

Las fermentaciones se realizaron a una temperatura de 30° C, con
agitacidsn constante de 140 r.p.m vy por un periodo de tiempo de 15 dias; se
tTomaron muestras de 5 mL cada tres dias durante el tiempo de incubacién. A las
muestras se les determing:

o Azicares reductores
o pH

o vy cuantificacién de proteina
4.5.3 Determinacién de Azicares Reductores:

Se utilizé la técnica del Acido Dinitrosalicilico para la determinacién de

azicares reductores de Lorenz Miller.32

Tal como esta técnica indica se obtuvo una curva de calibracién de glucosa,

que en este caso se prepard en un rango de 50 hasta 9000 g de Glucosa/mL.
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4.5.4 Determinacién de pH

Se midié el pH de cada una de las muestras utilizando un potenciémetro

marca Orion modelo 420A.

4.5.5 Cuantificacién de crecimiento

Esta determinacidn se realizdé utilizando un método indirecto, cuantificando

la proteina en la muestra final de la fermentacidn, de la siguiente forma:

Rompimiento celular:

Se tomd una muestra de 5 mL de la fermentacidn y se centrifugo a 5000
rpm, el pellet se resuspendié en 5 mL de TCA 5%, se mantuvo a 20° C durante
12-24 h, y posteriormente se tomd un mL de la muestra en un tubo Ependendor¥,
las células se rompieron con sonicador [Soniprep 150] a una longitud de onda de
18 durante 3-5 min. Enseguida se centrifugsé a 13 500 r.p.m. durante 5 minutos,

se decanté y el pellet se resuspendié en NaOH 0.4 N.

Determinacién de Proteinas:

Para la determinacién de proteina las muestras se compararon con una
curva patrén de una solucién standard de BSA (clbimina sérica bovina)
conteniendo 500 ng/mL, en un rango de O a 100 ;ig/mlL. . Las determinaciones se
realizaron utilizando la técnica de Lowry.?* El producto de la reaccién se midié en

un espectrofotometro [Espectronic 27) a una absorbancia de 595 nm.
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4.6 Prueba a nivel Fermentador de 1000 mL

4.6.1 Caracteristicas del Fermentador

Jarra de cristal (Applikon ,Shedam-Holland) con capacidad de 1000 mL
de volumen de trabajo, tapa de acero inoxidable con puertos y adaptador para
motor con conexion directa al impulsor con doble propela tipo paleta. Sistema
completo autoclaveable. Doble puerto de temperatura para recirculacién interna
de fluido, conectados a un reciclador de agua con control de temperatura (Jubalo
DC 77960). Sistema de control de aire a través de un rotdmetro de pldstico

para 1 vvm.

4.6.2 Condiciones de fermentacién

Se establecieron las siguientes; Temperatura 30°C, aireacién 1 vvm y
agitacién 280 r.p.m. por un periodo de 18 dias, durante este tiempo se tomaron
muestras de 10 mi cada 48h.

4.6.3 Desarrollo de la fermentacién

Se llevo a cabo en 1000 mi de medio Czapek liquido modificado con 1% de

glucosa, a pH 4.5. Al medio anterior se le agregé: 1 % PVC 6Gr o 3% PCL Gr.
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La inoculacién, la determinacion de azucares reductores, proteina y la
medicién del pH se realizaron de la misma forma y con las diferentes técnicas o

métodos antes mencionados, en el estudio a nivel matraz.

4.6.3.1 Determinacion de la cantidad de O; disuelto

Se realizé con un electrodo galvdnico conectado a un monitor New

Brunswick Scientific, modelo 150.

4.6 .4 Determinacién de la actividad de esterasa

Esta actividad se midid titulando el sobrenadante de cada una de las
alicuotas con NaOH 0.0496 N hasta ajustar el pH a 7.6 , lo cudl se observé con el
cambio de color que presenta el azul de bromotimol a este pH. La actividad
esterasa se reporté como los mbL de NaOH 0.0496 N gastados para ajustar el pH

a 7.6 de acuerdo a la técnica reportada por Miranda Romero Luis A~ *

4.7 Observaciones al microscopio electrénico de barrido

Se realizaron observaciones con el microscopio electrénico de barrido de los
materiales pldsticos: PET, PS, PVC y PCL grado industrial después de 15 dias de
exposicién con la cepa MV-75. De la misma forma se realizaron observaciones PCL

y PVC grado reactivo posterior a la hidrélisis efectuada por la cepa MV-75.
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En todos los casos las observaciones se realizaron en las muestras de los
materiales pldsticos afectados, después de ser secados al aire libre por un
periodo de 24 horas. Las muestras una vez secas se observaron en primer lugar
con microscopio simple para retirar un poco de crecimiento de la superficie de los
materiales con ayuda de una aguja de diseccién y luego se procesaron de la
siguiente manera: las muestras se trataron con bafio de plata y después con baiio
de oro para posteriormente ser analizadas por microscopia electrénica,
obteniendo finalmente las fotografias que mostraran el efecto de la hidrdélisis en

los materiales utilizados.
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5. Discusién y Andlisis de Resultados

El aislamiento de las cepas de hongos filamentosos provenientes de
muestras de suelos especifico para iniciar este estudio resultéd adecuado. El
nimero de cepas aisladas fue de 577, cabe hacer notar que el 45% de ellas se
aislaron de muestras provenientes de un basurero localizado en Tlaxcala, estas
cepas crecieron en un medio minimo sélido cuya fuente de carbono fue una mezcla
de pldsticos identificados con los nimeros 1, 2, 3, 6 y 7 (0.5% de cada uno) sin

mostrar hidrdélisis después de 15 dias de incubacidn.

De acuerdo a lo anterior se logré una seleccién preliminar de 28 cepas en
medio minimo liquido conteniendo una tira de los pldsticos antes mencionados,
después de un periodo de incubacién de 40 dias, esta selecciédn se basd
principalmente en la observacién de mayor crecimiento y de hidrélisis parcial o

total sobre los pldsticos, (Datos no mostrados).

En base a los resultados preliminares obtenidos se seleccionaron ocho
cepas y se probaron por separado, estas fueron marcadas como MV-75, MV-116,
0ODb-211, C6-313, C6-221, C6-423, TB-124 y TB-251. se crecieron a diferentes
valores de pH y se utilizaron como inductores del crecimiento glucosa, almidén,

maltosa, lactosa y sacarosa en una concentracién de 1%: en esta prueba
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se analizé comparativamente el crecimiento y la hidrélisis que mostraron las
cepas sobre los pldsticos en estudio (Anexo ITI), de acuerdo a estos resultados

se observé que la cepa MV-75 fue la que mostré mayor capacidad de ataque.

5.1 Prueba en tubo
Los resultados obtenidos con la cepa MV-75 en la prueba en tubo fueron:

En la tabla 5.1.1 se muestra el crecimiento y el ataque obtenido con la cepas
MV-75, aislada de suelo, utilizando el medio de cultivo liquido D, y ademds de los
inductores de crecimiento PET grado industrial. (I Crecimiento del hongo en el medio,
IT Ataque (hidrdélisis), * poco., ** moderado, *** mucho y ////// sin hidrélisis y sin

crecimiento).

Tabla 5.1.1 Fuente de carbono: PET + I. C. 1% (20 dias de incubacién a 30° C y 140 rpm).
Obser\(acl‘ons

Inductor de pH, 1 1] pHr
Crecimiento A ’ B C ’ D E ) F
4.0 * b 6.18
Giucosa 5.0 » bk 7.36
6.0 hehghel * * 8.26
4.0 - « ' L 7.2
Almidén 5.0 e hid : 6.9
6.0 * * - ; 7.5
a0 e B e e e DS
Maltosa 5.0 . had - : 8.4
6.0 * - - - ; 7.0
a0 . . . . o R A
Lactosa 5.0 ! b e 7.1
. 6.0 L s 7.9
4.0 o I i - 5.0
Sacarosa 5.0 - heel ' 4.6
6.0 : > kel 5.5
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En la tabla 5.1.2 se muestra el crecimiento y el ataque obtenido con la cepas MV-
75, aislada de suelo, utilizando el medio de cultivo liquido D, y ademads de los inductores
de crecimiento HDPE grado industrial. (I Crecimiento del hongo en el medio, IT Ataque
(hidrélisis), * poco, ** moderado, *** mucho y ////// sin hidrdélisis y sin crecimiento).

Tabla 5.1.2 Fuente de carbono: HDPE + I. C. 1% (20 dias de incubacién a 30° C y 140 rpm).
: Observaciones

Inductor de pH, I 1] pH¢
Crecimiento A B C D E F
4.0 ) e ) - ) == 5.1
Glucosa 5.0 Rl - * 4.8
6.0 = * £ 6.0
4.0 hid hahed 6.8
Almidén 5.0 hehd * 6.8
6.0 - - en 6.7
4.0 ET T - - 5.2 o
Maltosa 5.0 -re - vy a8
6.0 = * he 5.2
4.0 T hd * 7.3
Lactosa 5.0 hehd * hed 7.5
6.0 - hd * 7.4
4.0 S - b 68
Sacarosa 5.0 hhad e hid 6.6
6.0 - * - 6.0

En la tabla 5.1.3 se muestra el crecimiento y el ataque obtenido con la cepas MV-
75, aislada de suelo, utilizando el medio de cultivo liquido D, y ademds de los inductores
de crecimiento PS grado industrial. (T Crecimiento del hongo en el medio, IT Ataque
(hidrdlisis), * poco, ™™ moderado, **™ mucho y ////// sin hidrdlisis y sin crecimiento).

