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RESUMEN

Los plasticos son materiales conformados por polimeros compuestos de
atomos de carbono unidos entre si, formando largas cadenas, con otros
elementos como el hidrogeno, oxigeno, nitrégeno, cloro, azufre, silicio y fésforo.
Actualmente los plasticos representan una de las industrias mas productivas,
ya que esta es proveedora para otros sectores como el de alimentos, eléctrico
y de la construccion, a los que provee de empaques, envases, produccion de
componentes, entre otros. Es una industria con un crecimiento presente y
futuro. Sin embargo, una de las caracteristicas propias de los plasticos es que
son materiales dificiles de degradar, lo que ocasiona problemas de
contaminacion. El presente trabajo, se enfoca en la evaluacion del proceso de
composteo de los plasticos polietileno y propileno, a partir del procedimiento
ASTM D6400 (Standard Specification for Compostable Plastics) , siguiendo lo
indicado en la ASTM D 5338 (Standard Test Method for determining aerobic
biodegradation of Plastic Materials Under Controlled Composting Conditions) y
OECD 208 (Guideline for Testing of Chemicals: Seedling Emergent and
Seedling Growth Test). Asimismo, se evalud el crecimiento de los diferentes
grupos metabdlicos microbianos y la actividad enzimatica prevaleciente a lo
largo de los experimentos realizados.

Los resultados indican que tanto el polietileno, como el polipropileno
presentaron un porcentaje de desintegracion menor al 10%, con una
produccion de CO, menor al 60% de la muestra, lo que implica que de acuerdo
a ASTM D 5338 deben ser catalogados como materiales no biodegradables.
Las pruebas de toxicidad acuatica y terrestre, mostraron un indice de
germinacion superior al 50%, lo que indica que el producto del proceso de
biodegradabilidad al que fueron sometidos ambos materiales, no presenta

efectos adversos al crecimiento vegetal.

Es importante sefialar que para el caso del polipropileno se observé por
microscopia electrénica de barrido existe adhesion microbiana y dafo fisico a

este material, lo cual constituye un indicio de su biodegradacion.



Respecto a los resultados relacionados con la predominancia de grupos
metabdlicos cultivables en la composta que contenia polipropileno, los
porcentajes relativos fueron: lipoliticos (45.66%), amiloliticos (20.28%),
celuloliticos (16.09%), sacaroliticos (15.82%) y proteoliticos (2.14%)
respectivamente . Sin embargo, la mayor producciéon de CO, se observé en el
grupo metabdlico predominante que fue el de los sacaroliticos con un 72% y
lipoliticos con un 18.2%; teniendo ambos grupos una disminucion drastica al

final de la prueba.

Para la composta que contenia polietileno, los porcentajes relativos de los
grupos metabdlicos fueron: amiloliticos (68.28%), sacaroliticos (16.56%),
celuloliticos (11.51%), proteoliticos (3.53%), lipoliticos (0.12%). Sin embargo,
la mayor produccion de CO; se observo que el grupo metabolico predominante
fue el de celuloliticos con 73.3% y sacaroliticos con 20.7% en esta etapa de la

prueba de biodegradacion.

Para la actividad enzimatica que se desarrolla en la composta conteniendo
polipropileno, se encontraron los porcentajes relativos de actividad enzimética
en el siguiente orden: fosfatasas (35%), lipasas (29%), proteasas (28%) y
carbohidratasas (14%). Para la composta que contenia polietileno, se encontré
los porcentajes relativos de actividad enzimatica en el siguiente orden: lipasas
(29%), proteasas (28%), fosfatasas (26%) y carbohidratasas (17%). En ambos
casos, la mayor produccion de CO,, observada, coincidi6 con la mayor

actividad de las lipasas .



l. Introduccioén

Los plasticos son macromoléculas formadas por polimeros, los cuales son
grandes agrupaciones de mondémeros adicionadas por polimerizacién. Los
plasticos presentan caracteristicas unicas como color y ligereza; asi como
resistencia a la degradacién ambiental y biologica. Han sido utilizados en
envases, envolturas, bolsas, en la industria automotriz, muebles, pinturas,

losetas vinilicas, en el sector agricola y médico.

Una vez que los plasticos han cumplido su vida util, son desechados y pasan a
formar parte del conjunto de residuos solidos. En la época actual, los residuos
de cualquier tipo, forman parte de un factor importante de la pérdida de la
calidad ambiental. Sin embargo, la generacion de residuos sélidos esta
directamente relacionada con el grado de desarrollo y bienestar. El
consumismo y la existencia de productos que no pueden ser degradados

rapidamente han ocasionado un incremento de estos.

Los plasticos son productos inalterables, con una larga vida, para lo cual
fueron disefiados. No obstante, posteriormente representan un problema para
la sociedad. Por esta razén se estdn buscando métodos para degradar dichos
plasticos y uno de ellos es la biodegradacion por medio de microorganismos.
En este trabajo, se plantea el composteo como un método para la degradacion

de estos plasticos; valiéndose para ello de la biota microbiana

El composteo se define como la degradacion de materia organica para
convertirla en composta (Garcia y Guzman, 2001). La composta es el
producto del proceso aerobio llevado a cabo por los microorganismos, por el
cual se descompone la materia organica convirtiendo en un producto estable
qgue provee al suelo calidad y fertilidad (Rink et al., 1992; Borken et al., 2002).

En la actualidad se estdn buscando maneras en la cual reducir la materia



organica, y el composteo es una de las opciones. Sin embargo, la mayoria de
la basura esta compuesta tanto de materia organica e inorganica, dentro de la
cual figuran los plasticos, estos es debido a la falta de separacion; para lo cual
empresas estan pensando en este problema que comienzan a disefiar
plasticos biodegradables o composteables, ya que estos se utilizan como
materiales de empaque para comida y medicinas siendo los principales
contaminantes que dificultan la separacion y reciclaje de materia (Kale et al.,
2007. Para que un plastico salga al mercado necesita de una serie de
requerimientos que debe cumplir, lo cual se le hacen diferentes pruebas, dentro

de las cuales figuran las de biodegradabilidad.

En México, el polipropileno y polietileno son dos de los plasticos més utilizados;
ocupando el 47% de la produccion de plasticos. Estos son utilizados

principalmente en embalaje, envases flexibles, bolsas y empaques.



II. OBJETIVOS

II.1 Objetivo General

Evaluar y caracterizar la compostabilidad del polipropileno y polietileno, asi

como los cambios en diferentes grupos metabdlicos y actividades enzimaticas

extracelulares durante la prueba de biodegradalidad de polipropileno y

polietileno.

II.2 Objetivos particulares

X/
L X4

X/
L X4

Determinar si el polipropileno y polietileno presentan desintegracion.
Determinar si los productos de reaccion presentan toxicidad acuatica y
terrestre.

Caracterizar por grupos metabdlicos y actividad enzimética el proceso
de biodegradacion.

Determinar el perfil de las actividades enzimaticas extracelulares
durante la prueba.

Establecer la relacion entre la dindmica de los grupos metabdlicos con la

actividad enzimatica.

Il. 3 Hipotesis

El propileno y polietileno, al ser expuestos a condiciones de compostaje

controladas estaran interactuando con biota microbiana, la cual sera participe

de la biodegradacion. Presentard desintegracion y no presentaran toxicidad

acuatica y terrestre.

En la biodegradacion de los plasticos, la produccién de CO, estara relacionada

con la dindmica de grupos metabdlicos, y la actividad enziméatica.



Il. 4 Estrategia general de trabajo

a) Caracterizacion de la composta y materiales:

Para la composta se evaluaron los parametros fisicoquimicos de pH, soélidos
totales (ST), solidos volatiles (SV), humedad. En la caracterizacion
microbioldgica se observaron los grupos metabdlico y las principales enzimas.
Para los plasticos sélo se mediran los parametros fisicoquimicos de ST, SV, y

humedad.

b) Evaluacion de la compostabilidad

Para evaluar si el polipropileno y el polietileno son plasticos compostables, se
realizaron tres pruebas, evaluacion de la desintegracion, la biodegradabilidad
de los plasticos y la toxicidad acuatica y terrestre de los mismos.

Para la prueba de biodegradacién de los plasticos, se monitoreo el CO, por
método titulométrico, tres veces por semana. Al final de la prueba de
biodegradabilidad se hizo la determinacion de la desintegracién de la muestra.
Después se hizo una prueba de seguridad acuética y terrestre. La prueba de
toxicidad acuatica consiste en hacer una extraccion por filtracion de la
composta ,a el sobrenadante se le hicieron 5 diluciones (5,10,25,50 100%),
para pruebas de germinacién de Solanum lycopersicum (jitomate), Trifolium
patrense (trébol) y Lactuca sativa (lechuga) durante siete dias. En la prueba de
seguridad terrestre se evalud la sobrevivencia, colocando las semillas de L:
sativa, S. lycopersicum y Allium cepa (cebolla) en la composta, dejandolas

germinar y crecer por un tiempo de 23 dias.

c¢) Crecimiento microbiano y actividad enzimatica

Para hacer el seguimiento del crecimiento de microorganismos, se escogieron
principales grupos metabodlicos posibles a encontrar en el proceso de
compostabilidad de plasticos, utilizando medios selectivos para amiloliticos,
sacaroliticos, lipoliticos, proteoliticos, y celuloliticos, con esto se hizo el
seguimiento del crecimiento cada 7 dias con el fin de determinar los cambios

en los grupos en las condiciones ya mencionadas por el método de cuenta en



placa, asi mismo se estard monitoreando la presencia de enzimas por medio

de galerias APl ZYM™.
Evaluacion
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Figura 1. Estrategia general de trabajo



[l. 5 Justificacion

Aproximadamente 140 millones de toneladas de plasticos son producidas en
todo el mundo cada afo. Estos polimeros son extremadamente estables y no
se incorporan en los ciclos de degradacion de la biosfera (Shimao, 2001). La
contaminacion ambiental por plasticos, aunada a la falta de educacién de
separacion de residuos sélidos, ha generado un dificil manejo de los residuos
sélidos, ya que mientras los plasticos no pueden ser reciclados, la materia
organica no puede ser utilizada para la elaboracion de composta ya que

pierde calidad.

Teniendo presente este problema se ha buscado disefiar plasticos que sean
compostables, es decir, que puedan ser manejados con residuos organicos ya
que la microbiota presente ayudara a la degradaciéon, desintegracion del
plastico y que al final del proceso la composta pueda ser utilizada en la
agricultura o jardineria, cumpliendo con las normas de seguridad acuatica y

terrestre.

Sin embargo, estos plasticos alun estan en estudio, y lamentablemente en
México aun no hay normas que involucren la determinacion de plésticos
compostables o biodegradables. Es por esto que en este trabajo se planted,
evaluo y determiné la compostabilidad de dos plasticos, el polietileno y el
polipropileno, basado en los procedimientos ASTM D 5338 y ASTM D 6400,
asi mismo se complementé este trabajo con un monitoreo de la dindmica de
las poblaciones microbianas clasificandolas por grupos metabdlicos y actividad

enzimatica.



Ill. MARCO DE REFERENCIA

lll. 1 Materiales plasticos

La caracteristica comun de todos los plasticos, es que estan compuestos de
polimeros. Un polimero es una sustancia formada por muchas unidades
iguales. Los polimeros estdn formados por la union repetitiva de unidades
pequefias de agrupaciones atomicas denominadas mondmeros, formando
moléculas de gran tamafio denominadas macromoléculas.

Los plasticos usados son fabricados de materiales organicos e inorganicos
formados por atomos de carbono unidos entre si, formando largas cadenas,
con otros elementos como el hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, cloro, azufre, silicio
y fésforo (Gomez y Gil, 1997).La materia prima para fabricarlos se extrae del

petréleo y gas natural.

Existen dos grandes grupos de plasticos; los termoplasticos y los
termoestables. Los termoplasticos, son plasticos que nos sufren cambios en su
estructura quimica durante el calentamiento, pueden fundirse y moldearse
varias veces. Son flexibles y resistentes. Dentro de este grupo se encuentran el
polietileno, el polipropileno, el poliestireno, el policloruro de vinilo (PVC). Los
plasticos termoestables, son aquellos que sufren un cambio quimico a el calor,
algunos pueden ser duros pero fragiles y otros blandos y flexibles (Meneses et
al., 2001).

En México, los plasticos son clasificados de acuerdo a su importancia
comercial y su aplicacion en el mercado:

a) Comodities o comerciales: son los mas utilizados ya que redanen buenas
caracteristicas y bajo costo, dentro de estos plasticos se encuentran las
poleofinas, poliestireno y el policloruro de vinilo.

b) Termofijos: son plasticos con un consumo moderado, requeridos para el
disefio de productos por su forma, color ya apariencia, encontrandose en

este grupo el poliuretano y el silicon.



c) Técnicos o de ingenieria: son aquellos que se utilizan para una funcion
determinada, entre los cuales se encuentran las poliamidas, poliacetales

y policarbonatos (Martinez, 2007).

Este estudio esta enfocado a dos plasticos comerciales: el polietileno y el
polipropileno; ambos son poleofinas, con largas cadenas de etileno (Harper,
1992).

lll. 1.1 Polietileno
El polietileno es un polimero lineal de gran regularidad estructural, formado por

unidades de etileno que puede presentar alguna ramificacidbn corta como
consecuencia de sus reacciones secundarias del propio mecanismo de
polimerizacion (Figura 2). Este plastico es sintetizado a partir de la oleofina,
etileno. El polietileno de alta densidad presenta un alto grado de cristalinidad y
una densidad mayor a 0.95 g/cm®. Es practicamente insoluble en cualquier
disolvente, muy estable al calor y a los agentes quimicos. No presenta ningun
tipo de toxicidad durante su manipulacion ni durante su uso, por lo que se usa
en el envasado de alimentos. El peso molecular se encuentra entre 30 000 y
50 000 Da. Lo cual le confiere propiedades como una alta resistencia a la
abrasion, mayor resistencia al impacto, buena resistencia a la corrosiéony a la
radiacion (Diaz, 2007). El polietileno es comunmente utilizado en bolsas de
plastico, botellas de agua, peliculas para empacar alimentos, juguetes, pipas

de irrigacion (Vona et al., 1965)
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\C _ c/ Polimerizacion g ;- (|: (|: (|: (|: (I: (|: (I: (|: -;
/ \ I °r 1 1 1 1 1

H H HHHHHHHMH

Etileno Polietileno

Figura 1 Estructura del etileno y polietileno.
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[ll. 1.2 Polipropileno

El polipropileno es el polimero obtenido a partir de la oleofinas de propileno
(Figura 3), cuya caracteristica es ser asimétrica dando lugar a estructuras
espaciales diferentes. Existen diferentes tipos de propileno, dentro de ellos se
encuentra el polipropileno isotactico. Este presenta una regularidad estructural
de este polimero le confiere un alto grado de cristalinidad. Comparado con el
polietileno presenta un mayor punto de fusion y menor densidad. Asi mismo,
presenta una buena combinacion entre sus propiedades mecanicas y térmicas
que le permite ser utilizado tanto en el moldeo por inyeccion como en
fabricacion de peliculas y fibras. Este es uno de los termoplasticos con mayor

consumo a nivel mundial (Gémez y Gil, 1997).

