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DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

RESUMEN

Los plásticos forman parte fundamental en las actividades cotidianas del hombre moderno,

son materiales muy versátiles que en el  transcurso de los años se convirtieron en una industria

completamente independiente que desplazó a otros materiales como el metal y el vidrio en distintas

aplicaciones. Ligado a la amplia utilización de los plásticos, el problema de la contaminación a causa

de estos materiales es un tema que también ha generado tecnologías y líneas de investigación con la

finalidad de buscar soluciones al problema ambiental.

La degradación biológica es el proceso más amigable con el medio ambiente en la gestión de

residuos de plástico. Para facilitar el proceso de mineralización el material debe sufrir cambios físicos

y  químicos  para  permitir  que  los  microorganismos  metabolicen  estos  polímeros  sintéticos.  Tales

cambios  se  hacen  posibles  cuando  los  plásticos  son  oxidados  por  factores  abióticos  o  por

catalizadores. En este trabajo se investigó la utilización de catalizadores biológicos para modificar

químicamente uno de los plásticos más abundantes utilizados hoy en día, el polietileno. En el plástico

tratado con la enzima lacasa del hongo C. gallica UAMH 8260 auxiliada de moléculas denominadas

mediadores se observaron cambios en la hidrofobia de la superficie de las películas de polietileno.

Químicamente la superficie se vio alterada a causa de la oxidación producida por la enzima y los

mediadores.  A  través  de  espectroscopia  infrarroja  se  detectaron  nuevos  modos  vibracionales

diferentes a los del polietileno original, principalmente vibraciones características de grupos carbonilo

en la región de =1720 cm-1. Sin embargo esta oxidación fue superficial y no generó cambios en las

propiedades mecánicas y termodinámicas del polietileno que tuvieran correlación con lo observado en

la superficie. Posteriormente se determinó que lo que se observó en las propiedades mecánicas y

termodinámicas del polietileno fue producto de la hidratación de las películas al estar sumergidas en

solución amortiguadora durante el tratamiento enzimático. 

Finalmente  el  plástico  fue  incubado  en  presencia  de  un  microorganismo  modelo  (T.

sanguineus  CEIBMD01) y a través de microscopía electrónica de barrido (SEM) se encontró que

aquellas muestras que fueron previamente tratadas con la lacasa y los mediadores favorecieron la

pesencia  del  hongo  a  la  superficie.  Lo  cual,  en  algún  momento  pudiera  traducirse  en  la

biodegradación de este polímero bajo  ciertas condiciones las  cuales  no pudieron ser  exploradas

durante la realización de este trabajo.
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DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

1. INTRODUCCIÓN.

1.1. Generalidades de los plásticos.

“Plástico” proviene de plastikos palabra griega que significa susceptible de ser moldeado. Los

plásticos  se  llaman  así  porque  en  alguna  etapa  de  su  fabricación  o  de  su  utilización  tienen

propiedades plásticas o “moldeables”. Estos materiales pueden ser plásticos sólo una vez, o pueden

ser tantas veces como se quiera. Sin embargo, esta propiedad no basta para distinguir a los plásticos

de otros materiales. El vidrio y el hormigón pueden tener un comportamiento análogo, pero no son

plásticos1.  Los  plásticos  son  materiales  basados  en  la  química  del  carbono  de  elevado  peso

molecular formados por unidades repetidas conocidas como monómeros, los cuales se enlazan para

formar moléculas de alto peso molecular2.

Los primeros plásticos, como el celuloide o la malaquita, partían de polímeros a los que se

añadían sustancias plastificantes. El proceso que condujo a los plásticos modernos fue la síntesis

química a partir  de moléculas sencillas para obtener  polímeros3.  En la  década de los 1930s,  se

descubrió  que  el  gas  etileno  polimerizaba  bajo  la  acción  del  calor  y  la  presión,  formando  un

termoplástico al que llamaron polietileno (PE). Al reemplazar en el etileno un átomo de hidrógeno por

uno de cloruro se produjo el cloruro de polivinilo (PVC), un plástico duro y resistente al fuego. Al

agregarles diversos  aditivos  se logra  un material  más blando,  sustituto del  caucho,  comúnmente

usado para ropa impermeable, manteles, cortinas y juguetes4.  Un plástico parecido al  PVC es el

politetrafluoretileno (PTFE),  conocido popularmente como teflón  y  usado para  rodillos  y  sartenes

antiadherentes. Otro de los plásticos desarrollados en los años 1930s en Alemania fue el poliestireno

(PS).  También  en  esta  época  se  creó  la  primera  fibra  artificial,  el  nylon.  Su  primer  uso  fue  la

fabricación de paracaídas para las fuerzas armadas estadounidenses durante la Segunda Guerra

Mundial, extendiéndose rápidamente a la industria textil en la fabricación de medias y otros tejidos

combinados  con  algodón  o  lana.  En  1942  aparecieron  las  melaminas,  las  resinas  epoxicas,  el

poliuretano y en 1952 el policarbonato. La evolución de este tipo de materiales ha sido muy rápida, al

grado que hoy en día se pueden tener miles de materiales plásticos tomando en cuenta los tipos,

subtipos, mezclas, etc3.

Aunque existen numerosos sistemas de clasificación para los plásticos dependiendo de sus
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propiedades fisicoquímicas, casi todos los polímeros sintéticos pueden ser colocados dentro de dos

grupos principales: materiales termoestables y materiales termoplásticos. A su vez, los materiales

termoestables y termoplásticos pueden subdividirse en espumas, adhesivos, resinas, elastómeros, y

así sucesivamente. Los plásticos termoestables se “curan” o adoptan una forma rígida de manera

permanente5.  El  “curado”  es  una  reacción  química  irreversible  conocida  como  reticulación  que

generalmente se produce bajo calor. Los termoplásticos difieren de los plásticos termoestables en

que no pasan por el  fenómeno de “curado” como lo hacen los termoestables. Los termoplásticos

simplemente se ablandan o se derriten cuando se calientan y bajo estas condiciones pueden ser

transferidos  a  un  molde  frío  para  tomar  la  forma  del  mismo3.  Esta  característica  permite  a  los

termoplásticos  tener  varios  ciclos  de  fundición  y  endurecimiento  de  manera  limitada,  ya  que  la

exposición repetida a altas temperaturas produce un desgaste en el material, la cual conduce a la

eventual degradación de los materiales. En general, los materiales termoplásticos tienden a ser más

duro y menos frágiles que los termoestables6.

1.2. Problemática generada por los plásticos.

Los polímeros sintéticos se han vuelto tecnológicamente importantes desde décadas pasadas,

reemplazando  diversos  materiales  dentro  de  diversas  aplicaciones  industriales,  comerciales  y

domésticas7. Las características que han integrado a los materiales plásticos en la vida cotidiana del

ser  humano  han  sido  también  las  causantes  del  grave  problema  ecológico  que  rodea  a  estos

materiales. La producción anual de los plásticos en el año 2012 rondó cerca de las 290 millones de

toneladas en el mundo, En América del Norte se produjeron cerca de 60 millones de toneladas (20%

del total) en ese mismo año8. Dentro de los plásticos sintéticos de mayor consumo en el mundo están

los polietilenos (Polietilenos de alta densidad, baja densidad, etc.), seguido del polipropileno, cloruro

de polivinilo poliestireno, como se presenta en la Tabla 1.1.9,10

Tabla 1.1. Producción mundial de plásticos en el año 2012 8.

Plástico
Porcentaje de producción

(%)

Polietilenos
(alta densidad, baja densidad y lineal de baja densidad)

28

Polipropileno 19

Cloruro de polivinilo (PVC) 13

Polietilentereftalato (PET) 5

Poliestireno 4

Otros 31

Una vez terminada su vida útil, estos materiales se acumulan en el medio ambiente ya que no

se tiene un sistema de desecho adecuado11.  La mayoría de los plásticos se confinan en rellenos



sanitarios  o  se  incineran,en  promedio  sólo  un  7% se  recicla.  Actualmente,  la  opción  del  relleno

sanitario se considera inadecuada, ya que los volúmenes de los residuos plásticos actuales hacen

que los espacios para rellenos sanitarios sean cada vez más escasos y por lo tanto, también elevan

su costo12. Por su parte, la incineración de plásticos podría ser considerada una alternativa aceptable

tomando en cuenta la gran cantidad de energía liberada por la combustión de los plásticos (46000

KJ/Kg vs 4300 KJ/L de petróleo); sin embargo, las legislaciones dentro de diversos países prohíben

esta práctica ya que se liberan productos contaminantes como CO, CO2,  dioxinas,  hidrocarburos

policíclicos aromáticos (PAHs), hollín, entre otros6.