Tabla 5.1.3 Fuente de carbono: PS + I. C. 1% (20 dias de incubacién a 30° C y 140 rpm).
Observaciones

inductor de pH, ! it pHr
Crecimiento A B8 C D E F

4.0 - Bl 3.8

Glucosa 5.0 heled * 5.5

6_0 = * % 4_6

4.0 - > -% 7.2

Almidén 5.0 fhchahd s 7.1

6'0 EEE L 2 7.4

4.0 - T - 6.5

Maitosa 5.0 hi - hd 6.6

6.0 hd = ** 6.1

4.0 NNy II1111110111111011 4.5

Lactosa 5.0 JIHHITIN 1117 1111111141111711117 5.5

6.0 i hihd 6.1

4_0 oo T T B ) LRk 4.9

Sacarosa 5.0 - : - 4.4

6.0 - -na P 4.8
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En la tabla 5.1.4 se muestra el crecimiento y el ataque obtenido con la cepas MV-
75, aislada de suelo, utilizando el medio de cultivo liquido D, y ademds de los inductores
de crecimiento PVC grado industrial. (I Crecimiento del hongo en el medio, II Ataque
(hidrdlisis), * poco, ** moderado, *** mucho y ////// sin hidrélisis y sin crecimiento).

Tabla 5.1.4 Fuente de carbono: PVC + I. C. 1% (20 dias de incubacién a 30° C y 140 rpm).
Observaciones

Ihductor de pH, ! 1] pHe
Crecimiento A B8 C ' D E . F

4.0 Ee = : =k 6.9

Glucosa 5.0 hibhd hihd b 7.1

6.0 i = bid 7.5

4.0 E : L 6.9

Almidén 5.0 Rhaed : b ashd 7.2

6.0 Eashd > 7.3

4.0 LA B ' - 6.4

Maltosa 5.0 s hd 6.7

6.0 " >k e 7.0

40 . IR . . Niaied 73

Lactosa 5.0 - * 7.1

6.0 * * 7.2

4.0 hihd Radhd 6.6

Sacarosa 5.0 fhd =x 7.9

6.0 hehd -* 7.0

En la tabla 5.1.5 se muestra el crecimiento y el ataque obtenido con la cepas MV-
75, aislada de suelo, utilizando el medio de cultivo liquido D, y ademds de los inductores
de crecimiento PCL grado industrial. (I Crecimiento del hongo en el medio, IT Ataque
(hidrdélisis), * poco, ** moderado, *** mucho y ////// sin hidrélisis y sin crecimiento).

Tabla 5.1.5 Fuente de carbono: PCL + I. C. 1% (20 dias de incubacién a 30° C y 140 rpm).

Observactones

Inductor de pH. i n pH-
Crecimiento A B < D £ E

4.0 ek hahd 4.8

Glucosa 5.0 b bl 7.1

6.0 == b 6.5

4.0 hadahd s 6.7

Almiddén 5.0 bk - 7.4

6.0 ek = 6.9

4.0 == = ' 7.4

Maitosa 5.0 - - . 4.9

6.0 B fadad 6.8

20 . . e . : a4

Lactosa 5.0 hd : == : 7.2

6.0 R - L 72

4.0 H ke s 4.9

Sacarosa 5.0 ; = s 6.5

60 i = . ; b 6.5

TESTS CON
FALLA DE ORIGEN
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Como se observa La cepa MV-75 mostré una actividad muy marcada y un
crecimiento abundante sobre el PET en presencia de glucosa, maltosa y lactosa
sobre todo a pH de 4.0 pero esta hidrdlisis se vio disminuida conforme
aumentaron los valores de pH (tabla 5.1.1); cuando el pldstico fue HDPE la cepa en
general crecié abundantemente presentando gran actividad (5.1.2): con PS la cepa

MV-75 crecié en glucosa y en almidén pero el crecimiento y la hidrdlisis

disminuyeron en presencia de maltosa, sacarosa y lactosa (tabla 5.1.3); sobre
PVC mostré buen crecimiento con actividad muy marcada sobre todo en glucosa a
pH de 4.0 y 5.0 (tabla 5.1.4): en PCL la cepa crecié moderadamente sobre glucosa
mostrando hidrdlisis a los tres pH, creciéd un poco mds en presencia de almiddn
pero la actividad disminuyé y no crecié en forma significativa en presencia de

maltosa, lactosa y sacarosa (tabla 5.1.5).

Se puede observar comparativamente en las tablas del Anexo IIT que el
comportamiento de las cepas fue diferente de acuerdo al p'dstico, el inductor de
crecimiento y el pH de prueba. Asi por ejemplo: la cepa OD-211 se desarrolla
abundantemente en los tres valores de pH y con glucosa, pero no ataca al PET
(Tabia 9.1.1.a), PS (Tabla 9.1.3.a) y PCL (Tabla 9.1.5.a). mientras que bajo las
mismas condiciones presenta poca y moderada hidrdélisis sobre PVC (Tabla 9.1.4.a)
y HDPE (Tabla 9.1.5.a) respectivamente.. Cuando el inductor de crecimiento es
almidén la cepa OD-211 crece abundantemente a los tres valores de pH pero a pH
4.0 no utiliza al PET (Tabla 9.1.1.b), hidroliza en forma moderada al HDPE (Tabla
9.1.2.b) y al PVC (Tabla 9.1.4.b), y poco al PS (9.1.3.b) y a la PCL (Tabla 9.1.5.b) en
los tres valores de pH de prueba. En presencia de maltosa la cepa OD-211 crece

moderadamente en los tres valores de pH pero no hidroliza al PET (Tabla 9.1.1.c),
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presenta poca actividad con poco crecimiento en los tres pHs sobre HDPE (Tabla
9.1.2.c) y PVC (Tabla 9.1.4.c), y sobre PS (datos no mostrados) crece solo a pH 4.0
pero no muestra actividad, y sobre PCL (datos no mostrados) no muestra
hidrdlisis aunque crece moderadamente a los tres pHs. Al probar lactosa, crece
poco a los tres valores de pH pero no presenta actividad sobre PET (Tabile
9.1.1.d). en HDPE (Tabla 9.1.2.d) y PCV (Tabla 9.1.4.d) crece abundantemente y
presenta poca actividad, en PS (Tabla 9.1.3.d) sélo crece abundantemente a pH
4.0 pero no muestra hidrélisis, en PCL (datos no mostrados) crece poco a los tres
pH y no la hidroliza. Finalmente al probar con sacarosa, crece en forma moderada
a los tres pHs pero solo muestra poca actividad sobre PET (Tabla 9.1.1.e) a pH
6.0, en HDPE (Tabla 9.1.2.e) crece moderadamente y presenta poca hidrélisis a
los tres pH, en cambio no hay actividad en PS (datos no mostrados) y PCL (datos
no mostrados), y sobre PVC (Tabla 9.1.4.e) muestra poco crecimiento y poca

hidrélisis.

5.2 Prueba a nivel de Matraz de PVC y PCL impuros y puros

(Utilizando la cepa MV -75)

De acuerdo a los resultados presentados en las tablas (Anexo III) de la
prueba en tubo, se selecciond a la cepa MV-75 (proveniente del canal de Caltongo
en Xochimilco) para efectuar los siguientes estudios; que se realizaron a nivel de
matraz, ya que esta fue la Unica cepa que mostrd crecimiento de moderado a
abundante y una actividad creciente en los tres valores de pH de prueba, sobre

todos los pldsticos en estudio, en presencia de los cinco inductores del

crecimiento.
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Debido a que el crecimiento de la cepa MV-75 fue adecuado a la
temperatura de 30°C, esta misma temperatura se utilizé en todos los
experimentos que se efectuaron. Cabe sefialar que esta prueba, dio la pauta para
fijar el pH de la fermentacién y el inductor de crecimiento que se utilizé en la
prueba a nivel de matraz. Se utilizé glucosa a una concentracion del 1% en el
medio, ajustado a pH 4.5, y en esta prueba se realizaron las comparaciones de
biodegradabilidad de PVC y PCL en estado tanto puro como impuro a diferentes
concentraciones, de esta manera se estudiaron los reactivos impuros en
concentraciones de 2, 4 y 6% y los reactivos puros en concentraciones de 1, 2 y
3%: cabe agregar que en esta prueba la condicién de agitacion no pudo ser

concluyente.

52.1 Fermentaciéon en matraces de 250 mL

En la prueba a nivel de matraz de 250 mL/100 mL de medio se observd
que en el control de glucosa la cepa MV-75 consumié todos los azucares
reductores antes de los 15 dias de incubacién (Grafica 5.2.1.1.e) mientras que, en
el caso de los sustratos impuros cuando se utiliza PVC al 2 % y PCL al 4y 6% los
azicares reductores se consumen antes de los 9 dias de incubacién (Grdficas
5.2.1.1.a y 5.2.1.1.c), y en el caso de los sustratos puros (grado reactivo), PVC al
2% y PCL al 1 y 3% los azicares reductores se consumen también antes de los 9
dias (Grdficas 5.2.1.1.b y 5.2.1.1.d); ademds se observé tanto en el control de
glucosa como en el medio con los sustratos puros e impuros un aumento en el pH,
éste aumento fue mds significativo en el medio que contenia los sustratos dénde

se consumieron mds rdpido los azidcares reductores (Grdficas 5.2.1.2.a - 5.2.1.2.¢e).
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La agitacién a 140 r.p.m. resulté adecuada para el desarrolio del hongo en
este nivel: de tal forma que ésta situacién nos condujo a mantener estos

pardmetros en los experimentos siguientes a nivel matraz.