CHS Polimerizacion CH, CHa CH,s CHa

I
| } —CH —CH;—CH —CH;—CH—CH;—HC —CHy—

~CH—CH,—

Propileno Polipropileno

Figura 2. Estructura de propileno y polipropileno

lll. 2 Pruebas de biodegradabilidad

Ante la produccion desmesurada de diferentes productos quimicos industriales,
entre ellas los plasticos, en la sociedad moderna ha probado ser un elemento
esencial para el desarrollo de las actividades productivas y el logro de las
metas sociales y econdmicas, sin embargo, es preciso promover procesos de
manejo y eliminacion ambientalmente adecuados. Asi como contar con la
informacion cientifico-técnica sobre las propiedades y efectos de los productos
quimicos, para establecer reglamentos y mecanismos que prevengan,
reduzcan o controlen su manejo. Ante las experiencias de desastres quimicos,
y los problemas detectados en los diferentes aspectos que involucra la gestion

de los productos quimicos, se ha llegado a la conclusiéon que la manera mas
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apropiada para reducir sus riesgos, es el empleo del enfoque del ciclo de vida
integral.

En la actualidad los paises mas industrializados del mundo, como los de la
Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE), han
establecido programas para la evaluacion sistematica y, en su caso,
reglamentacion y control de los productos quimicos industriales. Es por esto
gue se han disefiado pruebas de biodegradabilidad, para saber cuales son los
compuestos degradables, en cuanto tiempo y que efectos produce ( INE,
2007).

La biodegradacion es definida como el proceso de degradacion microbiana de
sustancias organicas complejas en sustancias mas sencillas (Cardinale et al.,
2008). Existen dos clasificaciones generales de biodegradacion, la primera de
ellas es la que presenta alteraciones estructurales del compuesto pero no
proporciona informacién sobre el destino final de la sustancia y la degradacion
completa o mineralizacion, siendo la transformacion total de una sustancia a
CO,, CH4, y biomasa (OECD, 1992). Ante el problema de que existen
sustancias donde no se podia evaluar completamente la biodegradabilidad, el
programa de evaluacion sistematica de productos quimicos de la OECD
establecio tres tipos de biodegradabilidad: la biodegradabilidad inmediata, la
cual sirve como prueba inicial y se aproxima a condiciones microbianas
encontradas en el ambiente; biodegradabilidad inherente , es una prueba que
se lleva a cabo con altas concentraciones de nutrientes y biomasa, teniendo
una mayor probabilidad de predecir el potencial que tienen una sustancia de
ser biodegradable y biodegradabilidad de simulacion o confirmatorios, esta
prueba tiene una probabilidad mayor de predecir si una sustancia es

biodegradable o no (Vazquez y Beltran,2004).

El principio de todos los ensayos que existen para determinar la
biodegradabilidad de una sustancia consiste en exponer a dicha sustancia a
una poblacién de microorganismos ambientalmente representativa, y medir su
desaparicion como resultado de la actividad de los microorganismos. Para
lograr esto, la prueba debe incluir: 1) inéculo del microorganismo, 2) Sustancia
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a prueba y una forma de detectar su desaparicion y 3) determinacién de un

tiempo (Vazquez y Beltran, 2004).

La American Society for Testing and Materials (ASTM) y la Internacional
Standard Organization (ISO), han desarrollado procedimientos para evaluar la
biodegradacion de plasticos encontrandose vigentes en Estados Unidos de
America. La ASTM D5338 es una norma que propone un método para la
evaluacion de la biodegrabilidad aerobia de materiales plasticos bajo
condiciones controladas de composteo, siendo este utilizado como el in6culo

de microorganismos.

El composteo aerobio es la descomposicion de sustratos organicos en la
presencia de oxigeno. Los principales productos del metabolismo son CO,,
agua, y calor; mientras que los principales productos de un proceso de
composteo anaerdbico son, metano, CO, y numerosas moléculas de bajo peso
molecular tales como acidos organicos y alcoholes.

El objetivo del proceso de composteo ha sido convertir desechos orgénicos en
proceso de putrefaccion en una forma estable que destruyen organismos
patdgenos para el humano, también es capaz de destruir enfermedades de

plantas, semillas maleza, insectos y huevos de insectos (Martin, 1998).

lll. 3 Requerimientos para un proceso de composteo 6ptimo

Para llevar a acabo un proceso de composteo es importante tomar en cuenta

factores fisicoquimicos y microbiolégicos como:

A) Carboén:Nitrogeno (C:N)

El carbono y el nitrégeno son los dos constituyentes basicos de la materia
organica. Se considera que para obtener una composta de calidad es
importante que exista una relacién equilibrada entre ambos elementos. Una

relacion de C:N de 25 a 35 se considera la adecuada, pero variara en funcion
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de la materia con la cual fue elaborada la composta. Si la relaciéon de C:N es
muy alta, disminuye la actividad bioldgica; y si la relacidon C:N es muy baja no
afecta el proceso de compostaje, ya que el nitrdgeno puede ser perdido en
forma de amoniaco. Los materiales organicos ricos en carbono y pobres en
nitrogeno son la paja, las hojas secas, las ramas, la turba. Los pobres en
carbono y ricos en nitrdgeno son las plantulas y las heces animales (Martin,
1998).

B) pH

Los principales fluidos biologicos se encuentran balanceados en las
concentraciones de cationes y aniones cercanos a su neutralidad; es decir en
pH 7, siendo el mas ideal para el suelo como para la composta. A pH mayores
de 7, el medio contiene una mayor concentracion de iones que en los
microorganismos, causa osmosis, provocando una pérdida de agua de sus
fluidos vitales. El exceso de iones OH- causa la perdida de iones amonio y
provocan la hidroxilacion de elementos como el Cu y Zn, propiciando su

precipitacion como una mezcla de carbonatos en el otro extremo.

Si se presta atencion cuidadosa a la mezcla de los materiales, como al
contenido de humedad y a la aireacion, no hay necesidad de influir sobre el pH
del proceso (Martin,1998) .

C) Estado fisico (tamafio de particula)

En el proceso de composteo se encuentran involucrados procesos enzimaticos,
microbiolégicos y de aireacion. Sin embargo, el tamafio de la particula del
material utilizado es importante determinar sus dimensiones, ya que el area
superficial dependera de la facilidad en que la microbiota, enzimas y sustancias
interactien con el medio. En el caso de la disponibilidad del oxigeno, si el
tamafio de particula es demasiado pequefio no hay una disponibilidad amplia
en toda la pila de compostaje, provocando espacios anaerobios. En el proceso

de composteo se recomienda una diversidad de tamafos no mayores a 5 cm.
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Idealmente, como en un suelo, tanto microporos como macroporos son
necesarios entre las particulas para que el agua pueda ser retenida y utilizada
por los microorganismos, mientras el exceso de agua, produce que el CO, y el
aire necesario pueda ser movido facilmente a la superficie (Martin, 1998).

D) Humedad

El principal sitio de actividad de microorganismos en compostas es en una
delgada capa de agua sobre la superficie de las particulas. El agua es esencial
para disolver y transportar los nutrientes y sustancias que los microorganismos
pueden absorber solo en forma de solucién. Organismos mdviles y enzimas
libres se mueven a través del medio acuosa. Sin embargo, para una actividad
aerobia, los espacios intersticiales, o poros entre particulas deben ser

ocupados con agua y aire (Martin, 1998).

E) Aireacion

Un suministro adecuado de aire a todas las partes de una pila de composta es
esencial para el suministro de oxigeno a los microorganismos y para eliminar el
CO, producido. El oxigeno es necesario para que los microorganismos puedan
descomponer eficazmente la materia organica. Debe ser suficiente para
mantener la actividad microbiana sin que en ningn momento aparezcan
condiciones anaerdébicas, que retarden el proceso y que disminuyan la calidad
por la presencia de distintos tipos de microorganismos que provoquen la
acidez y putrefaccion (Dalzell et al., 1991). Un buen progreso del proceso
requiere de la aportacion de aire y del mantenimiento de una porosidad
adecuada en la masa. Para conseguir un rapido compostaje es necesario un
buen aporte de oxigeno. La base principal del proceso de composta es una
buena aireacion, el tipo de material, la textura, la humedad, o la manera y
frecuencia de volteo. El volteo, sirve para homogenizar la mezcla y su

temperatura.

15



F) Temperatura

Se consideran 6ptimas las temperaturas en un intervalo de 35° y 55°C para
conseguir la eliminacién de patdgenos y parasitos. A temperaturas muy altas,
muchos de los microorganismos mueren y otros no interactian por estar como
esporas. Cuando se junta el material organico para el compostaje, parte de la
energia liberada por la descomposicion del material se desprende como calor
y esto origina un aumento de la temperatura. En la Figura 4 se muestra la curva
normal de temperatura- tiempo en el proceso de compostaje. Esta indica que
el proceso pasa a través de etapas del calentamiento gradual, temperatura
méxima, enfriamiento y maduracion. Al comienzo del procedimiento, el
material se encuentra a temperatura ambiente. En la primera etapa se presenta
un calentamiento gradual que esta dado por los microorganismos presentes,
los cuales se multiplican rapidamente en el material y la temperatura se eleva.
Durante este periodo se descomponen todos los compuestos tales como
azucares, almidones y grasas. Cuando la temperatura alcanza 60°C, la
actividad de los hongos cesa, y la descomposicion es llevada a cabo por
actinomicetos y bacterias. La velocidad de descomposiciéon se modera, y se
alcanza el maximo de la temperatura. Cuando el material en compostaje ha
pasado a través del maximo de temperatura, la pila alcanza la estabilidad en
que se han descompuesto los materiales facilmente alterables y se ha
satisfecho la mayor parte del alto nivel de demanda de oxigeno. Cuando llega a
temperaturas por debajo de los 60°C los hongos se extienden y atacan
compuestos como hemicelulosas y celulosa, descomponiéndolos en
compuestos azucarados mas sencillos que son mas disponibles para otros
microorganismos. Los actinomicetos también ayudan en este proceso. Al final
del periodo de enfriamiento desaparece la mayoria del suministro de nutrientes
y comienza la competencia entre los microorganismos. Al bajar de 40°C los
mesofilos reinician su actividad y el pH del medio desciende ligeramente. En el
proceso de maduracion que requiere meses a temperatura ambiente, durante
las cuales se producen reacciones secundarias de condensacion y

polimerizacion del humus (Dalzell et al., 1991).
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Fases de un proceso de compostaje aerobio
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Figura 3. Curva normal de temperatura, en un proceso de composteo. (tomada de
infojardin, 2009).

G) Microbiologia del sistema

Diversidad microbiana durante la fase de maduracién

El grado de maduracién de una composta afecta criticamente su utilizacion en
la agricultura; ya que la composta inmadura induce una gran actividad
microbiana en el suelo para que después de un tiempo se incorpore, causando
deficiencia de oxigeno y una gran variedad de problemas de toxicidad a las
raices de las plantas. La madurez de la composta varia considerablemente en
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funcidén del sistema y el manejo de la composta. La estabilidad biologica y
quimica de los productos finales puede ser dificil de definir con un solo método
analitico tanto quimico como biolégico. Los beneficios de aplicacion de la
composta en la agricultura y el control de enfermedades en plantas ya han sido
reportados (Gaitan, 2006).

Un factor decisivo en la maduracion de la composta son las poblaciones
microbianas que envuelven los ciclos de los nutrientes (C,N,S,P). Sin
embargo, la composicion de la composta es importante para predecir su
impacto potencial sobre el suelo, fertilidad y otros parametros biologicos. En la
etapa de maduracion hay alta actividad de degradacion de polimeros
complejos naturales (ej. Lignina, hemicelulosa, celulosa). Durante la fase de
enfriamiento, las poblaciones bacterianas disminuyen de 1 a 2 unidades
logaritmicas en comparacion con el nimero presente en la etapa termofilica
(10/8-10/11), pero la diversidad taxonomica y metabdlica aumenta
marcadamente.

Las bacterias representan el 80% de total de células contadas. La mayoria de
la poblacion involucrada en el ciclo del carbono son las bacterias proteoliticas,
amonificantes, amiloliticas, celuloliticas aerobias, desnitrificantes, sulfato
reductoras, y sulfoxidasas.

Durante la etapa de maduracién la composta tiene un gran namero y diversidad
de bacterias mesofilicas. Esta diversidad juega un papel muy importante en la
estabilizacion de la composta. Lo cual sugiere que una aplicacion de una
composta madura provee una buena calidad quimica y microbiol6gica

(Massiani y Domeizel, 1994).
Crecimiento microbiano

Los microorganismos necesitan ciertos requerimientos basicos para su
supervivencia: 1) un ambiente favorable, con un pH adecuado, una temperatura
apropiada y condiciones redox propicias, 2) agua; 3) nutrientes minerales; 4)
fuentes de energia (Coyne, 2000).
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Fuentes de energia

Es posible caracterizar a los microorganismos por sus fuentes de energia y de
carbono. En la siguiente tabla podemos ver las dos principales fuentes de

energia y sus divisiones.

Tabla 1.Clasificacion de fuentes de energia y de carbono para los microorganismos
(Coyne,2000).

Fuente de energia Fuente de carbono

Quimica Organica Quimiheterotrofos
Inorgénica Quimiautotrofos

Luz Orgénica Fotoheterétrofos
Inorganica Foto autotrofos

Metabolismo microbiano

Es importante realizar una clasificacion basada en sus requerimientos de
oxigeno (O,) para su crecimiento. Esto resulta muy importante para la
determinacion del metabolismo; ya que también permite establecer cuando y
donde son activos los microorganismos. De acuerdo al consumo de oxigeno

los microorganismos estan clasificados en:

a) Aerobios obligados (requerimientos absolutos de oxigeno)

b) Anaerobios obligados (sin requerimiento de oxigeno, ya que este resulta
toxico)

c) Microaerdfilos (con requerimientos bajos de oxigeno)

d) Anaerobios facultativos (el oxigeno es el aceptor de electrones
preferido, pero existen otras alternativas) (Madigan et al., 2006).
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Actividad enzimatica

Durante el composteo, el material comienza a transformarse a través de una
variedad de procesos bioquimicos en los cuales las enzimas juegan un papel
importante (Tiquia, 2002). El entendimiento de la actividad biolégica es
fundamental para manejar racionalmente y con calidad los procesos
bioquimicos que ocurren durante el compostaje. La valoracién de actividad
biolégica se puede realizar mediante la evaluacion de la actividades que
ocurren en este proceso (Quintero et al.,, 2005). La caracterizacion y
cuantificacion de la actividad enzimética durante el composteo pueden
proporcionar informacién de la dinamica del proceso de composteo reflejada en
la descomposicion de la materia organica y la madurez de la composta. En el
caso particular de las enzimas extracelulares fueron estudiadas, ya que una de
las funciones de estas es que son excretadas al medio para descomponer
polimeros grandes en subunidades mas manejables para su adsorcién (Coyne,
2000).

lll. 6 Degradacién de plasticos

Algunos cambios fisicos y quimicos en plasticos son el resultado de factores
ambientales, como la luz, el calor, condiciones quimicas y actividad bioldgica;
induciendo cambios en las propiedades en los plasticos por reacciones
quimicas, fisicas o biologicas; provocando ruptura de enlaces y subsecuentes
transformaciones quimicas se han clasificado como degradacion de plasticos.
La degradacién es reflejada en las propiedades mecanicas, Opticas y eléctricas;
cambios de coloracion, delaminacion, erosion o fase de separacion.