Una  alternativa  que  ha  funcionado  en  algunos  países  es  la  pirólisis.  La  pirólisis  es  la

incineración de un material en ausencia de oxigeno, produciendo moléculas de menor peso molecular

evitando oxidación del  material  en CO2 y agua6,12.  La investigación se enfoca en el  uso de esta

tecnología para eliminar los residuos plásticos y obtener nuevos productos, principalmente líquidos.

que  pueden  ser  utilizados  directamente  como  combustible  u  otros  productos  químicos  de  valor

agregado. Algunos autores12–14 mencionan una alta flexibilidad con respecto a las características de la

materia prima, así como también la posibilidad de utilizar residuos plásticos mixtos tomados de los

desperdicios, y plásticos laminados y películas de envasado que son difíciles de reciclar con el uso de

tecnologías de reprocesamiento tradicionales13. Sin embargo, el método de pirólisis sufre de varios

inconvenientes.  En el  documento  de Kumar6 y  colaboradores se menciona que los  catalizadores

empleados  en  la  pirólisis  pueden  desactivarse  por  la  deposición  de  residuos  carbonosos,  sales,

compuestos nitrogenados y demás compuestos presentes en el residuo plástico. Estos materiales

pueden permanecer en los catalizadores, lo que dificultaría su reutilización. Esta discrepancia entre

autores es importante de considerar, ya que por un lado, se menciona que los residuos plásticos

pueden ser empleados sin ningún inconveniente y por otro lado, se menciona que se requiere de una

pureza relativamente alta en éstos últimos. Por lo tanto, diversos estudios son necesarios todavía

para poder considerar a la pirólisis como una alternativa al tratamiento de los residuos plásticos.

Otra de las alternativas para reducir la velocidad de acumulación de desechos es el reciclado;

sin embargo,  esta metodología conduce inevitablemente a que los nuevos productos tengan una

calidad inferior y con esto se limita el reciclaje a sólo unos cuantos ciclos de utilización15. El reciclaje

primario es el más popular y consiste en la conversión de los residuos plástico en productos que

tienen un nivel de rendimiento comparable al de los productos hechos a partir de plásticos vírgenes.

Los  residuos  pueden  ser  mezclados  con  material  nuevo  para  asegurar  la  calidad  del  producto6.

Posteriormente, sigue el reciclaje secundario, del cual se obtienen productos de menor calidad que la

del ciclo anterior. Existe la posibilidad en este ciclo de reciclado de volver a separar a los plásticos por

tipos genéricos o utilizarlos de manera mixta6,12. Finalmente, el orden y el número de operaciones en



un sistema de reciclado secundario, dependerá de los residuos y la calidad final deseada, ya que

estos pueden continuar hasta un tercer ciclo,  en donde se incluye un reciclado químico como la

pirólisis,  la  cual  ya  fue explicada  previamente16.  Tomando en  cuenta  el  grave  impacto  ambiental

producido por compuestos xenobioticos como los plásticos, es posible que en algún momento otro

tipo de materiales como los bioplásticos resulten en la mejor alternativa a nivel mundial. Sin embargo,

a  la  par  del  desarrollo  de  nuevos  materiales,  se  necesitan  nuevas  técnicas  que  resuelvan  los

problemas  ecológicos  que  se  generaron  a  partir  de  la  gran  utilización  de  los  plásticos  de  alta

recalcitrancia1.

1.3. Polietileno.

Como ya se mencionó anteriormente, el polietileno representa un volumen muy importante a

nivel mundial en cuanto a producción8. Comercialmente es el material termoplástico mejor conocido y

cuya estructura se muestra en la figura 1.1.

Figura 1.1. Fórmula química del polietileno y síntesis a partir del etileno.

Se  trata  de  un  polímero  muy  versátil  debido  a  sus  propiedades  químicas,  las  cuales  le

proporcionan al material una alta tenacidad, ductilidad, resistencia química, permeabilidad y absorción

de agua muy baja. El polietileno es estable a 290ºC en ausencia de O2 y a temperaturas mayores se

descompone y genera polímeros de menor peso molecular. Cuando se incrementa la temperatura a

más de 350ºC se generan productos gaseosos como buteno. En presencia de oxígeno el polietileno

es mucho  menos estable  y  a  temperaturas  menores  es  posible  generar  cambios  fisicoquímicos,

producto  de  la  oxidación  del  material17.  Los  cambios  producidos  impactan  en  su  mayoría  en  la

disminución del peso molecular.

Un carácter importante de la estructura química del polietileno es la cristalinidad parcial del

sólido.  Las  variedades  de  polietileno  producido  comercialmente  tienen  que  ver  con  el  grado  de

ramificación del material y por ende, con el grado de cristalinidad del mismo, de esta manera se

tendrá un material más cristalino mientras menos ramificaciones se tengan3. En la figura 1.2 se puede

observar el grado de ramificación de polietilenos de diferentes densidades.



Figura1.2. Arreglo molecular de algunos tipos de polietileno3.

1.4. Degradación abiótica y biótica del polietileno.

La degradación abiótica es aquella  que sucede por fuentes de energía naturales como la

radiación solar y la temperatura7,10. Durante este proceso se ha observado que se generan grupos

polares en el polietileno, así como también escisiones en las cadenas moleculares. Los efectos netos

de este proceso son disminución del peso molecular,  disminución de las propiedades mecánicas,

disminución  de  las  regiones  cristalinas,  en  la  densidad  y,  en  etapas  prolongadas,  rupturas

superficiales18. De manera general, los factores que retrasan la degradación del polietileno y otros

plásticos son los siguientes:

 Alta hidrofobia.

 Alto peso molecular.

 Arreglos moleculares cristalinos.

 Grupos funcionales poco reactivos.

Debido a esas barreras energéticas, en condiciones naturales la degradación de los plásticos,

incluyendo al polietileno, ocurre de manera muy lenta y requiere de ciertas condiciones tales como

temperatura,  radiación  solar  y  presencia  de  oxígeno19.  Cuando  el  polietileno  se  degrada

abióticamente se incorporan nuevos grupos funcionales de menor energía de enlace (Ej. Enlace C-H:

414 KJ / mol v.s.  enlace C-O: 352 KJ / mol).  En la figura 1.3 se muestran algunos productos de

degradación del polietileno debido a factores abióticos.



Figura 1.3. Productos de degradación abiótica del polietileno.

Estas modificaciones impactan en las características antes mencionadas,de esta forma es

posible  que  estos  materiales  puedan  ser  más  susceptibles  a  ser  atacados  por  poblaciones

microbianas inespecíficas, lo cual lleva a su biodegradación1 (degradación biótica).Un material puede

ser considerado como biodegradable cuando se vuelve susceptible al ataque microbiano. El resultado

de la biodegradación es la formación de H2O, CO2 ó CH4; nueva biomasa y ausencia de materiales

tóxicos u otro tipo de subproductos19,20.

Entendiendo la gran importancia que representa el polietileno en la actualidad y que su baja

reactividad es una barrera energética que necesita superarse para lograr su biodegradabilidad, la

necesidad  de  convertir  al  polietileno  en  un  material  menos  recalcitrante  en  un  tiempo

significativamente corto se ha vuelto un campo de estudio actual. Una propuesta es la utilización de

aditivos capaces de acelerar la reacción del plástico con el oxígeno atmosférico, a los cuales se les

denomina como prooxidantes, con los cuales se puede  acelerar el proceso abiótico de degradación

oxidativa18–21.  Este tipo de tecnología es la  que se emplea en los plásticos oxodegradables cuyo

mecanismo general inicia cuando los iones metálicos incorporados en los plásticos forman especies

oxidantes a causa de la radiación solar o la temperatura. Estas especies metálicas serán capaces de

tomar electrones del polietileno, generar radicales libres que inicien una cadena de reacciones de

óxido-reducción que finalmente produzcan grupos funcionales como los que se observan en la figura

1.3.  Se  debe  mencionar  que  en  proceso  de  degradación  abiótica  no  hay  mineralización  de  los

plásticos, en otras palabras, el plástico no es convertido a CO2, agua o metano18,21,22.