5.2.1.1 Determinacidon de Azidcares Reductores:

{A. R} megiml.

tiempo (dias)
D2% Ba% 06%

Grafica 5.2.1.1.a Determinacian del consumo de A. R. en el medie Czapek modificado con
1% de glucosa. contenizndo PV grado industrial en concentraciones de: 2. 4 y 6%.

4000

3500 b

3000 g
€ 2500
2

- E 2000

4 g
< 1500 B2 o

1000 { ";

soo| JI% . B
£2% 3 -
o = B
3 = 15
tiempo (dias)
1% ;2% O3%

Grifica 5.2..1.1.b Determinacidn del consumo de A. R. en el medio Czapek modificado con
155 de glucosa, conteniendo PVC grado reactivo en concentraciones de 1. 2 y 3%.
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[A.R. ] meg/mL

tiemnpo (dias)
52 2% 4% 6%

Grafica 5.2.1.1.c  Determinacién del consumo de A. R. en el medio Czapek modificado.
conteniendo PCL grado industrial en concentraciones de 2, 4 v 6%

{A.R] megimL

3 =] 1S
tiemoo (dias)
1% - 2% a3%
Grifica 5.2.1.1.4  Determinacion del consumo de A. R. en el medio Czapek modificado,
conteniendo PCL grado reactivo en concentraciones de 1, 2 v 3%.
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Grafica 53211 e Determinacidn del consumao de AR en el medio Crapek
con 1% de glucoss v sin material plastico
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b.2.1.2 Determinacion de pH

7+
S
5
4
= 4
3
24
1 4
o ~
3 9 15
tiempo (dias)
Q2% 4% 06%

Grifica 5.2.1.2.a Variacién del pH en ¢l medio Czapek modificado conteniendo
PVC grado industrial en concentraciones de 2, 4 y 6%

(-3

pH
]

04N

tiempo (dias)

o1% 2% 3%

Grafica 5.2.1.2.b Variacion del pH en el medio Czapek madificado conteniendo
PVC grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y3%.
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pH
C - NWaAMOON

3 9 15
tiempo (dias)
B82% 4% a6%

Grifica 5.2.1.2.c  Variacion del pH en el medio Czapek modificado conteniendo
PCL grado industrial en concentraciones de 2, 4 y 6%.

7
6
S
z 4
3
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1
o
3 9 15
tiempo (dias)
21% |2% Q3%

Grsfica 5.21.2.d  Variacion del pH en el medio (zapek madificado conteniendo
PCL grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y3%.

pH

tiemnpo (dias)

Grifica 5.2.1.2.e Variacion del pH en el medio Jzapek madificado
con 1% de Glucosa y sin material plistico
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5.2.2 Fermentacién en matraces de 500 mL

En los matraces de 500 mL/200 mL de medio se repitieron las mismas
condiciones que en los matraces de 250 mL, aqui el estudio se complementd con el
rendimiento de biomasa. El incremento en el volumen de fermentacién, se efectio
con el objeto de fijar mas apropiadamente algunas condiciones y/o pardmetros para
el escalamiento a nivel de fermentador. Aqui, como en los matraces de 250 mL/100
mlL de medio, se observé una disminucién de aziicares reductores, los cuales se
consumieron totalmente a los 15 dias de crecimiento, resultados muy similares a los
observados en el volumen menor de medio, dénde el consumo fue de 100%. Asi en el
caso de los sustratos impuros cuando se utiliza PVC al 4 y 6% y PCL al 2 y 4% los
azucares reductores se consumen casi totalmente antes de los 12 dias (Grdficas
5.2.2.1.ay 5.2.2.1.c), y en el caso de los sustratos puros, PVCal 1% yPClLal 1, 2 y 3%
la glucosa no se ha consumido totalmente a los 15 dias de incubacidn (Grdficas
5.2.2.1.by 5.2.2.1.d), por otro lado el pH en general tendié a bajar tanto en el control
de glucosa como en el medio con los sustratos puros e impuros, aunque ésta bajada

fue ligeramente mds marcada en el medio que contenia los sustratos de PVC impuro y

puro con respecto al control (Grdficas 5.2.2.2.a- 5.2.2.2.d).

5.2.2.1 Determinacién de azucares reductores:

T

|A. R megimL

11T

14 16

tiempo (dias)

——2% —|— 4% —a— 6% —»— Glucosa 1%

Grifica 5.2.2.1.a Comparacion del consumo de A. R. en el medio Crapek modificado conteniendo
PVC grade industrial en concentraciones de 2, 4 y 65, utilizando la cepa MV-75.
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[A. R megiml.

[A. R.] meg/ml.

o -+ T g T T
o 2 4 (] 8 10 12 14 16

tiempo (dias)
—— 1% —.— 2% ~—h—— 3% —¥—Glucosa 1%

Grifica 5.2.2.1.b Consumo de A. R. en el medio Crapek modificado conteniendo
PVC grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y 3%.

12000
10000
8000
6000
4000
2000

16
tiempo (dias)
—— 2% —8— 4% —&-— 6% —¥— Glucosa 1%

Griafica 5.2.2.1.c Consumo Jde A. R en el medio Czapek modificade conteniendo
PCL grado industrial en concentraciones de 2, 4 y 6%

0 4 T -
[} 2 4 6 8 10 12 14 16

tiempo (dias)
—— 1% —.— 2% - 3% —»— Glucosa 1%

Grifica 5.2.2.1.d Consumo Jde A. R. en el medio Czapek modificado conteniendo
PCL grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y 3%,
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5.2.2.2 Determinacién de pH

S

25 4 — - - - - .
o 2 4 6 8 10 12 - 147 18
tiempo (dias) : AR :

——2% —— 4% —a—— 6% +Glucosa 1%

Grafica 5.2.2.2.a Variacién del pH en el medio Czapek modnﬁcado a da(erentes,
concentraciones de PVC grado industrial (2,4 y 6% .

4.5
4.2
3.9 ~

3.3
3 it i =N

2.7 -
o 2 4 8 8 10 12 14 16

tiempo (dias)

—— 1% —— 2% --x - 3% —»— Glucosa 1%

Grafica 5.2.2.2.b  Variacion del pH en el medio Czapek modificade a diferentes
concentraciones de PVC grado reactivo (1. 2 y 3%).

e S e e L L.

=] 2 4 [ 8 10 12 14 16
tiempo (dias)

——2% —a— 4% k- BY% —»— Gilucosa 1%

Grifica 5.2.2.2.c  Variacidn del pH en el medio Crapek modificado a diferentes
concentraciones de PCL grado industrial (2, 4 y 6%2
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16

tiempo (dlas)

—— 1% —-— 2% —a—— 3% —¥— Glucosa 1%

Grifica 5.2.2.2.d  Variacidn del pH en el medio Czapek modificado a diferentes
concentraciones de PCL grado reactivo (1, 2 y 3%).

5223 Cuantificacién del Crecimiento [Proteina final]

Respecto a la determinacién de la concentracion de proteina fingica se
cuantificé a los 15 dias de incubacidn, esto se realizé con el propdésito de calcular
el rendimiento de biomasa en forma indirecta, ya que no se pudo hacer con un
método directo (peso seco) debido a que en el medio hay sustrato pldstico que
causa interferencias. Se observé un fenémeno interesante porque al utilizar PVC
impuro el mayor rendimiento se obtuvo en la concentracién de 6% mientras que al
utilizar el sustrato puro el mayor rendimiento se observé en la concentracién de
1%: por otro lado al utilizar PCL impura no hubo variacidn significativa de acuerdo
a la concentracién del sustrato y al utilizar PCL pura el mayor rendimiento se
obtuvo en la concentracién de 3%. De acuerdo a los resultados anteriores
(Grdfica 5.2.2.3.1) suponemos que al utilizar PVC impuro el rendimiento es mayor
conforme aumenta la concentracién debido a que este sustrato contiene aditivos

que quizds favorecen el crecimiento del microorganismo, y sin embargo, al utilizar
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PVC puro el mayor rendimiento se da a menor concentracién debido a que

posiblemente el cloro de la molécula sea téxica para el microorganismo, asi mismo,

al utilizar PCL impura el rendimiento es muy bajo sin importar la concentracion,

esto pudiera deberse a que los aditivos de este sustrato no son accesibles para el

hongo y esto limita el crecimiento, cuando este sustrato se encuentra puro el

rendimiento aumenta conforme aumenta la concentracidn y esto se debe a que es

una molécula sencilla hidrolizable por el microorganismo.

PVCP 1%  [faosssire e coss ftoanc s
PVCp 2% iiixticrena 0.3 '5
PVCp 3% w0.191

PVCi 2% : 21 2rs gm0l 429

Pvci 6%
PCLp 1% :

PCLp 2%
PCLp 3%
PCLi 2%
PCLi 4%
PCLi 6% 33190.114

[Sustrato} (%) ]

Glucosa 1% 4“'|‘°'|""|"“""" -.:xn......llo 7

P

[o]

0.5

0.73 J
|

PVCi 4% Gmn..-.vh.ﬁa.qruq-.n.xnmi..,ulLbu-nsl1 192
Y Do 338 8 2

1

1

Y b/x% I
2 14 D wa 43 4.5, i as1 B DAVt 155 pun i m D 348
253 2.039
1.5 2 2.5

Y(%)

Grifica 53.2.2.531 Comparacicn de la produccidn de hiomasa en el medio Czapek madificado,

utilizando PVC y PCL

grado industnal y grade reactivo a diferentes concentraciones

v alos 15 dias de fermentacion.