La degradacion puede ser de tres tipos: fotodegradacion; termodegradacion o

biodegradacion.
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Tabla 2. Rutas de degradacién de varios polimeros.

Factores Fotodegradacion | Termo- oxidativa | Biodegradacion
(Requerimientos/ Degradacion
Actividad)
Agentes activo LuzUV o Agentes
Alta energia de Calor y oxigeno microbianos
radiacion
Requerimientos Altas
De calor No requerida temperaturas No requerida
Taza de Al inicio es baja, Rapida Moderada
degradacion pero la
propagacion es
rapida.

Otras
consideraciones

Amigable con el
ambiente si un
alta energia no es

Ambientalmente
no aceptable

Amigable con el
ambiente

utilizada
Aceptacion Aceptable pero No aceptable Barato y muy
COStoso aceptable.

Fotodegradacion

La sensibilidad de los polimeros a la fotodegradacion esta relacionada con la

capacidad de absorber parte de la radiacion solar, que incluye la radiacion UV-

A (315400 nm) y UV-B (295-315 nm)

responsable directo de

fotodegradacion (fotdlisis, inicia una fotoxidacién).La parte visible de la luz solar

(400-760 nm) acelera la degradacion por calor, la radiacion infrarroja (760-2500

nm) acelera la oxidacion térmica. Muchos plasticos tienden a absorber una alta

energia de luz UV, ocasionando que los electrones tengan una alta reactividad,

causando oxidacion.
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Degradacion térmica

La degradacion térmica es el deterioro molecular de plasticos como resultado
del sobrecalentamiento. A altas temperaturas los enlaces pueden empezarse a
romper, provocando cambios de las propiedades Opticas y fisicas de los

plasticos.

Biodegradacion

La biodegradacion es el proceso por el que las sustancias son transformadas
por microorganismos. Los microorganismos como las bacterias y los hongos
estan involucrados en la degradacién de plasticos sintéticos como naturales.
Los factores para que influyen sobre la biodegradacién son caracteristicas del
polimero, tipo de organismo y el tipo del pretratamiento. Las caracteristicas del
polimero como tacticidad, cristalinidad, peso molecular, tipo de grupos
funcionales y substitutos presentes en su estructura como aditivos, juegan un
papel importante en este tipo de degradaciéon (Artham y Doble, 2008).

Generalmente, un incremento en el peso molecular resulta en una disminucion
de la biodegradabilidad. En contraste, los mondémeros, dimeros y oligomeros de
polimeros de unidades repetidas son mas faciles de degradar y de ser
mineralizados. Si los plasticos presentan un alto peso molecular disminuye su
solubilidad inhibiendo un atague microbiano, ya que las bacterias asimilan los
sustratos a través de la membrana celular y pueda ser degradado por enzimas;
las cuales estan divididas en dos categorias involucradas en la degradaciéon de
polimeros: depolimerasas extracelulares e intracelulares. Durante la
degradacion las enzimas extracelulares rompen los polimeros en moléculas
mas pequefas, que pueden pasar a través de la membrana y ser utilizadas

como fuente de carbono y oxigeno (Figura 5) (Shah et al., 2008).
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Figura 4. Mecanismo general de biodegradacion de plasticos.

Métodos de evolucion de degradacion

Existen diferentes maneras de evaluar la biodegradacion de plasticos algunos
de los métodos mas utilizados se mencionan a continuacion:

a) Observacion visual: La observacion de cambios visibles en plasticos puede
ser utilizada en todas las pruebas de evaluacion. La formacion halos o rupturas,
de fragmentacion, cambios de color o formacién de biopeliculas en la superficie
describe un proceso de degradacion. Aunque estos cambios no reportan un
proceso de biodegradacion por metabolismo, pero se puede argumentar que es
un inicio de ataque microbiano. Para una mayor obtencién de informacion se
utilizan técnicas de observacion de microscopia electronica de barrido o

microscopia de fuerza atémica.

b) Pérdida de peso: determinacién de residuos.
La pérdida de masa en peliculas es aplicada como método de evaluacién
degradacion (para pruebas de simulacion), aunque no se obtiene una

informacion directa de la biodegradacion. El decremento de residuos puede
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ser determinado por una adecuada separacion y determinacion de la

estructura de los residuos e intermediarios de bajo peso molecular.

C) Cambios en las propiedades: Asi como la observacion visual, es un método
gue no provee directamente informacion sobre el metabolismo. Sin embargo,

cambios en las propiedades son usados como indicadores de degradacion.

d) Evolucion de CO, / O,: Bajo condiciones aerébicas, los microorganismos
usan el oxigeno para oxidar el carbon y formar diéxido de carbono, como el
principal producto final del metabolismo. ElI consumo de oxigeno o la
produccion de didxido de carbono son buenos indicadores de la degradacion

de polimeros y son los métodos mas utilizados en laboratorios.

e) Formacién de halos. Este consiste en preparar agar con el polimero
encontrandose disperso, el cual es inoculado con microorganismos, después
de la incubacion, se forma un halo alrededor de la colonia indicando que estos

microorganismos son capaces de despolimerizar el polimero.

Otras técnicas que pueden utilizarse son por resonancia magnética nuclear,

difraccion de rayos X, espectroscopia por infrarrojo (Shah et al., 2008).
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV. 1 Materiales y equipo

La composta utilizada para la prueba de biodegradabilidad fue proporcionada
del centro de compostaje de la UNAM, siendo esta compuesta de residuos

urbanos.

El material el cual se puso a prueba fueron hojas de polipropileno y granulos de

polietileno.

Los experimentos se realizaron en cubas de compostaje, con un grueso de 6
mm de acrilico de 22.5 cm x 20.0 cm x 17.5 cm, contando cada una con dos

difusores, bombas de aire y mangueras de plastico de 10 y 6 mm.

Material de laboratorio: matraces Erlen Meyer de 250, 500 y 1000 mL, buretas,
cajas petri de vidrio, triangulo de vidrio, micropipetas de 200 uL, 1000 pyL y

5000 uL, puntas de plastico, capsulas de vidrio, moscas magnéticas, parrilla.

Galerias APY ZYM Biomeriux ™.

Equipo

Horno, con una temperatura de 105°C
Mufla, con una temperatura de 550°C.
Incubadora de 28° a 35°C.

Balanzas analiticas.

Camara fotografica.
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V. 2 Método

IV.2.1 Elaboracion de composta

a) Caracterizacién del in6culo

El inéculo se obtuvo de la Planta de compostaje de la UNAM elaborada con
materia vegetal de cedro, liquidambar, y desechos urbanos de Ciudad
Universitaria.

Al in6culo se le hizo una caracterizacion fisicoquimica de cuatro parametros:
soélidos totales, solidos volatiles, pH y CO, de acuerdo a la normatividad como
se muestra en la tabla 3 (Ver Anexo VII.2). Para empezar la prueba de
biodegradabilidad se necesitdé que la composta se encontrara en condiciones
adecuadas de estos parametros como se muestra en la tabla 4 para obtener
resultados optimos,

Tabla 1. Pardmetros de caracterizacion fisicoguimica.

Parametro Técnica Referencia

Solidos Totales Desecacion a 105°C APHA 2540 D

Solidos Volatiles Combustion a 550°C APHA 2540 E

pH Método electroquimico | ASTM D3987 y D1293
CO, Método colorimétrico | ASTM D5338

Tabla 2. Parametros fisicoguimicos del in6culo de acuerdo a ASTM D 5338.

Parametro

Solidos Totales 50-55%
Humedad <70%
pH 7-8.2
Tamano de particula < 10 mm

La caracterizacibn microbiolégica y enzimatica se hizo por medio de
crecimiento de bacterias en medios selectivos (Ver ANEXO VIL3) , para

bacterias amiloliticas, sacaroliticas, lipoliticas, proteoliticas, y celuloliticas,
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cada siete dias por duplicado,. Para la caracterizacién enzimatica se procedio a
utilizar las galerias APl ZYM™ .

b) Obtencién y procesamiento de materia organica.
La composta se elaboré con restos de cocina, utilizando materia vegetal como
cascaras de naranja, platano, pifia, sandia, meldn, tomate, en su mayoria.

Todos los restos se picaron.

c) Elaboracion de pila de compostaje.

Se colocé una capa de 1 cm composta (inéculo) por 4 cm de residuos,
alternandolos, al final la pila queddé cubierta de composta como se observa en
la figura 6B. Se removio una vez por semana y se mojo con agua de la llave.
Llevandose a cabo el proceso por 3 meses. Esta composta se elabord en el

invernadero (Fig. 6A) del laboratorio de microbiologia experimental, a una

temperatura de 45° C.

Figura 1. A) Invernadero del Laboratorio de Microbiologia Experimental y B) pila de compostaje

d) Maduraciéon de composta.
Ya pasados los 3 meses, la composta se sometié a un proceso de maduracién
en columnas de PVC, con aireacion constante en un periodo de un mes.

Figura 7
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Figura 2. Columna de PVC (Proceso de maduracion)

IV.2.2 Evaluacion fisicoquimica de la composta y materiales
plasticos

Al final del proceso de maduracién, la composta presenté un tamafo de
particula no mayor a 10 mm, por lo cual se tamizé en un tamiz de malla de 5
mm de abertura, se volvid a evaluar los parametros fisicoquimicos de la

composta y por los procedimientos ya mencionados anteriormente.
Evaluacion fisicoquimica de materiales plasticos
1. Acondicionamiento de la muestra

Para la evaluacién de los parametros fisicoquimicos de las muestras se

procedio en el caso del polipropileno a cortar las hojas y en el polietileno no

tendra ningun tratamiento.
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Figura 3.A) El propileno cortado en trozos de 2 cm x 1 cm y b) El polietileno, no obtuvo ningtn
tratamiento, se encontraba en granos.

2. Determinacion de Sdlidos Totales y Volatiles.
Para la determinaciéon tanto de sélidos totales como volatiles, se procedid
de la misma manera que en la composta, solo que se utilizaron 4 g de

muestra.

IV.2.3 Evaluacion de la biodegradacion aerobia de plastico

Una vez que se caracterizaron el polipropileno, polietileno y la composta.
Las cajas de acrilico (unidad experimental) se acondicionaron para iniciar la
evaluacion de la siguiente manera: Se adicioné 1200 g de composta,
cuidando que cubrieran no mas de las % partes de la caja. Al hacer la
prueba por duplicado se corrid:

1) Blanco: estuvo compuesto solo la composta con las condiciones
adecuadas.

2) Control positivo: se encontré constituido por la composta con un material

de referencia, en esta prueba se utilizé celulosa.
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3) Material a evaluar (polipropileno): se acondicion6 el polipropileno en
trozos pequenos, los cuales se adicionaron a la composta incorporandolos
homogéneamente.

4) Material a evaluar Il (polietileno): los granulos de polietileno se
adicionaron a la composta contenida en las cajas, y se mezclo
homogéneamente.

Cada caja estuvo conectado a una trampa de CO, donde estuvo contenido
una solucién de Ba(OH), con una concentracion de 0.024 N, a su vez tuvo
una entrada de aire para humidificar la composta. Las condiciones a las
cuales se llevaron a cabo las pruebas de biodegradabilidad fueron:
temperatura de 30°C, humedad del 55%, pH entre 7 y 8.2 (de acuerdo a
ASTM D5338) La lectura se realizd cada 48 horas. Una vez que
transcurrieron los 45 dias, se hace un analisis integral de la evolucién del

CO,, El reactor se muestra en la Figura 9.

Figura 4. CAmara de compostaje
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IV.2.4 Desintegracion del plastico

Uno de los parametros que definen la compostabilidad de un plastico esta
dado por la desintegracién de este, después del proceso el plastico no
debid ser facil de distinguir, para ello se procedié sacar a la toma de

composta de las cajas y hacer observaciones.

Visualizacion macroscoépicay microscopica del plastico

Al final del proceso, se hicieron observaciones al microscopio. Para el
propileno se realizé una tincion de Gram, tanto para el plastico que estuvo
en composta como para el que no se llevo a cabo ningun tratamiento, y asi
se observo en el microscopio éptico.

Para los granos de polietileno, sélo se hicieron observaciones en microcopio

estereoscopico.

De acuerdo a los resultados obtenidos los materiales se mandaron a hacer
microscopia electréonica de barrido, para observar si hubo dafio en el

plastico.

IV.2.5 Prueba de seguridad acuéticay terrestre

Para evaluar la toxicidad de la composta, se procedioé a realizar la prueba
de seguridad acuatica y terrestre de acuerdo a ASTM D-6400 y OECD 208.

En la prueba de seguridad acuatica se utilizaron semillas de lechuga, trébol
y jitomate, en la cual se extrajo el sobrenadante de la composta y se
realizaron cinco diluciones (5,10, 25, 50 100%), con tres replicas, en las

cuales en cada caja petri se colocaron 10 semillas sobre papel filtro y se
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adiciond 5 mL de la solucion y se pusieron a germinar las semillas por 7

dias a 28°C en oscuridad.

En el caso de la prueba de seguridad terrestre, se utilizaron semillas de
lechuga, cebolla, jitomate y trébol, las cuales se colocaron en germinadores
con la composta, con dos replicas, y al cabo de 23 dias se evaluo el

porcentaje de sobrevivencia.

IV.2.6 Determinacion de crecimiento microbiano en el proceso

Para determinar los cambios en los grupos metabdlicos, se procedid a
hacer un seguimiento del crecimiento cada 7 dias por medio de cuenta en
placa por duplicado, se hicieron diluciones seriales de las cuales se
utilizaron para inocular placas de agar con el medio selectivo ,dejandolas
crecer un tiempo de 48 h a una temperatura de 28°C, los medios selectivos
que se escogieron fueron para 5 grupos metabdlicos representativos;
amiloliticos, sacaroliticos, proteoliticos, lipoliticos y celuliticos (ver Anexo
VII.3), en los cuales se observaron los cambios de predominancia de

metabolismo durante la prueba de biodegradabilidad.

IV.2.7 Caracterizacion enzimatica del proceso

La diversidad de enzimas presentes fue monitoreada por medio de galerias
APl ZYM™ Biomeriux. Estas galerias  estdn compuestas por 20
microcapsulas que contienen sustratos cromogénicos de 19 enzimas
diferentes (Tabla 5) y un control (una microcapsula que no contiene ningun
sustrato). Las galerias se humedecieron con agua destilada. De la
composta se extrajo el sobrenadante, se tomo6 una alicuota de 130 uL y fue
agregada en cada uno de las 20 microcapsulas. Las galerias se incubaron a
37°C durante 4 h. Después de la incubacion, se agregaron 30 uL de
reactivo (ZYM A y ZYM B) a todas las microcapsulas. Después de 10

minutos, se observaron los resultados asignandoles un valor de acuerdo al
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colorante obtenido, tomando la siguiente escala; que va del 1 al 5. Para este
estudio, se reportaron reacciones de baja intensidad con el valor de 1,
reacciones de moderada intensidad de 2 a 3 y reacciones de alta intensidad
de 4 a 5 (Tiquia, 2002).
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Figura 5. Escala de tonalidades para establecer la AE.