En cuanto a la biodegradación de polietileno, se ha observado que una vez oxidado el plástico

abióticamente, los microorganismos son capaces de crecer en la superficie del polímero y utilizarlo

como fuente de carbono23–25. Por ejemplo, cuando el polietileno se trata con agentes abióticos como

luz  UV  (durante  8  semanas)  y  posteriormente  es  incubado  con  Streptomyces  viridosporus,  se
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comprobó que el polímero resultante es de un tamaño menor debido a la presencia de la bacteria

(pérdida de peso molecular de 60000 Da a 40800 Da) y además de que las propiedades mecánicas

también se vieron afectadas (el polímero tratado es 50 % menos elástico que el control). La evidencia

que asociara las pérdidas de las propiedades del polímero con el  metabolismo bacteriano (como

evolución de CO2 o aumento de la biomasa) no fueron demostrados, sin embargo, si se evidenció que

un tratamiento abiótico permitiera que un polímero sintético presentara deterioros propios de una

biodegradación26.

La hipótesis que se ha planteado es que una vez incorporado el plástico al interior de las

células las enzimas metabólicas, como la alcohol deshidrogenasa, serán capaces de utilizar y seguir

oxidando  al  sustrato  hasta  que  se incorpore  al  metabolismo central  de  los  microorganismos.  Lo

anterior  se  comprobó  parcialmente  cuando  se  incubaron  muestras  de  polietileno  con  cultivos

celulares de Pseudomonas putida y Bacillus brevis7, encontrándose que al colocar un inhibidor como

CO, la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa se abatió y no fue posible encontrar cambios

oxidativos en el polímero incubado en este sistema27. El mecanismo exacto de incorporación de los

plásticos al metabolismo microbiano es aún desconocido, sin embargo, sí existen evidencias de la

biodegradación  de  polietileno  en  ambientes  aerobios  controlados,  ya  que  se  ha  detectado  la

incorporación de nuevos grupos funcionales en el polímero residual, el incremento en la producción

de CO2 y consumo de O2, así como el aumento de la biomasa durante periodo de incubación, entre

otros7,21,28.

En  la  literatura  existen  trabajos  en  los  que  se  asocia  la  oxidación  del  polietileno  con  la

biodegradación  por  distintos  microorganismos.  En  la  tabla  1.2  se  muestran  algunos  trabajos

seleccionados en los que se describen los cambios oxidativos que sufre el polietileno y como es que

posteriormente,  este  puede  ser  biodegradado  por  distintos  microorganismos,  ya  sean  hongos  o

bacterias identificados25,29–32 o poblaciones inespecíficas de microorganismos provenientes de suelos

de composta28,33,34. Los trabajos de biodegradación fueron realizados en polietileno de baja densidad

(LDPE) así como en polietileno linear de baja densidad (LLDPE), mezclados con iones metálicos

como moléculas prooxidantes. Los polietilenos utilizados no se mezclaron con ningún otro material

como almidón u otro material biodegradable, así que los efectos observados fueron directamente a

causa  de  la  de  oxidación  abiótica  (envejecimiento  acelerado  con  luz  UV  y  temperatura);  y

posteriormente, a causa de la incubación con microorganismos. Sin embargo, los mecanismos por los

cuales los microorganismos provocan la biodegradación de un material como el polietileno no ha sido

descrito  en la  literatura,  ni  tampoco el  papel  que pueden jugar  enzimas extracelulares  como las

celulasas, en el caso de microorganismos celulolíticos, por ejemplo35.

En el  trabajo de Santo y colaboradores se logró aislar  y caracterizar una oxidorreductasa



bacteriana  la  cual  se  propuso  como la  principal  responsable  de  las  oxidaciones  observadas  en

polietileno,  pero  no  de  que  esta  enzima  participara  de  manera  directa  en  el  mecanismo  de

biodegradación. Al comparar esta la lacasa aislada de R. ruber con una lacasa comercial del hongo T.

Versicolor se observó que sólo la lacasa de R. ruber generaba oxidaciones en el polietileno mientras

que la otra enzima no lo pudo hacer ya que la enzima bacteriana se encuentra adaptada a ser activa

a temperaturas superiores a los 60°C, mientras que la enzima fúngica no32. 

De esta manera,  al  encontrar  una enzima que forma parte de un microorganismo que es

capaz de proliferar en presencia del polietileno, se pudiera pensar que tal vez esta lacasa sí es parte

del  mecanismo  de  biodegradación  del  polietileno  ya  que  quizá  el  microorganismo  necesita  un

polietileno oxidado para posteriormente continuar,  mediante otros procesos,  la  utilización de este

sustrato como parte de su metabolismo.



DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

Tabla 1.2. Catálisis oxidativa de polietileno por factores abióticos, prooxidantes metálicos y su posterior tratamiento con microorganismos.

Ref. Catalizador Condiciones oxidativas Microorganismo
Observaciones

finales

33 Identidades no mencionadas.
Luz solar

Oxidación térmica 
(45. 55. 65 °C).

Hongos aislados del medio ambiente 
(detalle de las especies no mencionados)

Fragmentación molecular
Enlaces C - O

ICO =+47 %
Colonizaciój

34
Estearatos:

Mn y Fe.
Oxidación térmica (70°C)

Poblaciones microbianas inespecíficas de suelo de
composta y de suelo forestal

Enlaces C - O
ICO= +100%
PM= -15 %

29

Nanopartículas
superparamagnéticas 

de oxido de hierro
(SPION)

Medio mínimo

Microbacterium sp.
Pseudomona putida

Bacterium Te68R
Cepa PN12

Enlaces C - O
Cambio en PM

Fragmentación molecular

30 Estearatos: Ca y Fe.
Radiación

(=300-800nm)

Bacillus cereus
B. megaterium

B. subtillis
B. borstelensis.

= - 11.5%

= + 44.1 %
Enlaces C - O

ICO= -75%
Colonización

28 Bionolle® polyester. Medio acuoso Poblaciones microbianas del suelo.

m = -0.6%
RT = -50%
ER = -99%

Colonización

32 - Radiación UV Rhodococcus ruber C208

m = -3%
PM = -20% (de 120 a 96 KDa)

Enlaces C - O
ICO = +40%

Cri%= + 42%

31 -
HNO3

(0.65%)
Microbacterium paraoxydans

Pseudomona aeruginosa
60% de mineralización del sustrato.

25 Estearatos: Fe, Co y Mn.

Oxidación térmica
(55. 60 y 70°C)

Radiación
(=300-800nm)

Bacillus cereus
B. megaterium

B. subtillis

PM = -96% (de 71 a 2.5 KDa)
Enlaces C - O

ICO = -90%
50% de mineralización del sustrato

ICO: Índice de carbonilo, PM: peso molecular relativo, : ángulo de contacto, : tensión de adhesión, m: pérdida de masa, RT: resistencia a la tensión, ER: elongación 
relativa, Cri%: porcentaje de cristalinidad.

12



DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

1.6 Oxidación enzimática del polietileno.

Maneras alternativas y  recientes para la  oxidación del  polietileno involucran la  maquinaria

enzimática de ciertos microorganismos capaces de producir un efecto oxidante sobre este polímero.

Tal es el caso de algunas oxidoreductasas, principalmente se han reportado lacasas y peroxidasas

como los principales biocatalizadores de estas reacciones de oxidación11,32,36,37, aunque en algunos

casos no es evidente el efecto de la enzima. En la tabla 1.3 se encuentran algunos trabajos en los

que  se  han  empleado  alguna  de  estas  enzimas  para  la  oxidación  de  polietileno  y  los  cambios

fisicoquímicos  que  han  producido  en  el  material,  cabe  señalar  que  estos  trabajos  se  enfocan  a

describir los cambios físicos y químicos sobre el plástico y no se ha tratado de comprobar el efecto en

la biodegradación después del tratamiento enzimático.

Tabla 1.3. Utilización de oxidoreductasas como agentes oxidantes de polietileno.

Referencia Enzima Observaciones

38 Peroxidasa de soya
Nuevos grupos funcionales ( -C=O. - C-OH)

θ= -28.7%

32 Lacasa
(R. rubber)

Nuevos grupos funcionales ( -C=O. - C-OH)
PM= -20%

36 Manganeso peroxidasa
(IZU-154. Deuteromycotina)

PM= -83%
RT= -50%

ER= -100%

37 Lacasa + HBT
(T. versicolor)

PM= -88%
RT= -50%

ER= -100%

PM: peso molecular relativo, : ángulo de contacto, : tensión de adhesión, m: pérdida de masa, RT: resistencia a la tensión, ER: elongación
relativa.