Estos datos indicaron la concentracién de los sustratos puros a utilizar en

la dltima prueba de este trabajo a nivel de fermentador de 1000 mL, asi en esta
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prueba se pudo determinar que e! PVC puro en concentracion de 1% y que la PCL

en concentracion de 3% serian las concentraciones adecuadas a utilizar. Es

importante hacer notar que para el cdlculo de Yb/x se tomd en consideracién

exclusivamente el consumo de glucosa. Cabe mencionar que las condiciones de la

fermentacién fueron las mismas que en la prueba de menor volumen, es decir: pH

4.5, temperatura de 30° C a 140 r.p.m. y Glucosa como inductor de crecimiento al

1% en el medio de fermentacidén.

5.3 Prueba a nivel Fermentador de 1000 mL con PVC y PCL puros
(Utilizando la cepa MV-75)

5.3.1

[A-R.)meg/mL

Determinacidn de Azldcares Reductores

10800
9600
8400
7200
6000
4800
3600
2400
1200 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16
tiempo (dias)
—e&— Glucosa 1% —&—PVC 1% Gr —#— PCL 3% Gr

Grifica 5.3.1.1. Consumo de A. R. en el matraz con glucosa y en el medio con
diferente plastico grado reactivo.
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5.3.2 Determinacién de pH

2 T - 3 T T —

o} 2 4 (=3 8 10 12 14 16
tiempo (dias)
—@®—Glucosa 1% —&—PVC 1% Gr —- - PCL 3% Gr
Grafica 5.5.2.1. «.omparacidn de las cinéticas de pH en el medio de fermentacidn y adicionado

de PV 1% y PCL 3% grado reactivo.

5.3.3 Determinacién de la Actividad Hidrolitica: Esterasa

En e%fq prueba también se midié la actividad de esterasa y se observé una
mayor acfi;/iaéd en el caso de la PCL a los 10 dias de la fermentacion (Grdfica
5.3.3.1); asi a mayor volumen gastado es mayor la actividad esterasa esto se
explica al considerar que la actividad esterasa se midié indirectamente como la
liberacion de dcido orgdnico que proviene de la hidrdlisis de la molécula de

policaprolactona. En el PVC la actividad de esterasa es mds o menos constante y
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comparando esta cinética con la de crecimiento (Grdfica 5.3.4.1) se puede

observar que ésta se encuentra parcialmente asociada al crecimiento.

10

V NaOH (mt)

LN,

o 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20
tiempo (dias)

—&—PVC 1% Gr ~—8—PCL 3% Gr

Grifica 5.3.3.1. Comparacidn de la variacidn de 1a actividad de esterasa en los medios
de fermentacisn de PV 15 y PCL 3% grado reactivo.

5.3.4 Cinética de Crecimiento

Cabe sefalar que en la cinética de crecimiento (Grafica 5.3.4.1) se llega a
observar un comportamiento diduxico muy claro, ya que entre el tercer y sexto
dia se mantiene una meseta para las tres condiciones, la cual dura
aproximadamente cuatro dias, manifestdndose un crecimiento logaritmico solo en
PVC puro y PCL pura al sexto dia. Para PCL pura el crecimiento fue
sustancialmente mayor en comparacién del PVC puro, llegando a tener a los 12 dias
una diferencia de crecimiento de hasta 600 Og/mlL de proteina. Sin embargo,
después de este tiempo la cepa no mantiene una fase estacionaria prolongada,

mds bien empieza a declinar, en una forma bastante abrupta. Cuestién que sin
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lugar a dudas es un desbalance celular que da lugar a la lisis del hongo

filamentoso.

1200

1000

N
/

800 - f(

600

400

[proteina) meg/mL

200

o

[s] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
tiempo (dias)

—&— PVC puro —&— Glucosa ---%- - PCL pura

Grifica 5.3.4.1. Comparacidn de la cinética Je crecimiento de la cepa MV-75 en el medio
de fermentacién utilizando PViI 1% y PCL 5% grado reactivo.

Por lo anterior, la liberacién de los componentes celulares de la cepa MV-
75 al medio, causa seguramente que el pH del medio se afecte y lo que podemos
tener aqui es un efecto potenciador en la medicién indirecta de la actividad
esterasa, ya que como se menciono anteriormente con PCL pura la actividad
esterasa resulté ser muy alta. Aunque no hay que perder de vista que solo con PCL

se obtuvo un crecimiento sobresaliente sobre el sustrato.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

74



5.3.5 Determinacién de la cantidad de O, disuelto (OD)

Finalmente en la prueba a nivel de fermentador de 1000 mL se midié la
cantidad de oxigeno disuelto en % (Grdfica 5.3.5.1), aqui observamos la
confirmacién de lo que observamos en las cinéticas de crecimiento (Grdfica
5.3.4.1), ya que el consumo de oxigeno es una medida mds directa del metabolismo
del microorganismo, lo cual nos da una idea mds clara de la asimilacién de los
azicares reductores y de los pldsticos en estado puro. Podemos aqui considerar
que el consumo de oxigeno es directamente proporcional a la degradacidn, dénde
se nota que la cepa MV-75 degrada en primer lugar los aziicares reductores
como era de esperarse, aunque los degrada mds rdpidamente en presencia de PVC
puro en comparacién de PCL en presencia de la cual los degrada mds lentamente.
Cuando los azidcares reductores se han consumido totalmente se observa un
aumento en la cantidad de oxigeno disuelto, asi este vuelve a disminuir en el
momento en que el microorganismo utiliza los sustratos pldsticos en estado puro,
tal disminucién se hace mds notoria en el caso del PVC. En el caso del control de
glucosa la cantidad de oxigeno disuelto una vez que aumenta hasta 100 % no
vuelve a disminuir por lo que en la cinética de crecimiento se observa solo una
meseta, pero al utilizar PVC la cantidad de oxigeno disuelto aumenta sélo hasta
80% a los 12 dias de incubacidn y disminuye hasta 2% a los 18 dias de incubacidn
mientras que en la cinética de crecimiento se observa una segunda fase
logaritmica al sexto dia: por otra parte al utilizar PCL. la cantidad de oxigeno

disuelto aumenta hasta 100% a los 14 dias de incubacidén y disminuye solo hasta
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50% a los 18 dias de incubacién observdndose una segunda fase log al mismo

tiempo que en el PVC.

120
100
80

60

0.D. (%)

40

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

tiempo (dias)

—&—Glucosa 1% —&—PVC 1% Gr k- PCL 3% Gr

Comparacion de la cantidad de oxigeno disuelto en el medio de fermentacion

Grafica 5.5.5.1.
utilizando PVC 1% y PCL 3% grado reactivo.

i
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5.4 Observaciones con Microscopio Electrénico de Barrido

Las observaciones con microscopio electrdnico de barrido revelaron que
efectivamente los materiales pldsticos PVC y PCL grado reactivo sufrieron un
deterioro en la superficie, haciendo notar que en el caso del PVC se observa un
dafio fisico en la estructura del material aparentemente provocado a nivel de hifa

y en el caso de PCL el dafio parecer ser ocasionado de la misma forma.

Material: PET impuro
Observacidn panoramica de un esporangio.
Se observa también abundante crecimiento sobre I3

superficie del plistico aunque sin dafio visible.

220X

TESIS CON
FALT* T7 7Y

Material: PS impuro

Observacion de |3 hidrdlisis del material ocasionada porlas
enzimas producidas por el hongo desde 1z orilla hacis el

centro
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Material: PSS impuro

Acercamiento del dafio provocado por hidrélisis que se
presenta en la superficie de este plastico.

200X

TESIS CON
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Material: PS impuro

imagen de un hueco completo provocado por hidrslisis
con esterasas del hongo y situado en la orilla del polimero.

720X

Materal: PV impuro

Orbservacion de la superficie del plastico después de 15 dias
del ataque del hongo. Se observan las hifas, algunas esporas

del honge v hacia el centro de la imagen un daiio muy
marcado

1300 X
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Material: POV impuro
Observacion de la supetficie del plistico con una visién
clara del daffo provocado por las esterasas del hongo sobre

el material.

1000 X

Material:  PCV impuro

Observacidn de la superficie del plastico con crecimiento y
con daio.

400 X
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Material.  PCL impura

Obsenacion de la superficie de policaprolactona pura v sin
crecimiento del hengo. (Blanco)

1000 X
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Material: PCL impura

Observacion del plastico con crecimiento fingico, dénde
se puede apreciar el efecto del crecimiento de las hifas sobre
» el material y el dafio en el mismo. .

1000 X

Material: PVC puro
Observacién de PVC puro y sin crecimiento (Blanco).

440 X

TESIS CON

FALLA 7 7TCEN

Materal: PV puro

Se observa crecimiento sobre las particulas de PVC puro,
dénde &ste se ve envuelto y presenta dano.

600 XN
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Material: PCL pura

Observacion de la superficie de PCL pura sin crecimiento.
(Blanco)

100 X

Material: PCL pura

Observacion de la supetficie de PCL pura con crecimiento
del hongo, se puede ver el crecimiento de una hifa que
origina dafo a sus alrededores.

1600 X

TESIS CON
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Material: PCL pura

Obseivacidén de la supetrficie de PCL pura dSiide se
observa un dafio evidente/ocasionado por el hongo

1600 X
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Conclusiones

De 577 cepas se seleccionaron 28, qQue mostraron mayor
crecimiento y/o mayor actividad sobre los pldsticos de prueba (PET,
PEAD, PVC, PS y PCL en estado impuro) en medio minimo liquido sin
inductor de crecimiento.

De las ocho cepas elegidas que se probaron en tubo con medio
minimo liquido con inductor, se puede concluir que la cepa marcada como
MV-75 provenientes de Xochimilco, fue la cepa que mostré mayor
capacidad de hidrélisis sobre los materiales pldsticos.