Tabla 3. Enzimas presentes en galerias APY ZYM Biomeriux.

Grupo Enzima

Fosfatasas Fosfatasa alcalina
Fosfatasa acida
Naftol-AS-B1-fosfohidrolasa

Lipasas Estearasa (C4)
Esterasa Lipasa (C8)
Lipasa (C14)

Proteasas Leucina arimiladasa
Valina arimiladasa
Cistina arimiladasa
Tripsina

a- quimiotripsina

Carbohidratasas a-galactosidasa
B-galactosidasa
B-glucoronidasa
a-glucosidasa
B-glucosidasa
N-acetil-B-glucosaminidasa
a-manosidasa
a-fucosidasa
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V. RESULTADOS

V.1Resultados de la medicion de CO,

En las siguientes tablas se muestran lo valores obtenidos de la prueba de
biodegrdabilidad, toxicidad acuatica y terrestre, asi como los valores del

crecimiento microbiano y actividad enzimatica.

Tabla 1. Resultados de la prueba de biodegradabilidad (mg de COy)

Tiempo Blanco Celulosa Polipropileno Polietileno

(Dias)
0 163.83 £ 0.00 151.34 £ 0.00 148 +1.23 136.51+ 1.23
2 154.33 £ 0.73 188.84 £ 0.73 157.49 +1.23 158.67 +1.23
4 197.07 £1.23 241.07 £1.23 200.23 +1.23 210.91+1.23
11 197.07 +0.73 379.56 +1.23 238.22 +0.73 201.41+0.73
13 292.04 +0.00 403.53 £0.00 323.69 +0.73 324.87+0.73
16 326.86 +1.23 436.84 £0.00 355.35 +0.73 334.37+0.00
20 319.34 +0.00 479.82 £0. 00 328.84 +0.00 298.36+0.73
23 345.06 +0.73 502.53 £0.73 354.56 +0.00 286.09+0.73
25 413.92 +0.73 532.97 £0.73 423.41 +0.00 316.96+0.00
28 473.34 +0.00 542.48 +0.73 448.65 +0.73 466.16+0.00
30 471.31£0.00 538.29 £0.00 445.01 +0.73 463.6 +0.00
32 467.26 + 0.00 528.8 £0.00 440.79 0.73 476.28 +0.00
35 445.61 £0.00 509.28 £0.00 412.66 +0.76 458.83 +0.00
37 381.65 +1.23 472.05+0.73 359.82 +1.23 380.98 +0.73
39 306.96 +0.00 419.61 £0.73 255.42 +1.23 297.10 +1.23
42 220.35 0.0 357.38 £0.00 223.66 +1.23 186.98 +1.23
45 151.54 +0.00 302.36 £0.00 187.59 +1.23 99.82 +1.23
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V. 2 Resultados de la prueba de seguridad acuaticay terrestre.

Tabla 2. Resultados del promedio del nimero de semillas germinadas de S. lycopersicum
(jitomate) para la prueba de toxicidad acuéatica

Solucién
Condicion (%) 1 5 10 25 50 100
Blanco 9.33+0.58 |[10.00 +0.00| 9.66 £ 0.58 | 8.66 + 0.58 | 9.66 + 0.58 | 9.66 + 0.58
Celulosa 9.33+1.15 19.33+0.58 | 9.33+0.15]10.00 £0.00 | 9.66 £+ 0.58 | 8.66 + 1.15
Polipropileno 6.55+0.58 | 8.11+0.58 | 9.66+0.58 | 9.00+1.00 | 9.66 + 0.58 | 9.66 + 0.58
Polietileno 10.00+0.58 | 9.66+1.15 ] 9.33+1.00 | 9.00+ 0.58 | 9.33 £ 0.58 | 9.00 + 1.00
Germinadas en agua con un porcentaje de 96.6% de germinacién a los 7 dias.
Tabla 3. Resultados del promedio del nimero de semillas germinadas de L. sativa (lechuga) para la
prueba de toxicidad acuética
Solucién
Condicion (%) 1 5 10 25 50 100
Blanco 9.33+0.58 866+1.15 9.00+1.00 8.66+1.53 8.33+0.58 8.33+0.58
Celulosa 8.66+1.15| 9.00+1.00| 8.66+0.58| 8.33+1.15| 9.33+0.58| 8.33+1.53
Polipropileno 8.66+0.58| 9.00+1.00| 9.00+1.00| 7.33+0.58| 9.66 + 0.58| 8.33 + 0.58
Polietileno 9.66+0.58| 9.33+0.58| 9.33+0.58| 8.33+0.58| 8.66 £+ 0.58| 8.33 + 0.58
Germinadas en agua con un porcentaje de 100% de germinacion a los 5 dias.
Tabla 4. Resultados del promedio del nimero de semillas germinadas de T. patrense (trébol) para
la prueba de toxicidad acuatica
Solucién
Condicion (%) 1 5 10 25 50 100
Blanco 6.66+2.08 533+153 766+153 6.33+1.53 9.00+1.15 8.33+1.53
Celulosa 8.33+2.08|16.66+0.58 | 7.33+2.08 |8.33+0.58 | 6.66 +0.58 | 6.33 + 1.53
Polipropileno 7.66+0.58 |1833+154 |766+1.54|7.33+1.54|9.33+1.54|7.33+0.58
Polietileno 8.33+0.58 [8.00 +1.00/8.00 +1.00| 7.66 +0.58 | 7.33 + 0.58 | 8.33 £ 0.58

Germinadas en agua con un porcentaje de 76.6% de germinacion a los 7 dias.

Tabla 5. Resultados del nimero de semillas germinadas de jitomate, lechuga, trébol y cebolla,
para la prueba de toxicidad terrestre.

Semillas
evaluadas
Condicion Jitomate Lechuga Trébol Cebolla
Blanco 6.5+141 | 75+0.70 | 6.0+1,41 | 55+0.70
Celulosa 6.5+0.70 | 7.5+0.70 | 5.0+0.00 | 6.5+0.70
Polipropileno| 7.0+0.00 | 70+1.41 | 40+1.41 | 6.5+ 1.41
Polietileno | 7.5+0.70 | 75+0.70 | 4.0+ 141 | 75+0.70
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V.3 Crecimiento microbiano

Tabla 6. Resultados de grupos bacterianos en el blanco, en UFC/mL para cada dia monitoreado.

Blanco Amiloliticos sacaroliticos Lipoliticos  Proteoliticos Celuloliticos

0 1.32x10" 8.00x10° 1.90x10° 6.60x10° 1.12x10’
7 6.20x10° 595x10° 9.00x10° 2.65x10° 3.15x10°
14 875x10° 1.75x10° 220x10* 5.35x10° 7.00x10°
21 1.49x10° 6.80x10° 1.00x10° 4.95x10* 1.85x10°
28 1.75x10° 2.35x10° 1.12x10° 150x10° 2.00x 10
35 565x10° 7.20x10*® 150x10° 265x10° 1.75x10°
45 1.16x10° 5.40x10* 4.95x10° 2.00x10° 4.50 x 10°
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Figura 1.Curva crecimiento microbiano blanco en UFC/mL
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Tabla 7. Resultados de grupos bacterianos en la composta con celulosa (control positivo), en
UFC/mL para cada dia monitoreado.

Celulosa Amiloliticos Sacaroliticos Lipoliticos  Proteoliticos Celuloliticos

0 825x10° 6.35x10° 4.30x10° 1.18x10° 4.35x10°

7 290x10° 4.00x10° 950x10° 4.85x10° 1.75x10°

14 120x10° 3.60x10* 5300x10° 3.35x10° 4.70x10°

21 1.35x10° 345x10° 550x10° 1.75x10° 1.35x10°

28 150x10* 3.80x10* 1.90x10* 1.50x10* 5.00x10*

35 385x10° 7.85x10* 3.35x10° 285x10° 1.50x10°

45 710x10°  3.00x10* 150x10° 1.65x10° 3.00 x 10?
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Figura 2.Curva crecimiento microbiano celulosa en UFC/mL
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Tabla 8. Resultados de grupos bacterianos en la composta con polipropileno, en UFC/mL para cada
dia monitoreado.

Polipropileno Amiloliticos Sacaroliticos Lipoliticos  Proteoliticos Celuloliticos
0 335x10° 1.36x10° 8.40x10° 1.49x10° 9.85x10*
7 9.90x10° 2.15x10° 250x10* 8.85x10" 3.80x10°
14 280x10° 7.35x10° 2.80x10° 5.05x10° 4.20x10°
21 1.35x10° 420x10° 1.40x10" 1.14x10° 1.25x10°
28 570x10° 1.70x10° 1.39x10* 4.30x10* 3.40x10°
35 1.10x10° 3.60x10° 3.85x10* 1.25x10* 1.65x10°
45 9.00x10° 2.00x10* 2.00x10° 1.05x10* 1.38x10°
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100 +
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Figura 3.Curva crecimiento microbiano polipropileno en UFC/mL
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Tabla 9. Resultados de grupos bacterianos en composta con polietileno, en UFC/mL para cada dia
monitoreado.

Amiloliticos Sacaroliticos Lipoliticos Proteoliticos Celuloliticos
0 1.33x10’ 3.90x10° 3.00x10° 1.33x10° 2.25x10°
7 5.15x10° 2.20x10° 4.35x10° 4.70 x 10° 1.80 x 10°
14  1.07 x 10’ 1.20x10° 8.65x 10° 9.45x 10° 9.50x 10°
21 1.50 x 10° 4.00x 10* 1.55x10* 1.00 x 10° 1.50 x 10°
28 1.55x10° 8.50x10* 7.15x10° 1.55 x 10* 3.00x10°
35 9.05x10° 1.00x 10° 1.55x10* 7.00 x 10° 1.65x 10°
45 9.00x10° 3.25x10° 1.80x10° 8.25x10° 1.50 x 10°
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100000 -
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Figura 4. Curva crecimiento polietileno en UFC/mL
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V. 4 Resultados de la medicidén de la actividad enzimatica en la
prueba de biodegradabilidad aerobia para plasticos.

Tabla 10.Resultados de la AE para el blanco durante la prueba de biodegradabilidad.

Dias AE Total
Grupo de enzimas | Enzimas evaluadas 0 9| 18 27| 36| 45
Fosfatasa alcalina 5 5 5 5 5 5 25
Fosfatasas Fosfatasa acida 5 4 5 3 1 5 18
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 5 4 5 5 3 5 22
Estereasa (C4) 3 3 1 5 5 3 17
Lipasas Estereasa Lipasa (C8) 3 3 3 5 4 5 20
Lipasa (C14) 2 1 4 1 1 4 11
Leucina arilamidasa 2 2 3 3 3 3 14
Valina arilamidasa 1 1 1 3 3 1 9
Proteasas Cistina arilamidasa 1 1 1 4 1 0 7
Tripsina 2 3 5 1 1 1 11
a-quimiotripsina 3 3 1 1] 0.5 1 6.5
a-galactosidasa 0 0 1 1] 0.5 1 3.5
B-galactosidasa 1 1 1 1 1 0 4
B-glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0
Carbohidratasas | a-glucosidasa 1 1 3 1] 0.5 0 5.5
B-glucosidasa 3 3 3 2| 05 0 8.5
N-acetil-B-glucosaminidasa 5 5 3 1 2 3 14
a-mannosidasa 1 1 1 1] 0.5 0 3.5
a-fucosidasa 3 3 1 11 0.5 3 8.5
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Tabla 11. Resultados de la AE para celulosa durante la

prueba de biodegradabilidad

Dias AE Total
Grupo de enzimas | Enzimas evaluadas 0(9(18| 27| 36|45
Fosfatasa alcalina 5/5| 5 4| 5| 5 29
Fosfatasas Fosfatasa acida 5/5| 3 11 5| 3 22
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa| 5|5| 5 5| 4] 5 29
Estereasa (C4) 33| 3 4| 3| 4 20
Estereasa Lipasa (C8) 44| 5 5| 5| 5 28
Lipasa (C14) 3/3| 3 4| 3| 3 19
Leucina arilamidasa 5|5| 4 5/ 3| 3 25
Valina arilamidasa 33| 3 5| 2| 3 19
Proteasas Cistina arilamidasa 33| 3 3] 1 1 14
Tripsina 3|13 1 11 1] 1 10
a-quimiotripsina 33| 1 11 1] 1 10
a-galactosidasa 33| 3 1105] 0 10.5
B-galactosidasa S511] 3 1105 0 6
B-glucuronidasa 0/0] O 0/ 0] 0 0
Carbohidratasas | a-glucosidasa 0/0] 1 3/05]| 0 4.5
B-glucosidasa 0/0] 5 2/105| 0 7.5
N-acetil-B-glucosaminidasa| 34| 1 3] 3]0 14
a-mannosidasa 111 1 110.5] 0 4.5
a-fucosidasa 111 1 0/05]| 0 3.5
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Tabla 12. Resultados de la AE para el polipropileno durante la prueba de biodegradabilidad

Dias AE Total
Grupo de enzimas | Enzimas evaluadas 0 9 18 27 36 45
Fosfatasa alcalina 5 5 5 0 5 4 19
Fosfatasas Fosfatasa acida 3 5 3 0 5 3 16
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa| 3 4 5 4 5 3 21
Estereasa (C4) 1 3 3 2 4| 45 16.5
Lipasas Estereasa Lipasa (C8) 0 3 5 4 5 5 22
Lipasa (C14) 3 1 1 3| 1.5 4 11.5
Leucina arilamidasa 2.5 0 3 3 5 4 15
Valina arilamidasa 0.5 3 2 2 3 3 13
Proteasas Cistina arilamidasa 1 3 2 5 2 5 17
Tripsina 5 1 2 2 1 1 7
a-quimiotripsina 5 1 2 2 1 1 7
a-galactosidasa 1 1 3 1 1 1 7
B-galactosidasa 1 1 3 1 1 1 7
B-glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0
a-glucosidasa 1 1 1 1 1 2 6
B-glucosidasa 3 3 3 2 2 2 12
N-acetil-p-glucosaminidasa | 1 1 5 1 1 4 12
Carbohidratasas | a-mannosidasa 3 3 1 1 1 1 7
a-fucosidasa 3 3 1 1 1 1 7
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Tabla 13. Resultados de la AE para el polietileno durante la prueba de biodegradabilidad

Dias AE Total
Grupo de enzimas | Enzimas evaluadas 0 9 18 27 36 45
Fosfatasa alcalina 0.5 1 5 1 2 2 11.5
Fosfatasas Fosfatasa acida 3 3 5 0 3 4 18
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 0 0 5 5 4 4 18
Estereasa (C4) 3 3 3 3 3 3 18
Lipasas Estereasa Lipasa (C8) 2 3 5 5 4 4 23
Lipasa (C14) 3 3 3 1 1 3 14
Leucina arilamidasa 3 3 5 2 3 3 19
Valina arilamidasa 3 3 4 4 3 2 19
Proteasas Cistina arilamidasa 3 3 3 5 2 2 18
Tripsina 3 3 3 1 2 1 13
a-quimiotripsina 4.5 4 3 1 2 1 15.5
a-galactosidasa 1 1 3 1 1 0 7
B-galactosidasa 4 3 1 1 1 0 10
B-glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0
Carbohidratasas | a-glucosidasa 2 3 4 1 0 0 10
B-glucosidasa 3 3 3 5 1 0 15
N-acetil-B-glucosaminidasa 3 3 3 1 1 0 11
a-mannosidasa 3 3 3 1 0 0 10
a-fucosidasa 3 3 3 2 0 0 11
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VI. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

VI. 1 Caracterizacion fisicoquimica de composta y materiales
plasticos

Los resultados de los parametros fisicoquimicos del indculo, de la composta
madura, Yy los plasticos evaluados (polietileno y polipropileno) se muestran en
la tabla 19. Como se puede observar en dicha tabla, al término del proceso de
compostaje, los valores obtenidos no se encontraron dentro de los éptimos de
acuerdo a la ASTM D5338; por lo cual se procedio a madurarla en columnas de
PVC, para que gquedara en condiciones requeridas por el procedimiento como
se muestra en la tabla 3.