Estas oxidoreductasas son capaces de catalizar reacciones de oxidación en una variedad

amplia de sustratos con estructuras químicas muy diversas39. En estas enzimas, el sitio activo se

encuentra parcialmente expuesto al disolvente, son capaces de generar radicales libres o especies

reactivas, llamados mediadores, los cuales difunden al medio de reacción y son capaces de oxidar

sustratos de gran tamaño, sin necesidad de que el sustrato se interne en la cavidad del sitio activo37.

En el caso específico de plásticos como el polietileno, debido a la alta energía del enlace C-C (375

KJ/mol) se requiere que las especies involucradas en las reacciones enzimáticas tengan suficiente

poder  oxidante  para  modificar  la  estructura  del  plástico40.  Por  este  motivo,  es  deseable  utilizar

aquellas  enzimas  de  mayor  poder  oxidante  que  son  capaces  de  generar  radicales  libres  lo

suficientemente reactivos como para vencer la barrera energética dentro de las moléculas de los

13



plásticos. Adicionalmente, estas reacciones pueden llevarse a cabo a temperaturas moderadas y en

condiciones de bajo niveles de toxicidad. 

1.7. Oxidoreductasas empleadas en este estudio.

1.7.1 Lacasa.

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas oxidorreductasas que contienen átomos de cobre en

su sitio activo. Pueden catalizar la oxidación de una gran variedad de sustratos, tales como fenoles y

anilinas,  utilizando como aceptor de electrones al  oxígeno,  el  cual se reduce a agua.  Durante la

reacción de oxidación del sustrato se forman radicales libres, los cuales pueden reaccionar entre sí

para formar dímeros, trímeros y polímeros41; aductos con otras moléculas42 o pueden actuar como

mediadores, oxidando o generando radicales libres sobre otros compuestos39,43. Este tipo de enzimas

pueden ser obtenidas a partir  de los denominados hongos de pudrición blanca, tal es el caso de

Coriolopsis  gallica, el  cual  es un hongo capaz de producir  lacasa y manganeso peroxidasa.  Las

capacidades oxidativas de estas enzimas son de gran interés ya que está reportado que la enzima

lacasa  de  C.  gallica  (UAMH  8260)  es  capaz  de  oxidar  una  gran  variedad  de  compuestos  en

disolventes orgánicos como acetonitrilo al 20% y retener hasta 80% de su capacidad catalítica43,44.

Esta enzima tiene además un valor de potencial redox alto comparado con otras lacasas 45, lo cual,

como se mencionó anteriormente, es deseable para contender con sustratos difíciles de oxidar. Por

otro lado, el rango de sustratos para las lacasas puede ser extendido con la adición de sustratos

mediadores  como  ABTS  (ácido  2.2'-azino-bis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico)  ó  HBT  (1-

hidroxibenzotriazol).  De  manera  general,  un  mediador  debe  ser  una  molécula  que  tenga  las

siguientes caracteristicas46–48:

 Sea sustrato de lacasa.

 Sea suficientemente estable en su forma radical para difundir en el medio de reacción y

alcanzar el sustrato blanco.

 Tener energía de ionización o potencial redox lo suficientemente altos para llevar a

cabo la oxidación del sustrato blanco. 

 Preferentemente barato y de bajo impacto ambiental.

Ejemplificando  la  reacción  de  un  mediador,  en  la  figura  1.4,  se  muestra  los  estados  de

oxidación del ABTS, uno de los mediadores más utilizados en reacciones de oxidación con lacasa, de

acuerdo con la literatura49,50.



Figura 1.4. Transformaciones redox del ABTS (ácido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) a su forma
radical catiónica (ABTS•+) y dicatiónica (ABTS2+)

1.7.2. Citocromo c modificado con polietilenglicol.

El citocromo c no es una enzima, es una proteína que participa en la cadena de transporte de

electrones  en  las  células  eucariotas.  Su  función  biológica  es  transportar  electrones  entre  los

complejos citocromo c oxidasa y citocromo c reductasa. En su sitio activo tiene un grupo prostético

hemo el cual,  a diferencia de las peroxidasas clásicas, está ligado a la proteína por dos enlaces

covalentes del tipo tioéter a través de las cadenas laterales de las cisteínas 14 y 17. Su actividad

catalítica en sistemas vivos no se ha reportado hasta la fecha sin embargo existen trabajos en los que

se reporta su actividad peroxidasa en solución, degradando hidroperóxidos, oxidando 4-nitrofenol,

ácido 2-ceto-4-tiometil butírico, ABTS, entre otros51.

El uso de esta proteína como catalizador puede justificarse por el hecho de que es bastante

versátil en cuanto al rango de pH (entre 5 y 9) y temperaturas (de 50 a 80 °C) en las cuales mantiene

arriba del 60% de su actividad catalítica tipo peroxidasa51. Adicionalmente, como ya se mencionó, el

grupo  hemo se  encuentra  unido  covalentemente,  estabilizando  la  estructura  y  reduciendo  así  la

pérdida del grupo prostético por la adición de disolventes orgánicos: por ejemplo, se ha reportado que

este citocromo c es catalíticamente activo en 90% de tetrahidrofurano52.

Se sabe que la modificación química de las enzimas con PEG o polisacáridos puede conferir



cierta termoestabilidad en un intervalo de temperatura de 50 a 70° C. Dicha estabilización se explica

por la solvatación de los residuos de aminoácidos unidos al PEG, ya que éste restringe su movilidad

molecular, disminuyendo así la tasa de desnaturalización de la proteína53. Utilizando esta técnica se

ha demostrado que el citocromo c de corazón de caballo modificado con PEG puede llegar a ser

termoestable en temperaturas superiores a los 80°C en solución acuosa y además ser catalíticamente

superior  a  la  proteína  original  (incremento  del  doble  en  actividad)  en  presencia  de  sustratos

hidrófobos  como  los  hidrocarburos  policíclicos  aromáticos  (PAH’s)53.  De  esta  manera  se  podría

incrementar la oxidación del polietileno, ya que como se sabe, al incrementar la temperatura, éste

material se puede volver más reactivo, al ser más susceptible a la oxidación en presencia de agentes

oxidantes como el oxígeno17.



2. HIPÓTESIS.

La  oxidación  enzimática  del  polietileno  generará  un  material  más  susceptible  a  la

biodegradabilidad.

3. OBJETIVO GENERAL.

Establecer condiciones de reacción y utilizar una batería de análisis para evidenciar que el

polietileno de baja densidad puede ser oxidado por enzimas

3.1. Objetivos particulares.

1. Evaluar  diferentes  sistemas  enzimáticos  (sólo  enzima,  enzima  +  mediador.  temperaturas

elevadas) que favorezcan que membranas de polietileno de baja densidad sean oxidadas.

2. Caracterizar  las  propiedades  mecánicas  y  fisicoquímicas  del  polietileno  oxidado  por  las

enzimas.

3. Observar  a  través  de  SEM  la  interacción  entre  el  PE  tratado  enzimáticamente  y  un

microorganismo modelo (T. Sanguineus) para.



4. MATERIALES Y MÉTODOS.

4.1. Enzimas.

Las enzimas a emplear en este trabajo, son enzimas producidas en el laboratorio y consisten

en una  lacasa del basidiomiceto Coriolopsis gallica44 y un citocromo c modificado con polietilenglicol

(PEG)53.

4.1.1. Laccasa (Lac).

La enzima lacasa se produjo en laboratorio  de acuerdo a Pickard y  colaboradores43 y  se

purificó de acuerdo a Rodríguez y colaboradores54. Debido a que la enzima se encontraba en una

solución de glicerol, antes de utilizarla fue necesario dializarla contra una solución amortiguadora de

60mM de fosfatos, pH=6.0. Para la diálisis se utilizó una membrana de 12-14 KDa marca Spectrum

Labs®.

4.1.2. Citocromo c modificado (Cit C-PEG).

El citocromo c (C2506) y el metileter de polietilenglicol de peso molecular 5 KDa (81323) se

obtuvieron de Sigma-Aldrich (Milwaukee. WI). El polietilenglicol activado con cloruro cianúrico (PEG-

(CN)3Cl) se utilizó para modificar las lisinas (20 residuos) en la superficie del citocromo c a través de

una reacción de sustitución nucleofílica entre el carbono de los grupo nitrilo y el amino primario de las

lisinas.  El  procedimiento  anterior  se  basó  de  acuerdo  a  lo  descrito  por  Boada55.  Abuchowski56 y

Garcia-Arellano53. A continuación se desglosan brevemente los pasos seguidos para la síntesis del

PEG-Cl(CN)3.