Las observaciones con MEB revelaron un notable deterioro de la

superficie de los pldsticos PVC, PS y PCL en estado impuro.

Atendiendo a las caracteristicas macro y microscépicas de la
cepa MV-75 se logrd identificar como Aspergiflus sp.

De los resultados obtenidos en la prueba en tubo se determing
que el pH a utilizar en la siguiente etapa (a nivel matraz) seria de 4.5
y que el inductor de crecimiento mds adecuado seria glucosa, asi
también se concluyd que la temperatura de 30° C fue la adecuada para

el desarrollo de Aspergillus sp. MV-75.



De los resultados obtenidos en la prueba a nivel matraz, dénde se
probaron PVC y PCL en estado tanto puro como impuro, se puede
concluir que en forma general los Aziicares Reductores se consumen
mds rdpidamente en presencia de los pldsticos que en el matraz con
glucosa.

En la prueba a nivel matraz se obtuvo un buen rendimiento de
biomasa en PVC Gi 1% (Yb/x = 0.737%) y en PCL Gi 3% (Yb/x = 2.03%),
dénde las condiciones de crecimiento fueron: Temperatura 30 °C, pH
4.5, agitacién 140 rpm.

De los resultados a nivel fermentador (Temperatura 30 °C, 1
VVM, pH 4.5 del medio Czapek 1% glucosa), dénde se probaron PVC y
PCL puros se comprobd gile estos materiales son utilizados por el hongo
filamentoso una vez que ha consumido casi o totalmente los Azicares
Reductores, se originé una segunda fase log y paralelamente se observd

un claro incremento en el consumo de oxigeno de la cepa MV-75..

Tanto en PVC como PCL se observé actividad esterasa, sélo que
en el caso de PCL dénde la actividad es muy alta, no resulta clara debido

a que en el crecimiento se produce evidentemente una lisis celular.

Las observaciones con MEB de PVC y PCL en estado puro revelaron una

deterioracion de la superficie de estos materiales.
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7. ANEXO I: Simbologfa y Abreviaturas

»

e

e

LI71701777077 -

PET
PEAD
- PVC
pcL
PP
PS
PEBD
PVCGr
PVC Gi

PCL Gr & PCL

PCLGl v
Yb/x %
ng/mL

[Glucosal”

Polxetllcnt cﬁalato

Poco

» Modcrado

5 Sln hldrollsxs y.sin, crccxmrcnfo

impura
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OD (%)
°.C

N

'Abs
uL

pHs:
VVM

Pellcts

Cantidad de oxigeno disuelto en %
Grado centigrado

Normalidad

Absorbancia

Microlitro

minuto

gramo

Microscopio Eledréniéé kdo: barrido .

No. de revoluciones porminuto -

Azdcares Rcdu ctores

Concentracidn de azdcares reductores -

umen de medio en un

‘Conglomerados celulares -
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8. ANEXO I: Medios y plisticos utilizados:

I El medic de cultivo utilizade en las prucbas para estc estudio fue el
recomcndado porla ASTM.5 cuya composlclon qulmlca es la siguiente:

Mgs5Os e 7H20"

NHiNOs ..

Naclm . Q0059
FeSO: @ 7HO" . . 00024
ZnSOs @ 7H20" e . Q0029
MnSOa @ HaO™ Lottt O.CO1yg
HaO destilada ..o e 1000 mL

v ). T. Baker Analysed” reactivos
Las modlﬁcaaones quc se hicieron al medlo durante el trabajo Fucron las stgulenfcs
1. Medlo hqutdo Ax

Se'le agregd una’ mczcla plastlcos 1,2, 5, 6 y 7 ¢n un potccnta]e de 5%y se
homogcmzo con ‘agitacién por 15 minutos.. L

2. Mcdxo solldo Bl e CE
Se agregd agar (Difco) al 1 5%: (1: O g) mas una mc7c|a dc los plastlcos 1, 2,.3,.6y7
en un porc&nfa]e de 2. 5% . : i S )

3. Medio hquldo C . : s
El medio liquido con la composlcton scnalada y se adxcxono en los tubos con u na tira
de 1.5 cm x- 6 ¢t de los plashcos 12,5 ,6, & 7. N .

4. Medio liquido D: o :

Es el medio indicado en el punto anferr
lactosa, maltosa ©-sacarosa en:un. po)ceh
*). T. Baker Analy7ed" lcactlvos)

V. Fu 'adlClonadO con glucosa ‘almidsn,
(Todas las fuentes de carbono- Fucron

El me’diq mincral se esfcrilizo;cn aufoclavc a 15 libras de presion durante 15 minutos
y 1a mezcla delos plasticos se agregs al medio enfriado previamente 2 40-45" C.
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1. El medio ut:hzado para el manfemmlcnfo dc las cepas fue: agar papa-dextrosa

(Bloxon)

1. El mcdlo uthzado en la ldentlﬁcacron dc a,ccpa =7 ‘
Se _mezclaron 50, g de harina de mafz er 800 :m ‘d 'agua dcshlada
Ada ‘la noche: se cale
g de agar (DnFco) ys - cal,

- refrigerad
adxcxonaro

V. El ‘roedio dé Fermcntaclon utilizado paraila

e aFo

ebas’a’ nxvel matraz y- a mvcl de

Fcrmcn‘kadon fué: Medio Czapek hquldo modlﬁcado (con 1% de Glucosa)

10.049g

CeHizO4s” :
NaNOs’ . 5.04g"
KzHPOL . . 109
MgSO. & 7H20° 0.5g =

Nacl

FeSO: @ 7H:0°

H20 destilada

Ong‘ . :
i OO g
1000 mL'

-

“J T Ba ker Analy:«vcd’ rcactxvos _ﬂ S

Los plasticos grado reactivo utilizados Fueoon de o xg n romercxal ('Fluka Chemica, S. A.):

Pelicaprolactona: Me ~10 OO0 (PCL Gr)
Cloryre de Polivinile de bajo pcso molgqt]

Los plisticos grado industrial utihzados fueron:

1. Polictilentereftalato (PET) grado envase. -

2. Polietileno de Alta Densidad (PEAD) érado envase.

5. Clorure de Polivintio (PVC) grado envase.
6. Poliestireno (PS) grado envase.

7. Policaprolactona (PCL) grado ﬁbra

Nota: “1 PET", "2 PEAD". 5 PVC”
(Society of Plastics Industry).

_,..ts'oo'o (PVC G).
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9. ANEXO I(il:~

Prucba en Tubo

En cstas tablas se mancla fanto cl crecm—ncnfo de los hongos filamentosos en el

medlo a como el ataque dc los mtsmos sobre el plastlco (I); ast en estas tablas se pueden

observar los rcsultados cuahtaflvos obtcmdos en esta prucba

1N

" Observaciones: Prueba en tubo

pHi: pH inicial
pHE pH final
Crecimiento del hongo en el medio:
A En pellets. 4_:_“5
B: Sin pellets. -!
C: En |3 superficie. B

Hidrslisis del hongo sobre el plastico:

mme

En todo el plastico.

S
Exclusivamente en los extremos.

Exclusivamente en una parte de I3 superficie

.

-
i
i
i
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9.1.1 Plistico de prucha: PET CPolictilentereftalato)

En las tablas (9.1.1.a - 9.1.1.e) se muestra el crecimiento y el ataque obtemdos con las cepas MV-75,
MV-116, OD-211, CG-313, CG-221, CG-4235, TB-124 y TB-251, aisladas de suelo, utilizando el medio de
cultivo liquido D, y ademis del inductor de crecimiento PET grado industrial. (1 Crecimiento del hongo en el
medio, 1l Ataque Chidrdlisis), ~ poco, ** moderado, *** mucho y ////// sin hidrélisis y sin erecimiento).

Tabla 9.1.1.a Fuente de carbono: PET * Glucosa 1% (20 dias de incubacidon a 5307 C y 140 rpm).

Observaciones
Cepa PHI 1 11 PHT
A [ ® T c ) I E 1 (3
2.0 v e 6.18
MV-75 s.0 - Lidd 7.36
ar . . 8.26
> T 8.15
- - ves 5.19
- ees 8.50
es THIITITIIINL 1011111110111 000 01 5.05
bk Yiiddiaiiaauiiiis 8.32
hddd T TN 8.43
r oo B8.90
- ces 8.50
- - e 8.71
- v 4.82
- .- 4.20
- NS A 4.37
e E gy 8.91
P4 ) JEURSE N N/t 9.05
e e - 9.10
IO - 4.81
LETIRARR - 6.85
hd hd 6.47
. B - - 3.76
- uligguiiniguiaais 3.80
hihihd P T I T 5.72

Tabla 91.1.b Fuente de carbono: PET + Alrﬁidén 1% (20 dfas de incubacidn a 307 C vy 140 rem).
Observaciones

1 13
A e 1T € o] E | —°F

Cepa PHI PHSI

MV-75 5.0

e

e

Nbjuw

MV-116 s.0 «

g

oOoD-211 5.0

JINIHEIEIITII 111700 E10E0007
Vs

o viv o o|;

CG-313 5.0

CG-221 s.0

cG-423 5.0
HLEIII S i e T

TB-124 s

TB-251 s.0- DS ) . ’
6.0 . LI 100 01111110

NN Nl bl 0 0lu s wie o olo o ofloyelve s

SN R} (VTR (VRVY 1)
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1% (20 dias de’

Tabla 9.1.1.c° Fuente de carboino: PET + Maltosa

fhcubacion a 307 C vy 140 rpm).