Para el caso de los plasticos que fueron evaluados se observd que en ambos
casos se presentd un porcentaje de 100% de solidos totales; por lo cual no
presenta humedad. Para el caso del polipropileno; del total de sélidos el 100%

son sdlidos volatiles y para el polietileno contiene 99% de sélidos volatiles.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de indéculo, composta madura, polietileno y

polipropileno.

Parametro | Composta | Composta | Polipropileno | Polietileno
(Inéculo) madura
Tamarfio <10 mm >10 mm >2cm 0.5 mm

% SV 21 20 100 99

% ST 46 45 100 100
% Cenizas 25 25 0 0
% Humedad 54 55 0 0

pH 7.36 7.36 ND ND

Parametro medidos, para tener un optimo proceso de compostaje de
acuerdo a el procedimiento ASTM D5338.
ND= No Determinado

También se observo que durante el proceso de compostaje el tamafio de

particula va modificandose, la diferencia esta al final del proceso y después de
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madurarla, ya que va siendo mas pequefia como se puede observar en la
figura 15 Ay B respectivamente. Gracias a la actividad de los microorganismos,
responsables de la descomposicion de la materia organica producen una
mezcla estable y homogénea (Rynk et al., 1992; Borken et al., 2002), que se
utiliza como parametro para indicar madurez (Tiquia, 2005).

Aunque el tamafio va disminuyendo con el paso del tiempo, se procediéo a
tamizarla debido a que se observé que habia particulas mayores a los 10 mm
como las de la figura 15C, lo cual podrian modificar el proceso de aireacion
durante la prueba para obtener una composta con los parametros
fisicoquimicos adecuados, asi como el tamafio de particula como se muestra

en la figura 15 D.

Figura 1. A) Composta antes de madurar, B) Composta después de madurar, C) Restos de
composta tamizada en el proceso y D) Composta utilizada en el proceso.
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La composta al final de la prueba de biodegradabilidad, present6 cambios en
los parametros fisicoquimicos como se puede apreciar en la tabla 20, donde se
comparan los valores fisicoquimicos finales con respecto a los valores iniciales
(tabla 19). Dentro de los pardmetros de sélidos volatiles (SV) se puede
observar que hubo una disminucion, indicando que parte de la materia
organica ha sido transformada a dioxido de carbono (CO;) y la presencia de
una disminucion para el blanco indican que los plasticos no presentan un
efecto negativo en el proceso de composteo (Sarasa, 2008). En los sélidos
totales se observO un aumento, aunque parte de la materia organica se
transformé y volatilizé; dentro del proceso de transformacion de la materia
organica, esta se pudo haber convertido en otros compuestos 0 aumento de
biomasa; lo cual corresponde con lo observado en el aumento de los valores
de cenizas. El contenido de humedad presenté una disminucién, que de
acuerdo a lo reportado este puede caer del 20 al 56% al final del proceso

(Ghorpade et al., 2001).

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de las compostas al final de la prueba de biodegradabilidad.

Parametro Blanco Celulosa Polipropileno | Polietileno
% SV 16 19 32 34
% ST 56 65 44 47
% Cenizas 40 56 12 13
% Humedad 44 35 56 53
pH 7.8 7.75 7.87 7.92

VI. 2 Compostabilidad del polipropileno y polietileno.

Para que un plastico pueda considerarse compostable debe de presentar tres
parametros desintegracion, biodegradacion y pasar la prueba de seguridad

acuatica y terrestre, como se muestra en la figura 16.
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Material a evaluar

ASTM D 6400
. L Seguridad acuatica
Desintegracior
y terrestre
Prueba de
toxicidad
<10% de l
peso seco
robad

Figura 2. Método para la evaluacion de la compostabilidad de materiales plasticos.

VI. 2.1 Prueba de biodegradabilidad del polipropileno y polietileno.

Uno de los pardmetros para determinar si un plastico es biodegradable es por
medio de la medicion de los productos finales; de acuerdo al procedimiento
internacional de regulacién de evaluacion de biodegradabilidad aerobia de
plasticos ASTM D 5338 se determiné la produccion de biéxido de carbono
(COy) por un periodo de 45 dias. Como se puede observar en la figura 17, la
produccion de biéxido de carbono (CO,) se fue incrementando conforme fue
pasando el dia de la composta; lo cual nos indica que la materia organica
estaba siendo degradada. Entre el dia 25 y 35, se observan que hay una mayor
produccion de biéxido de carbono y los grupos de microbianos con mayor
presencia para ese momento son los grupos microbianos sacaroliticos y
lipoliticos en el blanco (figura 19), celuloliticos en la composta con celulosa

(figura 20), sacaroliticos y proteoliticos en la composta con polipropileno (figura
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21); y celuloliticos en el polietileno (figura 22).

También se observa que

después del dia 35 la produccion de CO; fue disminuyendo el dia 45.

5504 —m— Blanco ./0 o
500 —eo— Celulosa RN
Polipropileno o
4504 —v— Polietileno / V‘ \
1 [
o V \
N i [ ]
QO 30- \
() | v
-g) 250 1 o \
£ 0] .?!\ \
i v
100—- v
S0 T T T T T T T T T T

Tiempo (dias)

Figura 3. Produccién de CO, en la prueba de biodegradabilidad de los materiales evaluados.

Respecto a la produccién acumulativa de CO, tanto para el blanco, celulosa,

polipropileno y polietileno es presentado en la figura 18, el area bajo la curva

refleja la produccion total de diéxido de carbono, donde se observa que para el

polipropileno ( figura 18 C) al inicio presenta una produccion de 148 mg de

CO,, y para el dia 28 presenta el valor mas alto siendo de 448.65 mg de CO,,

y al final llega a una produccién de 187.59; en el caso de la duracién de la fase

con mayor produccion de CO, dura 10 dias. Para el polietileno ( figura 18 C) al

inicio presenta una produccion de 136.51 mg de CO, , y para el dia 32 presenta

el valor mas alto siendo de 466.16 mg de CO,, y
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de 99.82; la fase con mayor produccién de CO, dura 8 dias, también se puede

observar que la produccion de CO, en general es como la del blanco, aunque

entre el dia 20 y 23 presenta una ligera disminucion, que va a ser reflejada en

la produccion total de CO,. Comparado con la composta con celulosa, en la

figura 14 B, se puede observa que la producciéon de CO, en general es

constante tanto en el momento en que va aumentando, llega el momento con

durando 12 dias, hasta el decaimiento de este. Estas

mayor produccion

variaciones en las fases de mayor produccion de CO, pueden estar asociadas

a la actividad microbiana, por la interaccion del material que presenta una

diferente (Tiquia, 2002).
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Figura 4. Produccién acumulativa de CO, para
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Para obtener el porcentaje de biodegradabilidad de las muestras, es necesario
saber la produccion total de CO, durante toda la prueba. Para el blanco se
obtuvieron 13.96 g de CO,, la composta con celulosa 18.68 g de CO,, la
composta con polipropileno tuvo una producciéon de 14.04 g de CO;, y la

composta con polietileno present6é una produccion de 13.48 g CO, .

De acuerdo a los resultados encontrados para el polipropileno se obtuvo una
degradacion de 0.428%; de acuerdo a la ASTM D5338; dicho valor obtenido
no cumple con lo minimo para ser considerado como un material

biodegradable; y el polietileno no presenta degradacion.

Si analizamos las condiciones a las cuales se llevo el proceso de compostaje
de acuerdo a lo reportado por Kale y colaboradores (2007) para que se pueda
obtener una buena taza de biodegradabilidad se han considerado los
siguientes factores esenciales como son: las condiciones de exposicién que
estan dadas por una adecuada humedad ya que de esto dependerd un
adecuado crecimiento de microorganismos, actividad microbiana, asi como la
disponibilidad de sitios de ataque para los microorganismos. Para este estudio,
se mantuvo una humedad de 50- 55% que corresponde a lo especificado en
el procedimiento ASTM D5338; y si se observan los valores de crecimiento
microbiano que se encuentran entre 10%y 10°, estan en total concordancia con
los valores de buena actividad microbiana (Vaz Moreira et al., 2007); en base a
esto podemos decir que la humedad no fue un obstaculo para poder
presentarse una mayor taza de degradabilidad.

Otro de los factores es la temperatura, ya que si la temperatura aumenta la
actividad microbiana aumenta, por lo cual se tuvo cuidado de que no
aumentara la temperatura demasiado porque se puede detener el proceso; el
parametro de la temperatura fue una variable que fue controlada
manteniéndose en 30°C; ya que se considero que permaneciendo la composta
en una fase mesofilica se presentaria una mayor abundancia y diversidad de
microorganismos como lo reportan Massiani y Domeizel (1994) lo cual podria

tener una mayor accion sobre el plastico.
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En cuanto a la disponibilidad de oxigeno que permite una oxidacién enzimatica,
se considerd que hubo una buena aireacién, como se puede observar en los
resultados de actividad enzimética, donde los valores en promedio son de
entre 3 y 5, lo cual es una buena actividad enzimatica de acuerdo a lo

reportado por Tiquia (2002).

Se considera que el problema con la biodegradabilidad de los plasticos esta
dado por su composicion, se ha reportado que para una biodegradabilidad de
un polimero se debe considerar la flexibilidad, la cual esta dada por la
composicién de moléculas y enlaces que permitiran la accesibilidad del agua
a la molécula para ser degradada: Otro factor a considerar en la
biodegradabilidad es el peso molecular, puesto que a menor peso es mas facil
gue una molécula pueda ser tomada por los microorganismos y convertirla en
metabolitos. Asi mismo, se ha reportado que polimeros de vinil, como el
polietileno, polipropileno y policloruro de vinilo, con uniones de un solo carbono,
normalmente no son susceptibles a hidrdlisis o biodegrdacion (Kale et al.,
2007).

Aunque el propileno isotactico se reportdé que presenta biodegradacién en un
tiempo de cinco meses por un consorcio microbiano (Cacciari et al., 1993) y
para el polietileno se encontré que puede ser degradado por microorganismos

gue degradan lignina como Phanerochaete chrysosporium (Shimao, 2001).

VI.2.2 Evaluacion de la desintegracion. Descripcion cualitativa del
material

Durante el proceso de composteo no se observé cambios de coloracion en la
composta, crecimiento de hongos que indicaran visualmente un mal proceso de

composteo.
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Desintegracion: Después de haber terminado el proceso de composteo, se
decidi6 separar el plastico, en el cual se observa que no hubo cambio
significativo en su apariencia visual lo que indica que el plastico propileno y
polietleno no sufrieron un proceso de desintegracion y que de acuerdo a el
procedimiento ASTM D 6400, para que un material pueda considerase que se

desintegro, debe no ser visible en la composta.

El material retirado de la composta fue analizado al microscopio por medio de
una tincion de Gram (+/-), en la cual se observaron presencia de bacterias
como se presenta en la figura 19C. Para corroborar que las bacterias no
estaban presentes en el plastico antes del tratamiento, se realizo la tinciébn a un
trozo de polipropileno que no estuvo expuesto a la composta y se observé que
el plastico repelia los colorantes y al observarlo al microscopio no hay
presencia de microorganismos como se muestra en la figura 19 B. Lo cual es
indicio de una adhesiéon celular. En la figura 19 se observa los plasticos
después de la tincion de Gram, en la figura 19 B) visto al microscopio sin
tratamiento y la figura 19 C) con tratamiento observando la presencia de

bacterias.
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Figura 5. Trozo de polipropileno, A) Con tratamiento y sin tratamiento, B) Poliproleno al
microscopio 100X sin tratamiento y C) Polipropileno al microscopio al 100X con
tratamiento.

Para el caso del polietileno, se observdé un cambio en la coloracién en el
momento de observar el granulo de polietileno con y sin tratamiento al
microscopio estereoscoépico. En la figura 20 se puede observar este cambio, el
granulo de polietileno en la parte izquierda es el que no tiene tratamiento y el
derecho es el que tiene tratamiento. Siendo esto posible por la interaccion del
plastico con la composta y los ligeros cambios de pH, que pudieron haber
afectado la coloracion.

Figura 6. Polietileno visto al microscopio estereoscépico siny con tratamiento.
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VI.2.3 Seguridad acuatica y terrestre

V1.2.3.1 Prueba de toxicidad acuatica

Otro parametro a evaluar es la toxicidad de la composta al final del proceso que
de acuerdo al procedimiento ASTM D 6400, no debe de presentar toxicidad
para ser considerado material composteable. Con la finalidad de evaluar el
efecto toxico se evalud la germinacion de diferentes semillas. Se realizaron las
diluciones correspondientes ( 1, 5, 25, 50 y 100%) de la suspension elaborada
con composta, germinando las semillas. Para determinar la concentracion letal
media (CL50), se elaboraron gréaficas con las diferentes concentraciones y el

porcentaje de germinacion de semillas.
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Figura 7.Germinacion de semillas de S. lycopersicum en diferentes concentraciones (5, 10, 25,50
100%), para blanco, celulosa, polipropileno y polietileno.
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La prueba de seguridad acuatica de la composta con semillas de S.
lycopersicum (jitomate), se presenta en la figura 22; donde se observa que a
una concentracion del 1% el promedio porcentual de germinacién se
encuentra en 96.66. En la concentracion al 5% el promedio porcentual de
germinacion fue de 96.66; respecto a la concentracion del 10% el promedio
porcentual de germinacion fue de 93.33 y en la concentracion al 25% el
promedio porcentual de germinacion fue de 90; de acuerdo a estos datos se
puede observar que hay un ligero decaimiento de la germinacion a una
concentracion del 50%, donde el promedio porcentual de germinaciéon fue de
93.33 y para el 100% se obtuvo 90 . En general se puede decir que la
germinacion no varia, y que presenta un indice de germinacion mayor al 90%,
que de acuerdo a OECD 208, no presenta una concentracion letal media; es
decir no es toxico para las semillas de S. lycopersicum.
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Figura 8. Germinaciéon de semillas de L. sativa en diferentes concentraciones de extracto
de composta diluido con agua (5, 10, 25,50 100%), para blanco, celulosa, polipropileno y
polietileno.
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La prueba de seguridad acuatica para semillas de L. sativa (lechuga) tanto
para el blanco, celulosa, propileno y polietileno es presentado en la figura 23;
donde se observa que a una concentracion del 1% el promedio de la
germinacion se encuentra en 90; la concentracion al 5% y 10% el promedio de
germinacion para ambos casos fue de 90; respecto a la concentracion del
25% el promedio porcentual de germinacion fue de 81.6. Como se observa en
esta grafica, el propileno presentd el menor porcentaje de germinacion con un
valor del 73.33% a una concentracidon del 50% con respecto al promedio
porcentual de germinacion que fue de 90 y para el 100% se obtuvo 83.33%.
Como se observa en la figura 18, la germinacién de las semillas de L. sativa
presentd cambios a las diferentes concentraciones; observandose un descenso
en la germinacion de semillas conforme aumentaba la concentracion del
sobrenadante; aunque no se puede decir que presenta una toxicidad debido a
que ha sido reportado como material no toxico (Propilven, 2009), ni presenta
reaccion ante el agua, suelo o aire; y que de acuerdo a OECD 208, tampoco
presenta una concentracion letal media, ya que el indice de germinacion esta

por arriba del 50%.
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Figura 9. Germinacién de semillas de T. patrense en diferentes concentraciones (5, 10,
25,50 100%), para blanco, celulosa, polipropileno y polietileno.