1. En un matraz de 250mL se colocan 10g de PEG y aproximadamente 1mL de acetonitrilo, para ayudar a

disolver el PEG, esta operación se realizó a 70°C en un baño de agua.

2. Una vez disuelto el PEG. esta solución se le añadió a 40mL de tolueno en donde previamente se le había

agregado el carbonato de sodio y el cloruro cianúrico.

3. La mezcla se agitó por 24h. Finalizada la reacción, en un embudo de vidrio y con papel filtro del No. 1 se

separó el carbonato de la solución.

4. Al filtrado se le agregaron 100mL de hexano frío (ayudándose de un baño de hielo).

5. El precipitado junto con la solución se dividió dentro de tubos de teflón para su posterior centrifugación a

12100 g durante 10min a 4°C.



6. Se desechó el sobrenadante y se realizaron lavados y centrifugados consecutivos para eliminar el cloruro

cianúrico residual.

7. El PEG activado se secó por 48h en presencia de malla molecular para reducir su hidratación. 

8. Al registrar un peso constante. se calculó el rendimiento con base en la cantidad de producto final.

El rendimiento de la reacción de modificación del PEG, se determinó con la metodología descrita por

García-Arellano53 en  la  cual  se  realizó  una  valoración  de  los  iones  cloruros  disueltos  en  agua

mediante la técnica de nitrato de plata y cromato de potasio57. Los rendimientos alcanzados fueron

alrededor del 30%.

Figura 4.1. Reacción de modificación del polietilenglicol con cloruro cianúrico. La reacción
se llevó a cabo en tolueno bajo agitación constante durante 24h.

La modificación del citocromo c se realizó de la siguiente manera:

1. Se pesaron 9mg de Cit C y se disolvieron en 5mL de solución amortiguadora de boratos 40mM. pH=10.

2. Por separado se pesó el PEG-Cl (CN)3 tomando en cuenta el número de lisinas presentes en el citocromo.

en este caso 20. Se requiere un exceso molar de 20:1. por lo que se utilizó al rededor de 2g de PEG-

Cl(CN)3.

3. Una vez disueltos ambos reactivos en la solución amortiguadora se dejaron en agitación suave por 24h en

un vial de vidrio a temperatura ambiente.

4. Al terminar la reacción. la mezcla se dializó durante 24h a 4°C contra un volumen de 4L. Durante ese

periodo se realizaron tres cambios de una solución amortiguadora de fosfatos 60mM, pH=6.

5. Para observar el grado de modificación del citocromo se realizó una electroforesis en gel desnaturalizante

de acrilamida (SDS-PAGE) y se comprobó el aumento en peso molecular del citocromo modificado. Como

control. se utilizó un Cit C puesto en contacto con PEG-Cl (CN)3 en un amortiguador a pH=6. en donde no

debería ocurrir la reacción de sustitución nucleofílica que ocurre cuando el pH es básico.

Polietilenglicol (PEG) Cloruro cianúrico ((CN)
3
Cl) PEG-(CN)

3
Cl



Figura 4.2. Reacción del citocromo c con el polietilenglicol modificado (PEG-(CN)3Cl. El citocromo c reacciona a través de
los residuos de lisinas que se encuentran en su superficie. Se forma un citicromo que se encuentra rodeado de una capa de

polietilenglicol.

4.2. Sustrato.

El sustrato a oxidar fue polietileno comercial de baja densidad (no se posee información sobre

el paso molecular ni la densidad del sustrato) en forma de película con 32 µm de espesor y 1.5 cm x

3.5 cm ó 1.5 cm x 14 cm, dependiendo de la prueba a realizar. Para obtener el ancho de 1.5 cm se

utilizó una guillotina con doble hoja y con un espacio de corte estándar de 1.5cm de espesor.  El

polietileno una vez en película se preparó lavándolo dentro de tubos falcon de 35mL en el vortex con

agua desionizada y una solución de extran, posteriormente con etanol al 96% y finalizando con un

secado a temperatura ambiente.

4.3. Tratamientos enzimáticos.

Los tratamientos enzimáticos se realizaron en medios acuosos, en el pH óptimo para cada

enzima y por periodos de 24 h. Para la lacasa, se utilizó un amortiguador de succinatos pH = 4.5, 60

mM, así como también soluciones de los mediadores ABTS (ácido 2.2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-

6-sulfónico), HBT (1-hidroxibenzotriazol) y fenol a concentraciones de 0.1mM,  1mM y 10mM.

Para el citocromo C se utilizó una solución amortiguadora de fosfatos pH=6 y concentración

de 60mM. En este caso en particular, la temperatura utilizada fue de 80°C controlada mediante un

baño de agua y adicionando al medio de reacción 5µL de peróxido de hidrógeno 200mM cada hora

hasta cumplidas 18h de tratamiento, posteriormente se dejó que la reacción continuara hasta cumplir

las 24 h.



4.4. Caracterización del polietileno.

4.4.1. Ángulo de contacto.

Originalmente los plásticos están diseñados para no ser permeables al agua, su naturaleza

hidrófoba se debe a que las moléculas que los componen tienen enlaces que no son polarizables y

que no presentan afinidad por el agua. Para esta técnica se utilizó un goniómetro marca Ramé-Hart®

modelo 100-07-00. Las condiciones de operación fueron 16µL de agua destilada grado laboratorio en

3 distintas posiciones de la superficie de la membrana de polietileno (ver figura 4.1).

Figura 4.3. Posiciones en la superficie de las membranas de polietileno evaluadas con ángulo de contacto.

Se utilizó una atmósfera saturada de agua y una temperatura de 28 ± 2 ºC. Para cuantificar el

ángulo de contacto, se grabó una filmación de 1.5 minutos de duración con una video cámara con

lente ajustado a grabar únicamente la superficie de polietileno. El programa en el que se grabó fue

“Pinnacle studio15”. Posteriormente para cada filmación se extrajeron 4 imágenes a los 22.5. 45.0.

67.5 y 90.0 segundos y se visualizaron con el programa “ImageJ 1.48r”. Para obtener las mediciones

del ángulo de contacto se siguió la metodología establecida por Kwok y colaboradores58 y Neumann y

colaboradores59. En ésta se debe de seguir un análisis de imagen para reducir el ruido generado por

la poca calidad de la imagen digitalizada. Primero se debe transformar una imagen en escala de

grises a una en blanco y negro capaz de ser analizada fácilmente por el programa ImageJ (ver figura

4.2). 

Figura 4.4. Procesamiento de imagen utilizado para la medición de ángulo de contacto en las películas de polietileno.

El programa mediante un método de iteraciones determinó el área en blanco y el ángulo que



se forma con la horizontal. La metodología se le conoce como el método de Análisis Axisimétrico de la

Forma de la Gota (método ADSA por sus siglas en inglés59). Finalmente través de este análisis de

imagen se obtiene de manera directa el valor del ángulo de contacto () el cual sirve para calcular la

tensión de adhesión (). Ambos parámetros son importantes en cuanto a la identidad hidrófoba de la

superficie30,60. La ecuación para determinar la tensión de adhesión (es la siguiente:

τ=γH 2 Ocos (θ)        (1)

En donde ““es la tensión superficial del agua y ““es el ángulo de contacto determinado.

4.4.2. Espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR).

Debido  a  que  el  polietileno  se  encuentra  conformado únicamente  por  enlaces  carbono  e

hidrógeno (C-H), una forma de evaluar la oxidación es determinar si después del tratamiento oxidativo

hay presencia de nuevos grupos funcionales, principalmente aquellos en donde haya oxígeno unido a

través de un doble enlace con carbono (C = O). La espectroscopía infrarroja es una técnica analítica

que ayuda a determinar los modos vibracionales de los enlaces covalentes en moléculas orgánicas,

de esta manera se pudo comparar el  tipo de enlaces en el  polietileno control  y en el  polietileno

tratado.