- Observaciones - -
Cepa -7 T R I - pHE -
3 E- | I8 (3 ;
By es 6.2 .
MV-75" : 8.4 .
T 7.0
. - 5.9
©MV-116 5.8
T = 7.9
i 7.4
TN 7.4
1777 i 2.9
TN 5.2
TN 5.9
/7 5.7
o a1
L CG-221 - 3.3
e - 4.0
i b LN 4.5
. LA i 8.5
LRI LI il 2.2
y R N - (X3 6.6
L TB-124 o . - 6.7
. R s . o7
e TIHTTTTTIT I 777 Yz 6.4
.TB-2517 - Y aiiia 5.5
IR hal L, 7.2

Tabla

% (20 dias de incubacién a

507 C oy 140 rpm2.

9.11.d Fuenta de carbono: PET + Lactosa 1

Cepa

Cuservaciones
L

PHT

K
c 51 € | F

MV-75

e

MV-116" -

g

op-211 7

LI

i

7T
s

€G-313 |

-

cG-221

v

CG-423

b LI 1001
LN
¥77771017177171711117

TB-124

.o

TB-251
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Tabla 9.1.l.e Fuente de carbono: PET + Sacarosa 1% (20 dias de incubacidn 3 307 C v 140 rpm).

Observaciones

Cepa PHI 1 i1 pHf

A I B | [ D I (3 I F
40 v . 5.0
MV-75 5.0 . .. 4.6
6.0 hikd had 5.5
4.0 - - e a5
MV-116 5.0 . b A 4.7
6.0 hd b 4.4
4.0 > i n 6.7
oD-211 5.0 b gl 7.2
6.0 hd hid hd 7.1
4.0 . v 6.9
€G-313 5.0 - - 5.8
5.9
T .. 4.6
CG-221 ed 4.5
X ) hd 4.3
. . AR 71
C€G-423 I 7.6
5 7NN 7.6
e .- 6.9
TB-124° 3 > 5.6
: .ew 5.4
- 4.9
TB-251 hod 5.3
hehal 6.4

9.1.2 Plistico de prucba: HDPE (Polictileno de alta densidad)

En las tablas (9.1.2.3 - v.1.2.€) se muestra el crecimiento v el ataque obtenidos con las cepas MV-75,
MV-116, OD-211, CG-315, JG-221, JG-4235, TB-124  TB-251, aisladas Jde suelo, utilizando el medio de
cultivo liquido D, y ademas Jdel inductor de crecimiento HDPE grado industrial. (I Crecimiento del hongo en
el medio, 1l Atagque Chidrélisis). * poco, ** moderado y *** mucho).

Tabla 9.1.2.a Fuente de carbono: HDPE+ Glucosa 1% (20 dias de incubacidn a30” C y 140 rpm).

Observaciones

Cepa pHi T T3

a1 8 [ ¢ o [ € [ F

2.0 s < e

Mv-75 s0 . ..
o e N -

g -~ [

pHT

MV-116 5.0

6.0 ves . .

X 0 -
oD-211 5.0 * - .
6.0 bl vn

e

CG-313 5.0

CcG-221 5.0 d

- CG-423 5.0

TB-124 5.0

T8-251 5.0

TESIS CON 91
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1% 20 dias de incubacidn a

Tabla 9.1.2.b Fuente de carbono: HDPE +almidén

Cepa

PHI

Observaciones

LY I

c

o 1 & [ F¥

MV-75

e
..
e

e
-
vou

S Mv-116

CLd
-
e

‘op-211”

ole s a]e aafe

ceiaz

CG-221

»

CG-423

T7TITITTITIITI
I,

. TB-124

TB-251

Tabla

9.1.2.¢c

30" C v 140 rpm).

Fuente de carbono: HDPE + Maltosa 1% (20 dias de incubacidn 3 307 C vy 140 rpm).

Cepa

PHI

Observ.

aciones

A |

[

D

[ 1,1

Mv-75

0

-

MV-116

ve

.o

-

OD-211

€G-313

cefe sy

CG-221

CG-423

LTI 707
0
17772117 71117111111174

TB-124

.o

TB-251

..

KT
quiaida

i o wlov 0 ol
o0 O {0V NGO

TESIS CON
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Tabla 9.1.2.d Fuente de carbono: HDPE + Lactosa 1% (20 dias de incubacion a 30° C i 140 rpm).

e

W Nl

: .1
JIIHHITITIL I 6.7
I, 2

/i 2.1
v .0
; 1
3
1.,
6.9
7.0 =
6.8
6.8
6.9

Tabla 9.1.2.e Fuente de Cérborvcié'H DPE * Sacarosa 1% (20 dias de incubacién a 307 C y 140 rpm).

: . Observaciones K

Cepa . - o ST pHET I I PHI
e A 1 B T C. [+ I € I F

3.0 - rLRl - i 6.8
MV-75 R X con - o> 6.6
6.0 ore - .e 6.0
20 - = 3T = 5.4
MV-116 ‘5.0 i - . 5.3
6.0 : .o - . 5.3

4.0 .= - 7.9
ob-211 5.0 : . M 7.8
6.0 - hd 7.2
3.0 - 5.0
CG-313 5.0° M . 4.8
. 6.2
- 56
cG-221 . 3.8
.o 4.9
121411011077011211071 8.5
€G-a23 LUTLL0012120071111801 7.8
/711NN 7.5
g 4.5
TB-124 WI1I1I110002001027 S.0
LI 5.0
< 4.8
TB-251 .o 4.7
. 1.9
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9.1.3 Plistico de prucbka: PS (Poliestireno)

En las tablas (v.1.5.a - 9.1.3.b) se muestra el crecimiento y el ataque obtenidos con las cepas MV-75,
MV-116, OD-211, CG-313, CG-221, CG-4235, TB-124 y TB-251. aisladas de suelo, utilizando el medio de
cultivo liquido D, y ademas del inductor de crecimiento PS grado industrial. (1 Crecimiento del hongo en el
medio, Il Ataque Chidrslisis), * poco, ** moderado y *** mucho).

Tabla 9.1.3.3 Fuente de carbono: PS + Glucosa 1% (20 «dfas de incubacidn 3 30 C v 140 rpm)

Observaciones
Cepa pHi I 33 pHT
A 1 B | _C D T 3 I F
a0 — ~ee 3.8
MV-75 : 5.0 o * 5.5
.0 - .. 4.6
a0 D - D 5.0
MV-116 5.0 - .- . a4
) - 6.0 .o - 4.9
4.0 JHLHININ11 1 6.7
5.0 i 7.0
6.0 §77717017T 11711771114 7.6
40 < g o 6.0
s.0 - . . . 5.0
o . .. .o . 5.1
4.0 3 ve - 5.3
s.0 - .- - 5.4
6.0 . . . 4.1
3.0 T s PIITITIT11717 77
5.0 . R . L0000800L 10110001 7.6
6.0 : bk W727117111111111711114 6.8
a0 - — o - )
5.0 . . . . 50
6.0 . Ve . . ae
N 3.0 - - v 4.7
TB-251 5.0 . N . S.3
60 .. . . 4.9

Tabla 9.1.5.b Fuente de carbono: PS + almidan 1% (20 dias de incubacién 3 307 Cy 140 rpm).

Observaciones
Cepa pHI 3 I PHT
A T _ 8 ] < D T € | 4

50 0 e s 33

Mv-75 s.0 iads . 71
6.0 “re ess 7.4

2.0 o v v 5.6

Mv-116 5.0 ° b . . 6.1
6.0 .- . . 56

3.0 . . K 7.3

oD-211 5.0 .- . . 2.4
6.0 .- . . 6.6

4.0 = - - 6.5

€G-313 5.0 . . N 6.1
6.0 b LU 1] 4.8

3.0 e Jpaag 4.3

€G-221 s.0 .- o . 4.9
6.0 el - - 4.2

4.0 B 7.2

C€G-423 5.0 see A 7.4
6.0 LU I 5.7

4.0 M N 6.1

TB-124 s.0 *e . 6.1
6.0 . L 5.8

4.0 M . 5.6

TB-251 5.0 X riguiainia S.8
6.0 - K77717117111771177411 S.9

o4




9.1.4  Plastico de prucha: PVC (Policloruro de vinilo)

En las tablas (V.1.4.a ~ 9.1.4.€) se muestra el crecimiento y el ataque obtenidos con las cepas MV-75,
MV-116, OD-211, CG-3135, CG-221, CG-423, TB-124 y TB-251, aisladas de suelo, utilizando el medio de
cultivo liquido D. y ademis del inductor de crecimiento PVC grado industrial. (1 Crecimiento del hongo en
el medio. 1l Ataque Chidrdlisis). * poco. *° moderado y *** mucho).

Tabla 9.1.4.a Fuente de carbono: PVC + Glucosa 1% (20 dias de incubacién a 307 C y 140 rpm).

Observaciones

C D

3

pHr

e

.

Tew
oo

0
..
e

Hopelnsvooolnye
W NE N0t Y

Tabla 9.1.4.b Fuénte de carbono: PV + Almidan

1% (20 dias de incubacién a 5307

B Observaciones

Cepa pHi T 31 pHF
: A I e [ [=) i € I F
4.0 . - 6.9
Mv-75 5.0 oo avs 7.2
. 6.0 b - 7.3
) 4.0 - . 6.8 -

MV-116 5.0 .. . a2
i 6.0 b . 8.2
4.0 - - - 7.7
OoD-211 50 .o .. e 8.7
6.0 . .e .. 22
a0 = > =T 8.0
€G-313 5.0 .. .- 8.8
6.0 b b 8.5
: - 4.0 - 2.7
€G-221" " 5.0 .. 2.9
! 6.0 .. 4.6
- T a.0 = a1
€G-423 ‘s.0 . 5.1
- 6.0 .- 8.4
- 4.0 - 6.4
TB-124 5.0 .- 7.5
: 6.0 .o 7.5
: 4.0 - v 4.4
TB-251 5.0 .. - 7.1
6.0 hid s 7.9
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FALLA DE ORIGEN

95



Tabla :9.1.4.c -Fuente de carbono: PVC + Maltosa 1% (19 dias de incubacién a 307 C vy 140 rpm).