Respecto a la prueba de seguridad acuatica para semillas de T. pratense, se
observa en la figura 24 que para la concentracién al 1% el promedio de
germinacion esta alrededor del 77.50 ; para la concentracion al 5% el
promedio de germinacion fue de 70.83 ; para la concentracion al 10% el
promedio de germinacién fue de 76.66 ; asi mismo para la concentracion al
25% el promedio porcentual de germinacion fue de 74.16; para la
concentracion al 50% el promedio porcentual de germinacion fue de 80.83 vy
para el 100% se obtuvo 75.83. La germinacion de semillas para el T. pratense
se encuentra por arriba del 50%, lo cual nos indica de que no hay una toxicidad
ni para el polipropileno ni para el polietileno, aunque en la grafica se muestran
variaciones el cual puede ser atribuido probablemente a que el lote de semillas
pudo haber tenido mucho tiempo en almacenamiento; ademas de que no se
utilizé semilla certificada de T. pratense. De manera general el porcentaje de

germinacion se mantuvo entre el 70 y el 80% de germinacion.
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V1.2.3.2 Prueba de toxicidad terrestre

El objetivo de la prueba de toxicidad terrestre, es determinar si existe un efecto
toxico después de la germinacién de semillas, evaluando la sobrevivencia por
un periodo de 23 dias posterior a la germinacion. En la figura 24 al final de la
prueba para el blanco; las plantulas de S. lycopersicum presentaron un 81.25%
de sobrevivencia, para L. sativa 93.75%, para el T. pratense 75% y A. cepa
68.75% ; para las cuatro especies se presentd una sobrevivencia mayor al
50%; por lo que de acuerdo a Massiana y Domeizel, 1994; no presenta
toxicidad y es una composta que llegdb a su madurez ya que conforme el
proceso de composteo avanza las sustancias toxicas disminuyen hasta
eliminarlas. Para la composta con celulosa; las plantulas de S. lycopersicum
presentaron un 81.25% de sobrevivencia, para L. sativa 93.75%, para el T.
pratense 62.5% y para A. cepa 81.25%., las cuatro especies se presento una
sobrevivencia mayor al 50% . En la composta con polipropileno, las plantulas
de S. lycopersicum presentaron un 87.5% de sobrevivencia, para L. sativa
87.5%, para el T. pratense 50% y para A. cepa 81.25%. Y en la composta con
polietileno se observd, que para las plantulas de S. lycopersicum presentaron
un 93.75% de sobrevivencia, para L. sativa 93.75%, para el T. pratense 50% y
para A. cepa 93.75%. Para el caso del polipropileno y polietileno, todas las
especies a excepcion de T. pratense presentaron un porcentaje mayor al 50%
de sobrevivencia., esto puede ser debido a que las semillas presentan un bajo
indice de germinacion por no utilizar semilla certificada, pero si se toma el
porcentaje del blanco o celulosa como referencia, el porcentaje de
sobrevivencia corresponderia a un 66.66% con respecto al blanco o un 80%
con respecto a el control positivo (composta crecida con celulosa).

Con esto se puede concluir que no hay un efecto téxico, y los resultados de las
compostas con plasticos comparadas con el blanco, no presentan un aumento
en la sobrevivencia lo cual indica que en ambos casos no hay aportaciones de

nutrientes ni modificaciones en la sobrevivencia por parte de los plasticos.
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Figura 10. Sobrevivencia de plantulas de lechuga, jitomate, trébol y cebolla al final de la
prueba de seguridad terrestre.

VI. 3 Crecimiento microbiano

Durante la prueba de biodegradabilidad se describié el desarrollo del
crecimiento de bacterias presentes en la composta. La composta que fue
utilizada como blanco, se pueden observar tres momentos. A) Al inicio de la
prueba se observé existencia de una los predominancia de los grupos
metabolicos de la siguiente manera  amiloliticos (51.13%), celuloliticos
(43.22%), sacaroliticos (3.08%), proteoliticos (2.54%) y lipoliticos (0.007%),
manteniéndose en ese orden de predominacia aunque con cambios de
porcentajes menores durante los primeros 20 dias (Figura 25). B) A la mitad de
la prueba se observé que la produccion de CO, mostraba un incremento, como
por ejemplo se observd que para el dia 28 presenté cambios en la proporcion
de los grupos metabdlicos, siendo los grupos mas abundante el de los
sacaroliticos con un porcentaje del 67.27% y para lipoliticos un porcentaje del
32.06%; el grupo de amiloliticos descendi6 drasticamente de pasar del 74.4%
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para el dia 14 hasta el 0.05%. C) Para el final de la prueba se observa que
hubo una recuperacion del grupo metabdlico de amiloliticos con un porcentaje
del 95.32% vy los demas grupos metabdlicos su poblacion disminuy6; siendo
sus porcentajes para sacaroliticos (4.43%), proteoliticos (0.16%), lipoliticos
(0.04%) y celuloliticos (0.036%), recuperando el orden de predominancia como

al inicio de la prueba (Figura 25).
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Figura 11. Curva crecimiento microbiano de composta blanco

La composta control positivo (con celulosa); como se puede observar en la
figura 26. Al inicio de la prueba; la predominancia de los grupos bacterianos
con sus porcentajes respectivos fueron: amiloliticos (40.98%), sacaroliticos (
31.54%), celuloliticos (21.61%), proteoliticos (5.83%)y lipoliticos (0.02%)
respectivamente; cumpliendo con este orden aunque cambiando ligeramente
los porcentajes durante los primeros 20 dias. A la mitad de la prueba el
crecimiento de las poblaciones fueron cambiando, siendo los amiloliticos el

grupo que presentd una mayor poblacion para el dia 21 con un porcentaje de
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75.8% y teniendo una caida en su poblacion para el dia 28; el cual corresponde
a lo observado que fue el dia con mayor produccion de CO, y presentando una
predominancia de los grupos metabdlicos en el siguiente orden celuloliticos
(36.49%), sacaroliticos(27.73%), lipoliticos (13.86%), proteoliticos y amiloliticos
con un porcentaje de 10.94% respectivamente. Al final de la prueba, cuando la
produccion de CO, empieza a disminuir el grupo de amiloliticos aumenta
presentando un porcentaje de 99.53% y el resto de los grupos metabdlicos
sacaroliticos descienden con un porcentaje de 0.42%, proteoliticos 0.02%,

lipoliticos 0.02% y celuloliticos con un 0.004%.
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Figura 12. Curva crecimiento microbiano de composta con celulosa

A la composta que se le adiciond polipropileno se observé que al inicio de la
prueba el orden de abundancia es el siguiente con sus respectivos
porcentajes: amiloliticos con 56.51%, sacaroliticos con 22.94 %, celuloliticos

con 16.61%, proteoliticos con 2.5% vy lipoliticos con 1.41 %. Durante el
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desarrollo de la prueba las poblaciones fueron cambiando; por ejemplo para el
dia 21 se observa que hubieron cambios en el orden de abundancia de los
grupos, siendo el mas abundante el de los lipoliticos con un 66.86% del total
de la poblacion bacteriana, lo cual corresponde a un aumento en la produccién
de CO; segun la figura 19. Para el dia 28 el grupo con mayor predominancia
fue el de los sacaroliticos los cuales ocuparon el 72.03% de la poblacion para
ese punto, que corresponde a la mayor produccién de CO;; observandose una
disminucién notable del grupo metabdlico de los lipoliticos que presentaron un
valor del 5.88%. Al final de la prueba, la mayor abundancia de microorganismos
estuvo dada por los amiloliticos con un valor del 96.37; para el resto, grupos
metabdlicos las abundancia fueron las siguientes; sacaroliticos con un 2.14%,
proteoliticos con 1.12%, lipoliticos con 0.21% vy celuloliticos con 0.15%; los
cuales presentaron el mismo orden de abundancia para el final de la prueba

que para el blanco.
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Figura 13. Curva de crecimiento de composta con polipropileno
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El comportamiento observado para los grupos metabdlicos en la composta con
polietileno es presentado en la figura 28. Como se puede observar en dicha
figura, las compostas tomadas como blanco y celulosa como controles
positivos, presenta tres notables momentos en el desarrollo de las poblaciones
bacterianas; de acuerdo a la produccion de didxido de carbono (CO,) las
cuales son explicadas a continuacion:. A) Al inicio del periodo de composteo se
observa la siguiente  abundancia: amiloliticos (67.82%), sacaroliticos
(19.96%), celuloliticos (11.57%), proteoliticos (0.68%) y lipoliticos (0.02%)
respectivamente hasta el dia 20, posteriormente entre los dias 20 y 28 se
mostraron cambios en la proporciones predominantes de los grupos
metabodlicos de bacterias. B) En el dia con mayor produccion de CO, se
encuentran con mayor abundancia los celuloliticos con un 73.31% vy
sacaroliticos con un 20.77%. C) Al final de la prueba se observa que la
poblacion de amiloliticos vuelve a ser la mas abundante con un porcentaje de
72.78% y el resto fue de sacaroliticos con un 26.28%, proteoliticos con un

0.67%, celuloliticos con un 0.12% vy lipoliticos con un 0.14%.
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Figura 14. Curva de crecimiento de composta con polietileno

Otros estudios muestran que la microbiota en la composta es bastante
compleja y que el uso de métodos de cultivos pueden revelar diferentes
miembros de esta (Vaz Moreira et al.,, 2007). De acuerdo a Massiani y
Domeizel ,1994; el 80% de las células cultivables son bacterias, por lo cual se
utiliz6 como biota a monitorear.

Estudios realizados por Vaz-Moreira de poblaciones bacterianas en compostas
caseras se ha observado altos valores de UFC de entre 10° y 10°, de acuerdo
a esto los valores obtenidos en nuestras compostas oscilan entre los 10* y 10°
UFC/mL, lo cual podemos decir que tuvimos una gran abundancia de bacterias

en la compostas.
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Los cambios observados de los grupos metabdlicos durante la prueba de
biodegradabilidad, se encuentran relacionados con la produccion de CO,, y de
manera general como se muestra en la figura 29 el grupo de los amiloliticos es
el abundante, como lo reporta Massiani y Domeizel ,1994; y para este caso
puede estar sucediendo, que como no existe un aporte adicional de
nutrimentos durante la prueba de biodegradabilidad, esto se convierte en un
factor limitante. Es posible suponer que presenta un crecimiento endégeno,
donde los microorganismos se ven forzados a metabolizar su propio
protoplasma sin que exista un reemplazo alguno, porque la concentracion de
nutrientes es minima, esto ocasiona la disminuciéon neta de la biomasa.
Durante esta fase es frecuente el fenomeno de lisis celular, donde los
microorganismo se disgregan y los nutrientes contenidos en la célula pueden
difundirse para suministrar nutrientes a las células sobrevivientes, es decir, que
para que existe una abundancia de amiloliticos se van a alimentar de las
células muertas de los demas grupos metabdlicos; presentando un crecimiento
conocido como criptico ( Metcalf y Eddy, 1991). .

Para el momento de mayor produccién de CO; en el caso de la composta con
celulosa, el mayor grupo fue de celuloliticos como se puede ver en la figura 25,
ya que es el grupo que degrada esta y de manera general durante toda la
prueba es el tercer grupo mas importante en orden de abundancia. Para la
composta con polipropileno se observdé que presenta dos momentos de
produccion altos de CO, , para el dia 21 el mayor grupo estada dado para los
lipoliticos y el grupo de los sacaroliticos el mas abundante de acuerdo a la
figura 20, asi mismo; de manera general el grupo mas abundante durante toda
la prueba fue el de los lipoliticos con 46% como se observa en la figura 22.
Para la composta adicionada con polietileno, se observé que el grupo mas
abundante fue el de los celuloliticos en el momento de mayor produccion de
CO,, y de manera general aunque el grupo mas abundante fue el de los
amiloliticos con 44%, el de los celuloliticos presento un 35%, por lo que se
puede pensar que hay una relacion con microorganismos que degradan lignina

como lo menciona Shimao, 2001.
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Figura 15. Porcentaje de la AE por grupo de enzimas, evaluados durante la prueba de
biodegradabilidad para plasticos. A)Blanco, B)Composta con celulosa, C) composta con
polipropileno, D) composta con polietileno

VI. 4 Seguimiento de pH

Dentro de los factores que puede afectar la biodegradabilidad de un material se

encuentra el pH, es por esto que se decidi6 monitorearlo durante toda la

prueba para asegurarse del control de esta variable, ademas es ampliamente

reconocido que el valor de la acidez o alcalinidad permite monitorear

variaciones en el medio causadas por las reacciones quimicas que se verifican

durante la actividad bioldgica del in6culo sobre el sustrato (Guillen Jiménez et

al., 2000). Asimismo, también fue importante monitorear este parametro debido
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a que las enzimas tienen un pH optimo o un intervalo en el cual su actividad es
maxima; a valores superiores o inferiores de pH la actividad enzimatica
disminuye (Lenhinger et al., 1993), lo cual puede afectar la biodegradabilidad
del material.

Como se muestra en la figura 30, durante el desarrollo de toda la prueba el pH
va cambiando; se puede observar que al inicio de la prueba la composta se
encuentra con un pH de 7.36, en el séptimo dia el pH empez6 a aumentar a
7.6, con excepcion de la composta que contenia celulosa que se observa que
el pH se mantuvo sin cambio hasta el dia 28. Posteriormente al dia 28 se
observa que el pH empieza a aumentar llegando a un valor maximo para el dia
36 de 8.12 ; que es cuando se observa una mayor produccién de dioxido de
carbono (CO;) de acuerdo a la figura 10 y 11 ; un incremento de pH es
asociado a la liberacion de amonio y otros compuestos basicos de la mezcla
(Sarasa, 2008). Al final de la prueba empez6 a disminuir hasta llegar a un pH
de 7.8 , siendo posible porque se presento una mineralizacion de la materia
organica que es responsable del decremento del pH (Sarasa, 2008), y
comparadas con biodegradabilidad de fenoles y dietilenglicol al final de la
prueba se reporté un pH neutro (Zganjnar y Zagora, 1999). De manera general
la figura 23 muestra que el pH se mantuvo entre 7 y 8.2, lo cual nos indica un
proceso de compostaje aerobio. Dado que no se produjeron compuestos de
degradacion anaerobia como los acidos organicos que pudieran acidificar la

composta.
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Figura 16. Curva de pH del blanco, composta con celulosa, composta con polipropileno
y composta con polietileno.