Se utilizó un equipo PerkinElmer® Spectrum RXI con un accesorio “Miracle Single-Reflection

ATR”.  Los  espectros fueron obtenidos en el  equipo previamente  mencionado y  analizados en el

software “Spectrum v5.3.1”. A través de esta técnica analítica fue posible obtener el parámetro Ico

(índice de carbonilo)33,  el  cual es una relación entre absorbancias y se determina a través de la

siguiente ecuación:

ICO=
A=1720

A=1462
       (2)

Donde A1720 y A1462 corresponde a la absorbancia de las bandas de los modos vibracionales

que aparecen a 1720 cm-1 y 1462 cm-1 respectivamente. El índice de carbonilo es considerado una

medida de la oxidación del polímero de polietileno, ya que establece la relación de grupos carbonilo

(aldehídos, cetonas, etc.) en relación a los grupos metilenos del polietileno.

4.4.3. Resistencia a la tensión y elongación relativa.

Las  propiedades  mecánicas  de  los  plásticos  que  se  trataron  enzimáticamente  fueron  la



resistencia a la tensión (RT) y la elongación relativa (ER). Se empleó un tensiómetro marca Instron®,

de la serie 5860. Con la ayuda de este instrumento las películas de polietileno de dimensiones 1.5cm x

15cm fueron sometidas a un estrés mecánico en el cual se estiraron  longitudinalmente hasta el punto

de ruptura. Para cada película se obtuvo los datos de carga máxima (cmax) y longitud máxima (li) que

finalmente fueron utilizados en las siguientes ecuaciones. 

RT=
cmax •g

15 mm •32μm
x 1000                                              (3)

Donde  g es la  constante de aceleración de la  gravedad (9.81 m/s2),  15mm representa la

longitud transversal de la película de polietileno que es sometida a la tensión y 32µm es el espesor de

la muestra.

ER=
Δ l
l0

x 100                                                    (4)

En donde l es la diferencia de longitudes máximas alcanzadas por las películas de polietileno

antes  y  después  del  tratamiento  enzimático  y  l0 es  la  longitud  máxima de  la  película  antes  del

tratamiento.

4.4.4. Calorimetría diferencial de barrido (DSC).

Con  el  fin  de  determinar  los  cambios  en  la  reactividad  del  polímero  transformado

enzimáticamente, se realizó una calorimetría diferencial de barrido empleando alrededor de 4mg de

polietileno dentro de crisoles de aluminio con tapa. La medición se realizó en un calorímetro marca

NETZSCH® modelo DSC 200F3. Se siguió una rampa de calentamiento de 10°/min durante 30min

hasta llegar a los 160°C, posteriormente se mantuvo la temperatura durante 5min y se prosiguió con

el enfriado a la misma rampa de 10°/min hasta llegar a los 50°C (ISO 11357-3). Mediante esta técnica

fue  posible  la  determinación  de  la  temperatura  de  fusión  (Tm),  la  entalpía  de  fusión  (Hm)  y  el

porcentaje de cristalinidad de la muestra de polietileno (Cri%). 

La  determinación  de  la  temperatura  de  fusión  se  realizó  de  manera  gráfica  a  partir  del

termograma obtenido por el equipo con el programa “NETZSCH Advanced Software“.

Para la  obtención de la  entalpía y el  grado de cristalinidad,  los datos se graficaron en el

programa “QtiPlot 0.9.8.8 svn 2255“, las gráficas se integraron en una región que comprendió desde

los 45.5 hasta los 133.5 °C a través del método de la regla del trapezoide. Cuando se obtuvo el valor



correspondiente al área se empleó la siguiente ecuación:

Δ Hm=
A

m •k       (5)

Donde  A es el área medida por el programa,  m es la masa de la muestra colocada en el

equipo y k es una constante que corresponde al material de referencia utilizado en la termo balanza,

en éste  caso se utilizó  un valor  de 144.14 que corresponde a los  crisoles  de aluminio.  Para  la

estimación del porcentaje de cristalinidad se empleó la siguiente ecuación, que parte del valor de la

entalpía de fusión de polietileno 100% cristalino (293 J/g).

cri(%)=
Δ Hm

293
J

g

x100         (6)

4.4.5. Incubación con microorganismos.

Una forma complementaria de evaluar la disminución en las propiedades recalcitrantes del

polietileno fue la incubación del plástico tratado en presencia de un microorganismo del suelo. De

esta forma se pensó en que si se encontraba evidencia de la interacción de dicho microorganismo en

las  membranas  de  polietileno,  esto  podría  indicar  que  la  oxidación  enzimática  favorece  la

biodegradabilidad del polietileno ya que en los medios de cultivo, el polietileno sería la única fuente de

carbono.

El medio que se empleó fue un medio mineral cuya composición en gramos por litro fue de61:

K2HPO4, 1 g; KH2PO4, 0.2 g; NaCl, 1 g; CaCl2•2H2O, 0.002 g; (NH4)2SO4, 1 g; MgSO4•7H2O, 0.5 g;

CuSO4•5H2O, 0.001 g; ZnSO4•7H2O, 0.001 g; MnSO4•H2O, 0.001 g y FeSO4•7H2O. 0.01 g, pH=7.0.

El  microorganismo  empleado  fue  un  Trichoderma  sanguineus  (CEIBMD01)62 (Figura  4.3)

obtenido del laboratorio de biología molecular de hongos del Centro de Investigación en Biotecnología

(CEIB), UAEM, Cuernavaca, Morelos, mediante la colaboración con el Dr. Jorge Luis Folch Mallol.

Este hongo fue aislado de un sitio del estado de Veracruz contaminado por un derrame de petróleo.

La cepa mostró ser termorresistente, halorresistente y además de tener actividad de lacasa



Figura 4.5. Trichoderma sangineus en medio PDA a los siete días de incubación.

4.4.6. Microscopía electrónica de barrido (SEM).

La  microscopia  electrónica  de  barrido  fue  utilizada  para  observar  la  interacción  entre  las

membranas  de  polietileno  tratadas  enzimáticamente  y  el  microorganismo  seleccionado.  De  tal

manera que en aquellos tratamientos en donde hubiera presencia microbiana se pudiera encontrar

una coorelación entre la oxidación del  plástico y la colonización de las películas por parte de  T.

Sanguineus.  Aunque  la  colonización  no  es  un  indicador  determinante  de  la  biodegradación  del

plástico,  si  puede  ayudar  para  evidenciar  que  el  tratamiento  enzimático  disminuye  la  energía

interfacial del polietileno debido a la oxidación.

Las micrografías se realizaron en el Instituto de Fisiología de la UNAM (IFC-UNAM) en Ciudad

Universitaria bajo la asesoría del Dr.  Fernando García. Se utilizó un microscopio JEOL®, modelo

JSM-5410LV.  La  fijación  y  la  preparación  de  las  muestras  corrió  a  cargo  del  Dr.  García  y  el

procedimiento  seguido  se  puede  consultar  en  la  página  del  IFC-UNAM

(http://www.ifc.unam.mx/servicios/imagenologia).Finalmente, con ayuda del equipo se exploró toda la

superficie  de  cada  muestra  y  se  tomaron  micrografías  que  evidenciaron  la  interacción  del

microorganismo y la película de plástico.

http://www.ifc.unam.mx/servicios/imagenologia


5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

5.1. Tratamientos de polietileno con el sistema lacasa-

mediador.

Para oxidar  al  polietileno se realizaron experimentos en los cuales se empleó una lacasa

proveniente del basidiomiceto C. gallica (UAMH 8260), en pruebas preliminares se   empleó la enzima

en  un  amortiguador  de  succinatos  60mM,  pH=  4.5  y  en  cantidades  relativamente  elevadas,

considerando  que  es  un  catalizador  biológico  (30  U/mL,  equivalentes  a  61µg/mL).  En  estos

experimentos (no mostrados en este trabajo), no se logró detectar algún cambio que nos indicara que

el polietileno estuviera siendo oxidado por la lacasa (disminución de la hidrofobia, nuevos grupos

funcionales, disminución de las propiedades mecánicas). Una posible razón por la cual la enzima por

sí sola no pudo oxidar al polietileno es el gran tamaño de ésta, entonces se decidió emplear otro tipo

de sistema de oxidación que no involucrara la interacción directa de la enzima con el sustrato.

5.1.1. Medición de la hidrofobia de la superficie del 

polietileno tratado enzimáticamente.