Observaciones
Cepa ' pHi I I pHr
: - - A I [ I c [5) I € I F
- BE '4.0 -
Mv-725 | s0 b
- 6.0
PN 4.0
MV-116 :° 5.0,
Lt o0

- OD-211°

CG-313

ce-221

cG-423

TB-124 .

TB-251 "

Tabla 9.1.4.d Fuente de carbono: PVC + Lactosa 1% (20 dias de incubacidn a 307 Cy 140 rpm ).

Observaciones
Cepa pHiI I II (1214
A || B 1 [ D 1 E | [3

4.0 . - 2.3

MV-75 5.0 [ . 7.1
6.0 o hd 7.2

4.0 .- - 7.1

MV-116 5.0 e o 7.3
6.0 - hibd 2.3

4.0 .. hd 7.3

©0-211 5.0 A4 - 7.6
6.0 hd 7.4

3.0 e 7.2

€G-313 5.0 A 7.1
6.0 »e - 2.3

3.0 g . 7.1

CG-221 5.0 b4 . 6.9
6.0 L4 hd 7.1

4.0 HTHIRII 1IN 1 LI T 5.9

CG-423 5.9 A b 7.2
6.0 b L2 2.6

3.0 - v 7.0

TB-124 5.0 .- .. 70
6.0 e e 2.1

+.0 10108107107 I S.9

TB-251 s5.0 lpquuauuia LIHINII104110104001 6.1
6.0 . ane 6.9
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Tabla 9.1.4.e Fuente de carbono: PVC + Sacarosa 1% (20 dias de incubacidn a 30° C vy 140 rpm).
Observaciones
Cepa pHi I i pHr
A [ s I [ o 1 E I [
a0 Tes = €6
MV-75 s.0 .- . 7.4
6.0 b bt 7.0
4.0 == - 7.7
MV-116 s.0 . .- 7.6
6.0 hd - 2.3
40 - = 8.2
op-211 ) 5.0 - - 7.9
: hd 8.3
i 7.3
CG-313 . 6.4
7.1
5.7
cG-221 4.0
: 3.9
- 93
€G-423 8.3
) : 8.7
. 56
i TB-124 6.0
S &.0
S 4.3
'TB-251 5.0
‘ 4.8

9.1.5 Plastico de prucha: PCL (Policaprolactona)

En las tablas (V.1.5.a - 9.1.5.e) se muestra el crecimiento y el ataque obtenidos con las capas MV-75,

MV-116, OD-211,

CG-315, CG-221. CG-423, TB-124 y TB-251, aisladas de suelo, utilizando el medio de

cultivo liquido D, y ademas del inductor de crecimiento PCL grado industrial. (1 Crecimiento del hongo en el

medio, 11 Ataque Chidrdlisis®,

® poco,

moderado y

mucho).

Tabla 9.1.5.a Fuente de carbono: PCL + Glucosa 1% (20 dias de incubacidn 3 307 C vy 140 rpm).
Observaciones
Cepa PHI 1 11 PHI
A T 3] " < o __J E 1 F

4.0 . - 4.8

MV-25 5.0 b A 7.1
6.0 .. . 6.5

3.0 - - 7.3

MV-116 5.0 .. hid 5.0
6.0 .. .. 6.4

4.0 - IITTTTIIT110703100 7.9

op-211 s.0 .. HIIITIIIINIIE 1 7.9
6.0 A LI I 7.8

3.0 = THIIIIINNNL1010T 6.9

€G-313 5.0 .. e 7.4
6.0 . .. 7.1

30 es ; THINTITETIITTEI11i07 4.5

cG-221 s.0 see 4.2
6.0 . 4.3

4.0 W70} 8.5

CG-423 s.0 Wi 7.9
6.0 LU LI 9.1

4.0 HINIIIIIHIN1121007 4.8

TB-124 5.0 THIIII I 4.8
6.0 i $.2

4.0 . 4.3

T8-251 5.0 b . 4.6
6.0 ve . 4.8
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Tabla- 9.1.5.b ‘Fuente de carbono: PCL + Almidén 1% (20 dias de incubacion a 307 C v 140 rpm).
Cepa pHi - X IX PHT
i A T [ [ D E 1 3
- - I - 6.7
MV-75 P - 7.4
.ny - 6.4
. = = 6.7
- .MV-116 - - 6.17
P e - 5.2
. S i ~7.4
| OD-211. . . 8.2
. - - S 77
Lo - 8.5 -
€G-313 . i sa
s - .- g4
R - 3.1
CcG-221" . 3.3
RS - -3.2
T - 8.9
€G-423 - P
: : 6.7
. - < %]
TB-124 had . 7.5
i - - N4 6.0
- - = O 5.2
TB-251 . - 71
b 5.6
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10. ANEXO 1V: Fermentacion en matraces de 500 mL

Tabla 10.2.2.1.a Consumo de A. R. en el medio Czapek modificado conteniendo
PVC grado industrial en concentraciones de 2. 4 y 6%..

i PVC Gi [A. R.] (ng/mL) B
i _Tiempo (dias) |- 2% 1 4% [ 6% _|._Glucosa 1% |
. o | 10 000 | 10 000 4 10000 | . 10000 i
L 3 ] 2 488.89 i 2882.31 ). 2046.29 ) 4111.75 |
6 { 1 849.58 | 1161.10 A 1161.10 .. 3275.73___}
9 ] 1.062.74 1 669.32 | 620.14 ). 209547 |
12 } 570.97 . oo .M. .._eo0 ____}) 76788 |
15 | 0.0 ] 0.0 1. 0.0 i 0.0 1

Tabla 10.2.21.b Consumo de A. R. en el madio Czapek modificado conteniends

PVC Gr [A. R.) (ng/mL)

-

_.PVYC grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y 3%

Tiempo (dias)

2%

1259.45

767.68

374.26

Tabla 10.2.21.¢

0.0

Consumo de A. R. en el medio Czapek madificado conteniende

PCL qrado_industrial en concentraciones de

Tiempo (dias)
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Tabla 10.2.2.1.4 Consumo de A. R. en el medio Czapek modificado contenienda
PCL grado reactivo en concentraciones de 1, 2 y 5%.

PCL Gr {A. R.] {nig/mL) A

Tiempo (dias) i 1% ] 2% } 3% 1}
0 J____ 10000 J 10000 1. 10000 |

3 B 5095.30 i 4308.45 | 3521.61 1

6 § 3423.26 | 4111.75 | 3128.20 |

9 ji 1702.05 | 1849.58 | 2243.00 B

12 I 1456.16 } 915.21 } 1554.51 1

15 i 767.68 | 620.14 N 669.32 4

10.2.2.2

Tabla 10.2.2.2.2  Variacion del pH en el medio Czapek modificado a diferentes

Medicién de pH:

concentraciones de PVC grado industrial (2, 4 y 6%).

: - PVC Gi (pH) _— ]
.__Tiempo (dias) | 2% 4% ] 6% - ] __Glugosa 1% |
1] ] 450 4.50 | 450 | 4.50 !

3.03 | 2.93 | 3.02 |

291 ! 2.86 | 2.97 }

2.84 A 287 1 2.96 {

2.85 4 2.87 H 2.98 i

2.92 B 2.98 } 3.07 f

Tabla10.2.2.2.b Variacidn del pH en el medio Czapek madificado a diferentes

e Tlempo(dias) i

concentraciones de PV grade reactivo (1, 2 v 353
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Tabla 10.2.2.2.c  Variacidn del pH en el medio Czapek modificado a diferentes

concentraciones de PCL grado industrial (2, 4 y 62>

PCL Gi (pH) SR |

Tiempo (dias) | 2% |t 4% b 6% |
5] | 4.50 | 4.50 i 4.50 |:

L 3 | 3.13 | 3.08 I 3.16 |
¢ 6 [ 3.04 | 3.12 | 3.13 !
) [ 290 ] I 3.01 | F— 3.09 |

12 | 291 | 3.04 i 3.04 ]

15 | 3.10 i 3.11 i, 3.27 |

Tabla 10.2.2.2.d4 Variacién del pH en el medio Crapek modificado a
concentraciones de PCL grado reactivo (1, 2 y 53%).

diferentes

PCL_Gr (pH)
Tiempa (dias) } 1% 1 2% { 3%
[ o] S 4.50 n 4.50 | 4.50
3 IR 316 3.17 i 3.34
6 } 3.08 } 3.14 | 3.18
O, SO 3.03 . i 2.97 N 3.08
12 ] 3.03 4 3.05 I 3.02
.15 i 3.05 | 2.97 B 3.05

10.2.2.53 Cuantificacidn del Ci=cimiento (Proteina final)

Tabla 10.2.2.5.2 Determinacién del rendimiento de biomasa en el medio Czapek modificado

a concentraciones 2, 4 y 6% de PVC grado industrial a los 15 dfas de fermentacién.

- .__Plastico Gi | [Proteinal ng/mL (Yb/x) % |
PVC 2% | 43.92 0.429 |
PVC 4% | 119.25 1.192
e PVC 6% Voo o23375 |_...2348 |

Tabla 10.7.2.5 b Determinacidn del rendimiente de biomasa en el medio Czapek modificade
a concentraciones de 1. 2 y 3% Je PVC grado reactivo a los 15 dias de fermentacion.