VI. 5 Determinacion de actividad enzimatica

La caracterizacion y cuantificacion de la actividad enzimatica durante el
composteo debe de reflejar la dinamica del proceso de composteo en términos
de transformacion de la materia organica. En este caso se piensa que las
enzimas que catalizan la degradacibn de  sustancias poliméricas, son
extracelulares ya que los polimeros no pueden ser transportados a través de la
membrana celular (Tiquia, 2002; Vaz Moreira, 2007). Asimismo, la
biodegradacion de contaminantes organicos esta facilitada por las enzimas que
se activan durante las funciones normales de los microorganismo como por

ejemplo la asimilacién del carbono (Albert et al., 1995).
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El nivel de actividad enzimatica para la composta blanco es presentado en la
figura 31. Como se observa en esta figura la mayor actividad que se determiné
fue la de fosfatasas, que presentd un perfil de actividad entre 4.33 y 5
unidades. Si comparamos nuestro resultado obtenido a lo reportado por Tiquia
(2002); se observa que la actividad de fosfatasas presenta un nivel de actividad
enzimatico alto; para el dia 28 donde se obtiene el valor mas alto de 473.34
mg de CO; y la disminucién de grupo amiloliticos para este momento del
74.42% al 0.05% . Las lipasas son las siguientes enzimas con mayor actividad,
presentando perfiles de entre 2.6 y 3.3 unidades el cual es un valor de actividad
enzimatica media (Tiquia, 2002). También se observa que se presentaron
cambios con un ascenso de manera general durante el desarrollo de la
prueba; La actividad para el dia 28 presento un valor de 3.66, el cual
corresponde con la mayor produccién de CO,. Para las proteasas, el perfil de
actividad enzimatica se encuentra entre 1 y 2 unidades, siendo este valor casi
moderado, y para el dia 28 llegé a un maximo nivel de 2.4 unidades y después
de este periodo empieza a descender su actividad; cabe hacer mencion que
los grupos metabdlicos con mayor porcentaje para este punto estan los
sacaroliticos y lipoliticos. Para las carbohidratasas, se observé un nivel bajo de
actividad, que va descendiendo durante el desarrollo de la prueba, como lo

hace el grupo metabdlico de celuloliticos
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Figura 17. Actividad enziméatico composta blanco

La actividad enzimatica en la composta con celulosa, se encontrdé que la mayor
actividad esta dada para las fosfatasas con valores entre 4 y 5 unidades;
siendo una alta actividad (Tiquia, 2002). Al igual que en el blanco esta
composta con celulosa presenta una disminucion de actividad en el dia 28, en
el cual se report6 el valor de 542.48 mg de CO,, volviendo a un alto nivel
después del descenso de la produccion de CO, (Figura 32). La actividad
enzimatica de lipasas present6 un nivel de actividad media, y para el dia 28 se
observé su mayor nivel de actividad. La actividad de las proteasas se
encuentra en un nivel medio, pero conforme va pasando la prueba va
descendiendo el nivel de actividad. Para las carbohidratasas se observa el

mismo comportamiento, aunque su nivel de actividad en general es bajo.
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Figura 18 Actividad enzimatico composta con celulosa

El nivel de actividad enzimatica para la composta con polipropileno se observa
al igual que el blanco que la mayor actividad enzimatica corresponde a las de
las fosfatasas (Figura 33); presentando el menor nivel de actividad para el dia
27 cuando se reporta el nivel mas alto de CO, de 448.65 mg. Las lipasas
presenta un nivel bajo de actividad al inicio de la prueba y conforme se va
desarrollando la prueba se observa que la actividad de las lipasas va en
aumento hasta llegar a una alta actividad con 4 unidades. Las proteasas se
mantienen en niveles moderados; el nivel mas alto para esta actividad fue
encontrado en el dia 27, lo cual coincide en este dia con la presencia del

grupo de los sacaroliticos el cual es el grupo mas abundante en este punto.

T
40

50

La actividad enzimatica de los carbohidratos se mantienen en un nivel bajo.
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Figura 19. Actividad enzimatica de composta con polipropileno

Respecto a la composta con polietileno se observd que las lipasas y las
proteasas presentan niveles moderados de actividad, aunque las lipasas fueron
el grupo con mayor actividad con valores entre 2.6 y 3.3; para el grupo de
fosfatasas se observo una menor actividad (Figura 34). En general se pudo
observar un nivel alto de actividad enzimatica, el cual esta dado por una alta
concentracion de microorganismos como fue reportado previamente por

Tiquia (2002) y Vaz Moreira y colaboradores (2007).
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Figura 20. Actividad enzimatica de composta con polietileno

En general se pudo observar un nivel alto de actividad enzimatica y si presenta
un alta actividad, es por que hay un alta concentracion de microorganismos

como lo reporta Tiquia, (2002) y Vaz Moreira et al., (2007).

Las diferencias en las enzimas segregadas pueden atribuirse a la
composiciones quimicas de las materias primas de las compostas (Tiquia,
2002); para este caso, la composta fue la misma y las diferencias que se
presentaron se atribuyen a los componentes que se pusieron a prueba como
fueron el polipropileno y polietileno. Ya que como se puede observar en la
figura 27, la mayor actividad para el polietileno esta dada por las lipasas. En el
composteo, la materia organica soluble al inicio es asimilada por
microorganismos (Rynk et al., 1992). Una vez que la materia organica soluble

es agotada, los microorganismos producen enzimas hidroliticas que

73



despolimerizan grandes componentes (como lignina, celulosa y hemicelulosa) a

pequefios fragmentos que son solubles en agua (Tiquia, 2002)

De acuerdo a Oceguera et al. (2007), se ha reportado que en la degradacién de
polimeros como el poliuretano las enzimas participantes que se encuentran son
las proteasas, ureasas, estereasas Yy lipasas. Para el polipropileno se
encuentran dentro de los niveles mas altos de actividad enzimética las

fosfatasas y lipasas.

En general si se observa la figura 35, el nivel de actividad enzimética en todo la
prueba de biodegradabilidad, las fosfatasas son las enzimas que tienen mayor
actividad en el blanco, control positivo y polipropileno; dicha actividad esta
relacionadas a que estas son utilizadas en la obtencion de fosfato inorganico a
través de fosforo organico, que son esenciales para la nutricion de los
microorganismos; sin embargo en el caso de polietileno el mayor porcentaje
corresponde a las lipasas y en segundo lugar las fosfatasas. Las lipasas son el
segundo grupo de enzimas con mayor porcentaje, lo cual se puede explicar
que estas son capaces de degradar lipidos con una liberacién de acidos
grasos, que siendo en el caso de las compostas estos son una fuente de
almacenamiento primario de grasas de plantas y animales, y cuando las
condiciones son aerobicas, los acidos grasos entran a la beta oxidacion, donde
son fragmentados en dos carbonos con un producto final de CO;, y H,0, la
acetil-coA produce este tipo de degradacion a ATP. para el caso de los
plasticos las lipasas monitoreadas en esta prueba, degradan cadenas de 4, 8y
14 carbones, los plasticos son polimeros de alto peso molecular, por lo que
inicialmente la estereasa podria degradar solo una parte de la molécula y
conforme fuera degradado quedarian las partes mas recalcitrantes de la
molécula, por la estereasa lipasa y la lipasa, podrian degradar el resto de la
molécula (Ambriz , 2001 b).

Las proteasas ocupan el tercer lugar de manera general dentro de la actividad
total de la composta; estas enzimas estan involucradas en la degradacion de
proteinas, y en la degradacion de amonio el cual es importante ya sea para la

disponibilidad de nitrégeno asi como para la regulacion de pH.
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Las carbohidratasas fueron las enzimas que presentaron nivel de actividad
bajo, esto se debe probablemente a que el pH de las compostas oscilaban sus
valores entre 7.36 y 8. 1 y de acuerdo a lo reportado por Tiquia, 2002; este
grupo de enzimas trabajan en un valor de pH de 5.4; lo cual a este pH las

carbohidratasas se mantienen inactivas.

A)

Carohidratasas
1%

Fosfatasas
41%

Profeasas
18%

Lipasas
2%

AE blanco total 208

C)

Carbohidratasas
14%

Fosfatasas

Proteasas
23%

Lipasas
28%

AE polipropileno  total 223

B)

Carbohidratasas
0%

Fosfatasas
8%

AE celulosa total 275.5

D)

Carhohidratasas
17%

Fosfatasas
2%

Proteas
2%

Lipasas
29%

AE polietileno total 268

Figura 21. Porcentaje de la AE por grupo de enzimas, evaluados durante la prueba de
biodegradabilidad para plasticos. A)Blanco, B) Celulosa, C) Polipropileno, D) Polietileno



VI. 6 Microscopia

Después de haber realizado la tincion al plastico de polipropileno que estuvo
presente durante todo el proceso de la composta y haber observado la
presencia de bacterias las muestras fueron procesadas y se observaron al
microscopio electronico de barrido; donde se encontré la presencia de
diferentes formas de bacterias como racimos y cadenas de cocos (Fig. 36A) y
bacilos (Fig. 36 B). Tambhién se encontré un dafio fisico en los trozos de

polipropileno, fisuras que se pueden observar en las figuras 36 C y D

respectivamente.

0004

15 kv — [ ¥ 15K i _—

Fira 22. Microtoafas de la elicula de polipropileno después del proceso de
compostaje A)Rosario de cocos, B) Cocos y bacilos, C) Dafio fisico y D) Fisuras
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Para el material hecho a base de polipropileno no se obtuvieron en la
bibliografia adecuadas fotografias por microscopia electronica; para lo cual se
procedid a realizar una comparacién con peliculas de poliuretano que habian
sido expuestas a un cultivo con bacteria llamada Alycicliphillus; en donde se
observa la presencia de dafio en la superficie por medio de diferentes agujeros
como se presenta en la figura 37 B comparado con la muestra blanco (Figura
37A) (Oceguera et al., 2007). Este efecto puede ser atribuido a la microbiota
presente en la composta o la generaciéon de gases (amonio y CO,), que

producen altas estructuras porosas.

¢

¥
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Figura 23. Pelicula de poliuretano A) No inoculada y B) Inoculada con Alycicliphillus BQ8

En el caso de las fotografias al microscopio de barrido de polietileno podemos
observar en la figura 38 diferentes vistas de los granulos de polietileno, en 34
Ay C vistas en la superficie donde no se observa dafio fisicos, lo que se llega
a observar es particulas de la composta, en B se muestra un corte frontal y en
D se hace un acercamiento mayor y se observa que no hay adhesién

microbiana y solo se observa las particulas de composta.
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Figura 24. Microfotografias de la pelicula de polietileno después del proceso de
compostaje A)Grano de polietileno a 1 mm, B) Superficie a 100 u C) Corte frontal y
D)Superficie a 10 u.
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VIl CONCLUSIONES

La prueba de biodegradabilidad fue valida ya que para el control positivo

(Composta con celulosa) se obtuvo un porcentaje mayor del 70%.

El polipropileno y polietileno no son materiales compostables, ya que no se
obtuvo una desintegracion, un porcentaje de biodegradabilidad mayor al 60%.
Las pruebas de seguridad acudtica y terrestre mostraron ser materiales no

toxicos.

En los materiales evaluados a pesar de que no pueden ser considerados
biodegradables, se observo indicios de adhesién microbiana para el caso de
las peliculas de polipropileno, que se observaron en la tincion de Gram y en la
microscopia de barrido realizada. Para los granulos de polietileno, no se
observé una adhesion microbiana, aunque hubo un cambio en la coloracion de
estos, sin embargo, al hacerles microscopia de barrido, se observé que no

habia dano fisico.

Para el polipropileno el grupo de bacterias con mayor porcentaje en total
fueron las lipoliticas (45.66%), siendo predominante en los momentos de alta
produccion de CO,, aunque no en el punto mas alto. Sin embargo la actividad
enzimatica se observa que conforme se va desarrollando la prueba va
aumentando. Lo que lleva a concluir que el grupo de lipoliticos se mantuvo
metabolitamente activo segregando enzimas que pudieran llevar a cabo un
proceso de degradacion, dado que intervienen en la degradacion de lipidos
con una liberacién de acidos grasos que en condiciones aerobicas, los acidos
grasos entran a la beta oxidacion, donde son fragmentados a dos carbones y

convertidos en CO, y H»0.

Para el polietileno el grupo de bacterias con mayor porcentaje en total
amiloliticos (68.28%), aunque en el momento de mayor produccion de CO,
estuvo dominado por el grupo de los celuloliticos, aunque no se presenté
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degradacion de acuerdo a lo encontrado en la bibliografia existen hongos como
Phanerochaete chrysosporium que degradan polietileno, y que son
caracterizados como degradadores de lignina. La mayor actividad enzimatica
fue dada por las lipasas, que aunque no se presentd degradacion,

posiblemente hubo una induccion de actividad.
Un método para poder inducir degradacién para estos plasticos podria ser un

tratamiento con luz UV o un tratamiento térmico antes de comenzar el proceso

de composteo, ya que estos métodos podrian aumentar la biodisponibilidad.
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IX ANEXOS

IX. 1 ASTM D5338. Método Estandar de prueba para determinar
la biodegradacion aerobia de materiales plasticos bajo
condiciones controladas de compostaje

IX.1.1 Determinacion de CO,

Para determinar la cantidad de CO,, en un matraz colocar 50 ml de Ba(OH),
a la salida de la camara de compostaje y dejar burbujear durante 30
minutos, de esta manera al reaccionar el CO; con la solucién de Ba(OH), se
forma BaCOs siendo visible en forma de un precipitado blanco.
CO, + Ba(OH), » BaCO; + H,O
Lo que no reacciona de Ba(OH), .titular con H,;SO,4 utilizando como

indicador fenoftaleina.

Ba(OH)z + H,SO, > Ba SO; + 2 H,O

Conociendo el volumen de H,SO, utilizado para neutralizar el Ba(OH), que
no reacciond, se obtuvo el valor final de equivalentes de Ba(OH), .
conociendo el numero de equivalentes iniciales y los finales se obtuvo el

namero de equivalentes de CO,.
No. Eq CO; = No. Eg. Ba(OH); iniciales - Ba(OH); finales.
El nimero de equivalentes se convierte a moles, de esta manera

determinamos los gramos de CO,. Esto se hizo para las muestras, el

control y el blanco.

IX.1.2 Biodegradacion

Para determinar el porcentaje de biodegradacion.

% bIOdegradaClén: (g de C muestra — g de Cblanco) / g de C control)x 100
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El valor de referencia que se tomo fue el de la celulosa, tomandolo como
100%. Lo cual la celulosa debié presentar al menos un 70% de
biodegradacion para que esta referencia se pudiera considerar como valida
(ASTM D5338).

IX.2 Analisis fisicoquimicos

IX.2.1 Determinacion de sélidos totales, a 105°C (APHA 2540 D)
I. Secar los crisoles en la mufla 550°C por una hora.

II. Dejar enfriar los crisoles en el desecador.

[ll. Pesar los crisoles.