Una de las ventajas de utilizar la lacasa es que cuando hay reacciones en las cuales la enzima

lacasa no cataliza por sí sola la oxidación de algún compuesto, es posible incrementar su capacidad

oxidativa con el empleo de moléculas que cumplan el papel de acarreadores de electrones y los

cuales son capaces de oxidar moléculas que no son sustrato de la enzima a través de un mecanismo

no enzimático39.  A tales moléculas se les conoce como mediadores,  en este trabajo como ya se

mencióno  en  la  marte  de  métodos,  se  emplearon  dos  mediadores  comúnmente  utilizados  en la

literatura Hidroxibenzotriazol (HBT) y ABTS39,43,46–49,63–65,  y otro que en principio no funciona como

mediador, el fenol.

El ángulo de contacto es una propiedad superficial de los sólidos que cuantifica su hidrofobia y

es un parámetro importante para analizar la interacción entre dos fases: una sólida y otra líquida66. De

acuerdo a la literatuta, al observar el ángulo de contacto formado por un líquido sobre un sólido se

puede obtener información de las propiedades energéticas de los primeros 5 Å de un material67, en

este caso, el polietileno. En el experimento realizado en este trabajo se compararon películas de

polietileno sin  tratamiento,  contra  películas tratadas mediante el  sistema lacasa-mediador.  En las

superficies hidrófobas, como el caso del polietileno sin tratamiento, se midieron ángulos por arriba de

los  80°  siendo  el  disolvente  agua  destilada;  lo  observado  indica  que  el  polietileno  posee  una

superficie hidrófoba. 



Por otro lado, la tensión de adhesión es un parámetro que sirve para caracterizar la afinidad

de un líquido hacia una superficie sólida68. Este parámetro es la resultante de una suma vectorial de

tensiones superficiales de las tres interfaces involucradas en el fenómeno del ángulo de contacto

(sólido/  líquido,  sólido/vapor y líquido/vapor),  la  cual,  si  es igual a cero,  quiere decir  que la  gota

mantendrá  su  forma esférica,  en  caso  contrario,  cuando  la  superficie  es  hidrófila,  la  tensión  de

adhesión disminuye y la gota pierde su forma dispersándose en el sólido59,69. Como un parámetro

dependiente del ángulo de contacto, la tensión de adhesión cambiará con el valor de éste, con la

diferencia que su valor  se incrementará al  disminuir  el  ángulo de contacto.  Cuando el  angulo de

contacto es muy elevado (>90°), los valores de tensión superficial tienden a cero, ya que cos90° = 0 y

de acuerdo a la ecuación (2) de la sección 4.4.1 

lim
θ→ 90°

θ γH 2O
• cos(θ)=0          (7)

El incremento de la tensión de adhesión físicamente quiere decir que el líquido se vuelve muy

afín a la superficie del material, y además, que el trabajo necesario para separar estas dos sustancias

incrementará69. La tensión de adhesión es el producto de la tensión superficial del agua (), que es

una constante, multiplicada por la función coseno del ángulo de contacto (), debido a esta relación,

ambos parámetros  no cambiarán linealmente  entre  dos sistemas distintos.  En  otras  palabras,  la

diferencia entre los ángulos de contacto medidos en dos sistemas distintos no será igual  que la

diferencia  entre  las  tensiones  de  adhesión  de  los  mismos  sistemas  ya  que  la  función  coseno

provocará que un cambio pequeño en el angulo de contacto sea un cambio grande en tensión de

adhesión70. Por lo tanto se compararon los sistemas de manera independiente, únicamente a través

de ángulo de contacto o a través de tensión de adhesión.

Tabla 5.1. Ángulos de contacto y tensión de adhesión en PEBD tratado con HBT y lacasa.

Concentración de HBT
Ángulo de contacto

( ° )


Tensión de adhesión
(dyn/cm)



0 mM
Control 86.13 ± 3.42 4.91 ± 4.32

Lacasa 82.84 ± 5.79 9.03 ± 7.28

0.1 mM
Control 83.57 ± 3.19 8.14 ± 4.02

Lacasa 81.83 ± 7.64 10.24 ± 9.52

1.0 mM Control 81.55 ± 4.72 10.66 ± 5.87



Lacasa 68.30 ± 4.88 26.83 ± 5.72

10.0 mM Control 82.75 ± 4.72 9.16 ± 5.93

Lacasa 69.59 ± 5.16 25.28 ± 6.0

En la tabla 5.1 se muestran los datos obtenidos para las muestras tratadas con el sistema

lacasa-HBT,  en  donde  durante  un  periodo  de  24h  se  incubaron  las  películas  de  polietileno  en

amortiguador  de  succinatos  60mM  y  pH=4.5  con  1.2  U/mL  de  lacasa  y  tres  concentraciones

diferentes del mediador HBT. 

Lo esperado era que únicamente en aquellos sistemas en donde hubiera lacasa y HBT se

observaran cambios, pero para confirmar que dichos cambios fueran provocados por la reacción de

lacasa + mediador se tuvieron que realizar diversos controles. Por ejemplo, en ausencia del mediador

(0mM) el ángulo medido (θ  ≥ 80°) indica una superficie hidrófoba69 y es estadísticamente similar al

sistema con  lacasa (1.2 U/mL) (comprobado a través de una prueba t de Student con un  de 0.05).

Por otro lado se observó que el mediador por sí sólo (en los controles) no fue capaz de generar un

cambio en el ángulo de contacto en ninguna de las tres concentraciones de HBT empleadas (0.1. 1.0

y 10 mM). 

Como  era  de  esperarse  solamente  en  los  sistemas  en  donde  el  mediador  y  la  lacasa

estuvieron presentes se pudieron detectar cambios en las películas de polietileno, sin embargo, no

fue así para todas las concentraciones de HBT empleadas. Sólo en los sistemas lac_HBT 1 mM y

lac_HBT 10mM fue posible generar cambios en la superficie del sustrato y se encontró que el ángulo

de contacto disminuyó, en ambos casos, 16% aproximadamente (ver tabla 5.1). El valor del ángulo de

contacto para estos dos sistemas se evaluó a través de una prueba t de student (con un  de 0.05) y

se  determinó  que  los  valores  son  estadísticamente  similares,  esto  sugiere  que  el  HBT,  como

mediador,  tiene  un  efecto  máximo en  términos  de  cambios  en la  hidrofobia  de  la  superficie  del

polietileno.

En el caso de la tensión de adhesión, los tratamientos control, en los cuales el HBT estuvo

ausente (primeras filas tabla 5.1), tuvieron un valor de   entre 5 y 9 dyn/cm, en otras palabras, la

superficie no tuvo afinidad por el agua o ésta es muy baja. Los tratamientos que lograron un aumento

en la tensión de adhesión fueron lac_HBT 1mM (26.8 dyn/cm) y lac_HBT 10mM (25.2 dyn/cm),

en los cuales se logró incrementar la afinidad de la superficie por el agua casi tres veces más que en

el control (9 dyn/cm). En cuanto al sistema con 0.1mM de HBT, se encontró que la tensión de

adhesión ( dyn/cm) es muy similar a la de su control lo cual confirma que en este sistema no

hubo ningún cambio, como se observó a través del ángulo de contacto.



Tabla 5.2. Ángulos de contacto y tensión de adhesión en PEBD tratado con fenol y lacasa.

Concentración de Fenol
Ángulo de contacto

( ° )


Tensión de adhesión
(dyn/cm)



0 mM Control 86.12 ± 3.42 4.91 ± 4.32

Lacasa 82.84 ± 5.79 9.03 ± 7.28

0.1 mM Control 80.48 ± 5.44 11.99 ± 6.82

Lacasa 70.66 ± 9.89 23.74 ± 11.55

1.0 mM Control 78.83 ± 3.96 14.07 ± 4.91

Lacasa 65.33 ± 6.84 30.18 ± 7.88

10.0 mM Control 79.47 ± 2.40 13.30 ± 3.01

Lacasa 77.82 ± 3.02 15.34 ± 3.76

Posteriormente se evaluó el fenol como mediador. De acuerdo a las características que debe

de tener un mediador39 el fenol resulta ser una molécula que una vez oxidada no realiza el ciclo

completo de transferencia de electrones entre la enzima y el sustrato principal (polietileno en este

caso). El radical libre formado sobre el fenol es altamente reactivo y capaz de reaccionar con otros

radicales o moléculas de fenol para formar polímeros. Sin embargo, su alto potencial redox (1.03

V)46 lo hizo interesante para nuestro estudio.  Para este mediador los resultados se muestran en la

tabla 5.2.  En los controles de las tres concentraciones de fenol  ensayadas (0.1,  1 y 10 mM) se

observó una disminución de un 8% aproximadamente en el  valor  del  ángulo  de contacto (.  Al

analizar estos datos estadisticamente, se encontró que las diferencias no fueron estadísticamente

significativas (comprobado por t de Student, con un =0.05); el error experimental se encuentra en un

intervalo aceptable, de 10% o menos. Por tanto, se encontró que a través de la técnica del ángulo de

contacto, el fenol por sí sólo puede disminuir la hidrofobia del polietileno. Y que esta disminución es la

misma sin importar la concentración en la que se utilizó el fenol. Posiblemente esto se deba a que

haya un poco de fenol formando radicales libres y éstos oxiden al polietileno. Pero a ciencia cierta no

se supo con claridad el motivo de dicho efecto.