Plastico Gr

i ._[Pproteinal pg/mt.
1 PVC 1% . 73.05
PVC 2% i 34.52
PVC 3% I .19.12 IS

A YBIx) %

TESIS CON
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Tabla 10.2.2.5.c DPeterminacién del rendimiento de biomasa en el medio Czapek modificado
a diferentes concentraciones de PCL grado industrial a los 15 dias de fermentacidn.

i Plastico Gi ] [Proteina) ug/mL L (Yb/x)% |
; PCL 2% ) 11.0 I 0.110 ]
! PCL 4% I 11.0 i 0.110 ]

PCL 6% [§ 11.42 o o0a1a |

Tabla 10.2.2.5.4 Determinacion del rendimiento de biomasa en el medio Czapek modificado
a diferentes concentraciones de PCL grado reactivo a los 15 dias de fermentacion.

Plastico Gr ] [Proteina) ng/mL I (Yb/x) Y% |
PCL 1% I 80.72 | 0.807 ]
PCL 2% | 88.42 ] 0.884 ]
PCL 3% | 203.95 | 2039 |

TESIS CON
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11. ANEXO V: Prueba a nivel Fermentador de 1000 mL

Con PVC y PCL puros utilizando - la cepa MV-75
113,17 Pc’tef'mfiﬁa&i‘én de AzGcares Reductores

Tabla 11.3.1.1. Consumo de A. R. en el matraz con glucosa y en el medio de fermentacion

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

con diferente plastico grado reactivo.

{A.R.] ng/mL

|
7 Tiempo (dias) f Giucosa f PVC Gr 1% r PCL Gr 3%
bl 0 [ 10000 [ 10000 f 10000
f F3 f " "5é54.3a | 3860.90 r 3406 81
[ 4 | 5406.97 f 3056.94 [ 3613752
I 6 i 4015.50 [ 2747.72 I 3427.99
I 8 | 265486 T 2685.88 I 2747.72
I 10 { 2654.96 | 2685 88 ] 0.0 -
I A TTTTéle T 2685.88 f 0.0
{ 14 i 6o T - 0.0 { 0.0

TL3.2

Tabla11.3.2.1

Decterminacién de pH

Variacidn del pH en el medio de fermentacion y adicionado de

PVC 15 y PCOL 53 grado reactivo.

PVC Gr 1%

_._.Tiempo(dias) ] Glucosa 1% i ] PCL Gr 3% ]
o PR 4.50 i 4,50 } 4.50 i
e 382 i 3.05 } 3.76. §
4 } 2.93 {330 } 3.13 !
B 307 o33 B - - S |
8 . 2.97 3.25 [ 3.22 i
10 2.9 __3.05 ] .98 i
12 Yoo 3.6 e _..3.27 } 5.7 |
14 i. 3.42 i 3.4 i 5.98 i
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Tabla 11.3.5.1.

TESIS CON

FALLA DT ~™GEN

11.3.3  Determinacidn déllarrActividad Hidrolitica Esterasa:

Variacién de la actividad de Esterasa en el medio de fermentacidn utilizando

PVC y PCL grado reactivo.

i NaOH ©.0496 N (mL) T
Tiempo (dias) || Glucosa 1% I PVC 1% Gr [ PCL 3% Gr
3 B 3.0 [ 0 I 3.5 a
4 { 1.5 { 3.0 f 4.0
| 3 r 1.0 f 3.0 | 4.2 '—"
8 f 2.5 { 4.0 | 4.5
10 iR 2.0 | 35 N 10.0 —
12 I~ 2.0 f P f 75 -
14 ] 1.5 [ 15 -7 55 B

11.3.4.. Cinética de Crecimicento:

Tabla 11.5.4.1.

Cindtica de crecimiento de la cepa MV-75 en el medio de fermentacién
utilizando PV 15 y PCL 3% grado reactivo.

{Proteina] ug/mL ]

_PcL3war |

Glucosa1% | PvC1%Gr

o_ .. o
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11.3.5 Determinacion de la cantidad de Os disuclto (OD)

Tabla 11.3.5.1. Medicion de la cantidad de oxigeno disuelto en el medio de fermentacicn
utilizando PVC 1% y PCL 3%.

Oxigeno disuelto (%)

""" Tiempo (dias)

B '

: Glucosa 1% | PVC 1% Gr | PCL 3% Gr I

! 0 1 100 i 100 | 100 I
1 2 | 95 . 80 § 92 |
P ] %0 ] 78 { 94 J

6 | 85 2 22 | 72 )

8 | 5 | 2 ] s ]

10 N S 1 30 | 10 |

12 1 95 | 80 | 100 |

14 1 100 10 I

16 Y200 2. e

18 { 100 |

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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13. Glosario

ACUERDO VOLUNTAR]O El acuerdo Formal cclebrad ' ntrc las autorldades publlcas




ECOBALANCE: Comparacionés sobre. los: efectos onducidros por.el uso de diferentes
envases, los datos que se investigan son: El consumo de' energia. la contaminacion
atmos(cuca y. dcl agua v. la cantldad de rcsxduo ‘que’ ploducc un envase dctcrmmado Se

circuito  de  utilizacion.
salud humana y sin utilizar
_ r|u|c105 Jal ‘medicambiente.

materias’ prlmas hasfaf
consideran también: envas
finalidad:
Los envases lnc|uycn - C - : .
Envase de venta: todo envase dlscnado para consfltulr en el punto de vcnfa una umdad de
venta destinada al consumidor o usuario final. .
Envase colectiver todo envase disefiado para constituir en el pun{'o de vcnta una
agrupacién de unidades de venta, tanto si serd vendido como tal al usuario o consumidor
final, como si se utiliza Gnicamente como medic para reaprovisionar los estantes en el
punto de venta; puede separarse del producto sin afectar a las caracteristicas del mismo.
Envgse de transporte: Todo envase disefado para facilitar la manipulacién y el transporte
de varias unidades de venta o de varios envases colectivos con objeto de evitar su
manipulacién fisica y los dafios inherentes 3 su transporte. El envase de transporte no
alcanza basta los contenedores navales, viarios, ferroviarios ni aéreos.

GESTION: La recogida, el transporte, el almacenaje, 1a valorizacion. la disposicién del
rechazo y la comercializacién de los residuos, intluida la vigilancia de estas operaciones y la
vigilancia de los lugares de descarga después de su clausura o cierre. No se considera gestidn
de residuos la operacidn de reciclaje en origen de los residuos que se reincorporen al
proceso productivo que los ha generado.

P.E.: Polietileno (C2 H4)m. Un alto polimero de etileno;. Blanco sélido. Termoplastico
no téxico. Dependiendo de su densidad y estructura, tenemos tres clases diferentes: Alta
densidad (HDPPE), baja densidad (LDPE) y lineal de baja densidad (LLPE). Los dos primeros
son los mas: utilizados. Sus usos son amplios: productos moldeados de gran variedad y
aplicacién pelicula para envolver; cafierfa de plastico; revestimiento de papeles; envases:



bolsas para residuos, etc.- En los reslduos urbanos actuales la mayor canfldad ‘es el HDPE
para botcllas dc agua, lechc,‘lella, etc .

wases y sus, residuos: L
envases’ el proccso de’ producc omcrclahzaclon, dlstn
eliminacidn. “En parflcu]ar edia : l desarrollo de . productos
contaminantes. L e

P.V.C.: Cloruro de poh {(~-H2CCHCI-)x. Polimero fevmop]astlco sintético.
Propiedades: polvo blancs o grinualos incoloros, inodoro, insipido no téxico’ combustible,
pero autoextinguible. Resistente al tiempo y la humedad. Usos: Envases para’productos de
higiene, cosméticos,  productos quimicos de use doméstico y. alimentos: . caferias y
conducciones de todo tipo, canales de recogida de aguas, aislamiento eléctrico, proteccién
de cables y alambres, etc. El uso del P.V.C. para envases de alimentos ests parmitido, pero el
alto nivel de polucién atmosférica producida por el dcido clorhidrico después al incinerar
estos envases, ha comportado la prohibiciédn por dlcha ﬁnalldad en algunos patses
occidentales (por ejemplo Suiza). :

RECHAZO: Reslduos o fracciones no valcr17ablcs

RECICLAJE: las operaciones de recuperacidn: dc subproductos dc los residuos. Cuando



consiste en opcvaclones de compostaje o blomctamraclon recibiry la denominacién de
”Rec1c|a|c organico”.. : :

RECOGIDA : OpelaClon conﬂstcnte “en rccog‘

i ‘ycla’si‘vﬁ'éar“}y/oifagrgupa'r = residuos para
fransportarlo f : S

e comcrclos ¥
on, pucdcn

isefado. para realizar
cnado o reutilizado
va es . se. consldcraran

sin nccesldad dc sometevlos a opcracton:s,de tratam cnto

TRATAMIENTO Operacién o con|u nfo de operaciones de cambxo de ca»actcrlsflcas fisicas,
quimicas o biolSgicas de un residuo para reducir o neutralizar las subsfanc:as peligrosas que
contiene, recuperar materias o substancias’ valorizables, Elc:htar suruso. como fuente de
energia o favorecer la disposicién del rechazo. - ’ : :

TRANSPORTE: Operacidn de traslado de los residuos des dc ol lugar de recogxda has‘l:a las
plantas de reciclaje. tratamiento o disposicién del rechazo.”

VERTEDERO DE RESIDUOS: Instalacién de chspostclon dcl rechazo dc Ios residuos que’se
utiliza para el depssito controlado de &ste en la superficie'o -bajo, 'clcrra.
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