IV. Colocar la muestra, siendo esta conocida (composta 20g, muestra 4 Q)
V. Dejar por una hora en el horno a 105°C.

VI. Enfriar los crisoles con muestra en desecador.

VII. Pesar los crisoles.

VIIl. Obtener la diferencia de pesos.

IX.2.2 Determinacion de sélidos volatiles, a 550°C (APHA 2540 E)

|. Después de haber pesado las muestras obtenidas de la determinacion
de solidos totales, colocar en la mufla a 550°C por dos horas o hasta
observar cenizas blancas.

Il. Enfriar los crisoles en desecador.

l1l. Pesar los crisoles.

IX.2.3 Determinacion del pH (ASTM D3987 y D1293)

|. Determinar los solidos totales de la muestra.

II. Pesar aproximadamente 20 g de la muestra.
[ll. Agregar 20 veces en mL el peso de la muestra.
IV. Agitar por 24 horas a una temperatura ambiente.
V. Filtrar con papel filtro.

VI. Medir el pH de la solucién con potenciémetro
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IX.3 Analisis microbioldgicos
IX.3.1 Medios de cultivo

Amiloliticos

Los reactivos se pesan y se mezclan en 500 mL de agua destilada en un
matraz de 2 L, se ajusta el pH a 7 y se afora con una probeta de 1000 mL a un
volumen de 1 L. Se esteriliza por 15 minutos, a 121°C. Se deja enfriar y se
vacian en cajas Petri de 15 mL.

Agar almiddén (Bacterias amiloliticas)

g/L
Agar bacteriolégico 15.0
Almidén 3.0
Extracto de levadura 5.0
Peptona de carne 5.0
KoHPO,4 5.0

Celuloliticos

Los reactivos se pesan y se mezclan en 500 mL de agua destilada en un
matraz de 2 L , se ajusta el pH a 7 y se afora con una probeta de 1000 mL a un
volumen de 1 L. Se esteriliza por 15 minutos, a 121°C. Se deja enfriar y se

vacian en cajas Petri de 15 mL.

Agar celulosa

g/L
Agar bacteriol6gico 15.0
Celulosa microcristalina 10.0
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Lipoliticos

Los reactivos se pesan y se mezclan en 500 mL de agua destilada en un
matraz de 2 L , se ajusta el pH a 7 y se afora con una probeta de 1000 mL a un
volumen de 1 L. Se esteriliza por 15 minutos, a 121°C. Se deja enfriar y se

vacian en cajas Petri de 15 mL.

Agar (Bacterias lipoliticas)

g/L
Agar bacterioldgico 16.0
CaCl 0.1
NaCl 5.0
Peptona 10.0
Polisorbato 80 10 ml

Proteoliticos
En un matraz Erlenmeyer de 500 mL, disolver leche en 250 mL y en un matraz

Erlenmeyer de 1 000 mL, disolver la dextrosa y el agar en 750 mL. Ajustar el
pH a 7. Esterilizar durante 15 minutos.

Agar de leche descremada

g/L
Agar bacterioldgico 15.0
Dextrosa 10.0
Leche descremada 15.0
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Sacaroliticos

Agar minimo (Bacterias Sacaroliticas)

g/L
K2HPO4  dibasico 7.0
KHPO,4 monobasico 2.0
Sulfato de amonio 1.0
Citrato de sodio 0.5
Sacarosa 10
Agar bacteriolégico 15

Para la preparacion de este medio, se preparan 3 soluciones. La primera
solucion se prepara con el fosfato dibasico y monobasico, sulfato de amonio y
citrato de sodio en 300 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 500
mL. La segunda solucion se prepara disolviendo la sacarosa en 350 mL en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL. La tercera solucion se disuelve el agar en 350
mL en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Se esteriliza a 121°C por 15 minutos.

Se prepara vitamina B1 (tiamina) al 2% y sulfato de magnesio al 10%, se filtra
para esterilizar y se vacia en tubos ependorf de un mL. Por cada litro se agrega
1 mL de vitamina B1 y 1 mL de sulfato de magnesio, se mezclan las tres

soluciones y se vacia de 15 a 20 mL por caja Petri.
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IX.3.2 Cuenta en placa

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC
presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia
que desarrolla en el medio de cultivo de eleccion después de un cierto tiempo
de incubacion a la temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de
un agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; ese microorganismo o
microorganismos son capaces de formar la colonia, es decir una UFC. Para
que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen las diluciones

decimales necesarias de la muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo;

En este método de cuenta de crecimiento microbiano es necesaria la
preparacion de una solucion isoténica, para hacer una serie de diluciones del
cual se va a tomar a las bacterias y se van a crecer en cajas Petri con medios

de cultivo preparados previamente.

Solucion Isotonica

Posteriormente a la toma de muestra y como parte del analisis, se hace una
dilucion primaria cuya finalidad es lograr obtener una muestra representativa
del alimento, esto es, tanto en el aspecto cualitativo (diferentes tipos de
bacterias) como en el cuantitativo, y asi lograr una distribucién lo mas uniforme
posible, de los microorganismos contenidos en la muestra destinada al analisis.
Con este fin, se utiliza un diluyente que favorezca la recuperacion de los
microorganismos presentes, para ponerlos de manifiesto cuando se cultiven;
para lograrlo, el diluyente debe tener la osmolaridad y el pH favorables para
iniciar la recuperacion y actividad de las células microbianas presentes, asi
como para favorecer aquellas que se buscan entre una poblacion mixta
(Camacho et. al., 2009).

En un matraz ErlenMeyer se prepara la solucionan con agua destilada
adicionando NaCl a una concentracion de 0.8%. En tubos de ensaye se
adicionan 9 mL de la solucion y se tapan con una algodén para esterilizarlos

en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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Preparacion de diluciones

1. Marcar los tubos que contienen la solucidén isotonica con la
dilucién correspondiente y colocarlos en una gradilla.
La suspension de composta preparada es agitada vigorosamente.

3. Introducir la micropipeta a la suspension de composta y tomar 1
mL, transferirlo a un tubo con 9 mL de solucion isotonica.

4. Tapar el tubo y agitar.
Con una nueva punta estéril tomar 1 mL y en otro tubo volver a
transferirlo a un tubo con 9 mL de solucion isoténica.

6. Tapary agitar.
Para cada dilucién se repiten los pasos 4 y 5, como se muestra
en la figura.

CUENTA EN PLACA DE BACTERIAS
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Figura 1. Cuenta en placa de bacterias
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Extension superficial en placa

Marcar las bases de las cajas, con los siguientes datos: medio,
No. de muestra, dilucion y fecha.

Distribuir las cajas en la mesa de trabajo estéril para un mejor
manejo.

Se agita el tubo con la diluciéon y se toma 1 mL colocandolo en la
caja con medio.

Para distribuir de manera homogénea, extender el indculo
utilizando una varilla de vidrio estéril (en forma de escuadra o “L")
haciendo movimientos giratorios de manera perpendicular al
medio de cultivo, hasta lograr la completa incorporacion del
in6culo en el medio; cuidar que el inéculo se absorba antes de
incubar (se recomienda un tiempo de espera aproximado de 10
minutos) (Camacho et al., 2009).

Incubar las cajas de forma invertida y durante 48 horas a 35 *
2°C.

Después de transcurrido el tiempo, contar las colonias. Las cajas
viables son aquellas que contienen entre 30 y 300 colonias.
Calcular el nimero de bacterias por mL de muestra:

UFC mL™ = no. colonias x 10 x reciproco de la dilucién.

IX.3.3 Frotis bacteriano

La preparacion de un frotis es importante para la observacién de bacterias, ya

que estas al no poseer coloracion es necesario emplear tinciones para

observar su

portaobjetos.

tamafio y morfologia al microscopio, quedando adheridas al

Realizacién de un frotis bacteriano.

I. Colocar una gota de agua en el portaobjetos.

II. El asa microbioldgica es flameada en el mechero, y una vez enfriada se

toma la muestra, extendiéndola en la gota.
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lll. Dejar secar la gota de agua con muestra.

IV. Una vez seca, pasar tres veces el portaobjetos por la flama.

Ya que se han hecho un frotis puede hacerse una tincién.

IX.3.4 Tincion de Gram.

El objetivo de esta tincion es distinguir bacterias Gram positivas de Gram.
negativas. Y su principio es tefir la pared de las bacterias, en esta tincion se
utiliza cuatro soluciones, el cristal violeta el cual es un colorante basico que al
hacer contacto con la célula cargada negativamente se colorea, un solucion
mordiente la cual fija la tincion y aumenta la afinidad con el colorante Ambriz
1998 , esta solucién suele ser sales metalicas, acidos o bases, y la empleada
es el lugol; la otra solucién es un agente decolorante, siendo este un disolvente
organico el cual se utiliza el alcohol cetona; y un colorante de contraste, con un

pH basico diferente del primero el cual es la safranina.

Los pasos para hacer una Tincion de Gram son los siguientes:

I. Hacer un frotis bacteriano.

[I. Teiiir con cristal violeta y dejar actuar por un minuto.
[ll. Lavar con agua para quitar el exceso de colorante.
IV. Colocar el lugol y dejar actuar por un minuto.

V. Lavar con agua para quitar el exceso de lugol.

VI. Decolorar con alcohol-cetona por 30 segundos.
VII. Lavar con abundante agua.
VIII. Tedir con safranina y dejar actuar por un minuto.
IX. Lavar con agua para quitar el exceso de colorante.

X. Dejar secar la preparacion.

En esta tincidn las bacterias Gram positivas se tefiiran de azul, ya que el cristal

violeta es atrapado en la pared, mientras que las Gram negativas se colorean
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de rosa, ya que pierden el colorante azul pero retienen en rosa. Esta diferencia
esta dada por la composicion de la pared, las Gram negativas presentan una
capa gruesa de peptidoglicano en la parte mas externa mientras que las Gram
positivas presentan una capa de peptidoglicano cubierta por una membrana

externa.

IX. 4 Pruebas de toxicidad

IX.4.1 Prueba de toxicidad acuatica.

Preparacion del extracto

Tamizar la composta
Pesar 20 g de composta y agregar 180 mL de agua destilada
Dejar en agitacion por 24 horas

Filtrar con papel Watman No. 1

Preparar el extracto a concentraciones de 100%, 50%, 25%, 10%, 5%

En cajas petri, colocar papel Watman no. 1

Colocar 10 semillas y distribuirlas en toda el area.

Adicionar 5 mL de la solucién correspondiente y marcar.

Se ponen a germinar 3 cajas solo con agua, como control.

Incubar a 22°C por 5 dias para lechuga y 7 dias para trébol y jitomate.

Contar numero de semillas germinadas.

IX.4.2 Prueba de toxicidad terrestre

I. Obtener la composta de la camara de compostaje

II. En un germinador , llenar totalmente los pozos con la composta
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VI.

Hacer un agujero, no muy profundo en cada pozo

Colocar una semilla por cada pozo

Dependiendo de la especie de semilla, esperar a que germinen y
contar el numero de semillas.

Esperar 23 dias para determinar su sobrevivencia.

IX.4.3 Datos de especies probadas

Lechuga

Cebolla

Jitomate

Variedad / especie: Lactuca sativa, Great Lakes 407
Familia: Compositae

Nombre comun y cientifico, Lechuga

Proveedor de la semilla: Westar Seeds Internacional Inc.
Germinacion: 85%

No. Lote: 521 2333

Ao de la semilla: 4/2006

Fecha del grado de germinacion: 4/2006

Variedad / especie: Allium cepa. L.

Familia: Lilidceas

Nombre comun y cientifico: Cebolla Blanca
Proveedor: Distribuidora Rancho Los Molinos
Germinacion: 80%

No. Lote: 0940

Ao de la semilla: 5/2008

Fecha del grado de germinacion: 5/2008

Variedad / especie: ACE VF 55
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» Familia: Solanaceae

= Nombre comun y cientifico, Jitomate, Solanum lycopersicum
» Proveedor de la semilla: Westar Seeds Internacional Inc.

= Germinacion: 85%

= No. Lote: 434 4132

= Afio de la semilla: 1/2005

» Fecha del grado de germinacién: 1/2005

Trébol

» Familia: Fabaceae
= Nombre comun y cientifico, Trébol, Trifolium pratense
= Proveedor de la semilla: Casa de semillas Xochimilco
= Germinacién: 80%

= Afo de la semilla; 11/2008
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X GLOSARIO

Biodegradabilidad inherente: Capacidad, demostrable por ensayos apropiados,
de que una sustancia puede ser metabolizada por seres vivos (AETOX, 2008).

Composteable: capacidad de descomposicion biolégica, teniendo que cumplir
con los parametros en que el plastico no debe de poder visualizarse,

Concentracion letal media (CL50). Concentracion, que se espera que mate al
50% de los organismos de una poblacion bajo un conjunto de condiciones
definidas (AETOX, 2008).

Control cero: un cultivo sin plastico (ASTM 5247, 1992).

Degradacion: cambios en la estructura quimica, propiedades fisicas o
apariencia del plastico.

Enzima: son proteinas que actian como catalizadores organicos,
transformando sustancias organicas e inorganicas sin experimentar
cambios en si.

Homopolimero: un polimero resultado de la polimerizacion de un unico
monomero (ASTM D 883, 1985).

Isotactico: perteneciente a un tipo de estructura molecular que contiene
secuencias de atomos asimétricos regularmente espaciados arreglado en
cadenas.

Litétrofos: organismos que rompen enlaces inorganicos.

Mondmero: sustancias de bajo peso molecular que contienen moléculas
capaces de reaccionar con moléculas para formar un polimero (ASTM D
883, 1983).

Organdétrofos: organismos que rompen enlaces organicos.

pH: valor negativo del logaritmo de la concentracion de iones hidrégeno (H*) en
una solucion (Madigan et al., 2006).

Pelicula: en plasticos, es un término opcional para denominar a una plastico
con un grosor no mayor a 0.25 mm (ASTM D 883, 1985).

Plastico biodegradable: se considera que un plastico es biodegradable cuando
la degradacion es resultado de la accion natural de los microorganismos
tales como bacterias, hongos o algas (ASTM D 6002, 1996).

Plastico composteable: un plastico que bajo degradacion biolégica durante el

composteo produce CO,, agua, compuestos inorganicos y biomasa, a una
tasa consistente con otros materiales composteables. No presenta
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residuos toxicos y no puede visualizarse en la composta (ASTM D 883,
1996).

Plastico degradable: es un plastico disefiado para tener cambios en su
estructura quimica bajo condiciones ambientales, prsentando perdida de
algunas de sus propiedades (ASTM D883, 1991).

Plastico reciclado: plasticos compuestos de material utilizado o solo de material
recolectado, o ambos, que puede ser 0 no sujeto a proceso adicionales
para hacer productos, tales como plasticos reconstituidos o reprocesados
(ASTM D 883, 1985).

Plastico residual: material plastico en el medio de cultivo después de la
incubacion (ASTM 5247, 1992).

Plastico virgen: material plastico en forma de bolitas, granulos, laminar o liquido
gue no ha sido sujeto de proceso o uso(ASTM D 883, 1985).

Polimero: una sustancia que contiene moléculas caracterizadas por la
repeticion de uno o mas tipos de unidades monoméricas (ASTM D 883,
1971).

Polimerizacion: es una reaccion quimica en la cual los mondmeros son
enlazados a otros polimeros.
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