En presencia de fenol y lacasa, la hidrofobia en las películas de polietileno disminuyó aún

más. En el sistema lacasa_fenol 0.1mM el ángulo de contacto disminuyó 14% con respecto a su

control;  y  24% en el  sistema lacasa_Fenol  1mM. Para este último sistema, se comprobó que la

diferencia entre control y tratamiento fue significativa y que el efecto que produce el fenol fue mayor

en presencia de la enzima que cuando ésta no esta presente en el sistema. Sin embargo, no fue

posible distinguir un efecto claro como consecuencia de la actividad enzimática en el caso del fenol a

una concentración de 10mM ya que el valor de   calculado  para el control y el  tratamiento con

enzima tienen valores estadísticamente son muy similares.

Los cambios en la tensión de adhesión entre una muestra y otra ayudaron a establecer mejor



las diferencias que el fenol produjo sobre el polietileno en los sistemas ensayados. En otras palabras,

las muestras que mostraron ser menos hidrófobas a través de ángulo de contacto confirmaron su

afinidad por el agua a través de la tensión de adhesión, como en el caso de los controles (0.1, 1 y 10

mM) los  cuales  clara  mente  triplicaron su afinidad por  el  agua comparada con la  del  polietileno

incubado en buffer (ver tabla 5.2). En cuanto a los sistemas con fenol y lacasa, específicamente en

concentraciones de fenol de 0.1 y 1mM, se pudo observar que la afinidad por el agua en presencia de

la enzima incrementó al doble, con respecto a los controles.

Cuando  el  ABTS  fue  utilizado  como  mediador  se  encontró  que  entre  tratamientos  y  los

controles, los valores de  y  no tienen diferencias estadísticamente significativas (ver tabla 5.3). Sin

embargo, más adelante se confirmó a través de otras téncinas, como el FTIR-ATR (espectroscopía

infrarroja), que el ABTS es un mediador que sí pudo oxidar al polietileno aunque no fue tan ectivo

para la oxidación superficial del polietileno como el HBT (ver tabla 5.1).

El ABTS al igual que el fenol, fue capaz de reducir el ángulo de contacto cuando la enzima

está ausente (muestras control), una posible explicación a este fenómeno es que por experiencia

previa,  y  por  reportes  de  la  literatura71,72 se  sabe  que  el  ABTS es  poco  estable  en  condiciones

ambientales y es capaz de oxidarse sin necesidad de algún catalizador. Pero a diferencia del fenol en

donde la enzima ayudó a que el ángulo de contacto disminuyera aún más, en estos sistemas no fue

el caso. Lo cuál no quiere decir que no hubiera oxidación, sino que el efecto final del ABTS sobre el

polietileno  no  pudo  ser  detectado  por  la  técnica  del  ángulo  de  contacto,  ya  que  como  se  dijo

anteriormente,  el  ángulo  de  contacto  permite  el  estudio  de  los  primeros  5  Å de  espesor  del

material67 mientras que el infrarrojo permite explorar de 2 a 5 µm de profundidad (de acuerdo a las

especificaciones del equipo).

Tabla 5.3. Ángulos de contacto y tensión de adhesión en PEBD tratado con ABTS y lacasa.

Concentración de
ABTS

Ángulo de contacto
( ° )



Tensión de adhesión
(dyn/cm)



0 mM Control 86.12 ± 3.42 4.91 ± 4.32

Lacasa 82.84 ± 5.79 9.03 ± 7.28

0.1 mM Control 79.84 ± 3.90 12.81 ± 4.84

Lacasa 78.46 ± 2.88 14.55 ± 3.58

1.0 mM Control 78.77 ± 2.50 14.17 ± 3.12

Lacasa 72.32 ± 4.87 22.03 ± 5.87

10.0 mM Control 81.12 ± 2.04 11.23 ± 2.56

Lacasa 78.04 ± 2.97 15.07 ± 3.69

En otros trabajos, como el de Abrusci y colaboradores30, a través de un tratamiento oxidativo



con estearatos de hierro y calcio se puede incrementar el valor de en membranas de polietileno de 0

a 0.1 dyn/cm en un periodo de 90 días empleando radiación UV-Vis como factor  abiótico.  Estos

valores bajos de la tensión de adhesión se deben a que en sus muestras control se tiene un ángulo

de contacto θ > 95°, a diferencia de este trabajo, en donde los controles si tuvieron cierta afinidad al

agua (90° >  > 80°), lo que indicó que a pesar de utilizar polietileno  en ambos trabajos, el origen de

fabricación del material pudiera influir en el grado de cristalinidad o en la pureza del plástico, siendo el

polímero de este trabajo, una muestra que es capaz de permear cierta cantidad de agua que otros

tipos de polietileno no pueden73. 

Estos cambios superficiales asociados a la oxidación de las películas pueden ser comparados

a la de otros plásticos reportados en la literatura. En la tabla 5.4 se muestran los valores de los

ángulos  de  contacto  de  agua  con  algunos  otros  polímeros  hidrófilos  y  considerados  como

biodegradables. El poli-2-hidroximetilmetacrilato es un polímero utilizado en aplicaciones médicas y

es  un  material  biocompatible.  El  acido  poliláctico  y  sus  copolímeros  con  acido  poliglicólico  son

utilizados para la encapsulación y liberación de medicamentos74, pero también puede ser empleado

para la fabricación de envases tipo PET. Las características químicas de estos materiales los hacen

muy afines al agua ya que como se observa en la tabla 5.4 tienen enlaces con oxigeno del tipo éter,

carbonilo e hidroxilo, los cuales son enlaces polares que pueden interactuar con moléculas de agua

resultando en superficies altamente hidrófilas, Debido a la naturaleza polar de los tipos de enlaces

que poseen, hace que los valores de los ángulos de contacto estén por debajo de los 80°, mientras

que nuestros resultados arrojaron que el  tratamiento enzimático disminuyó el  valor  de ángulo de

contacto en la superficie del polietileno de 90° a 65° aproximadamente, el cual es un valor mayor que

el ángulo de contacto del PHEMA (43.5°) y que el PLA/PGA (54.1°) pero es menor que el PLA solo

(71.5°).

El mediador que redujo más la hidrofobia fue el HBT, la acción oxidante de este mediador se

demostró claramente cuando la enzima estuvo presente a diferencia del fenol y el ABTS, los cuales

fueron  mediadores  que  posiblemente  debido  a  su  inestabilidad  en  solución  reaccionaron  con  el

plástico y tratamientos donde no hubo enzima se midieron ángulos de contacto menores a los de las

películas que únicamente fueron sumergidas en solución. Por último, para confirmar que los cambios

en la hidrofobia se debieron a la oxidación del polietileno a causa del sistema lacasa-mediador, fue

necesario emplear otra técnica que permitiera analizar la naturaleza química del polietileno, tal fue el

caso de la espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR).

Tabla 5.4. Ángulos de contacto y estructuras químicas de algunos polímeros biodegradables.

Ref. Polímero
Angulo de contacto (°)





75 Poli-2-hidroxietilmetacrilato
PHEMA

43.5

75 Poli(L- acido láctico)
PLA

71.5

74 poli-acido láctico/poli-acido glicólico 5050
PLA/PGA

54.1

5.1.2. Detección de nuevos grupos funcionales a 

través de FTIR.

Se ha observado que a través de tratamientos oxidativos en el polietileno aparecen nuevos 

grupos funcionales dentro de su estructura molecular y estos cambios pueden ser estudiados a través

de técnicas espectroscópicas como el infrarrojo2,15,29,31,76,77. En este trabajo se esperaba que el 

tratamiento enzimático oxidara al polietileno y que esta oxidación se pudiera monitorear mediante 

espectroscopía infrarroja como bandas de modos vibracionales distintas a las del polietileno original. 

Este estudio nos permitió conocer zonas del polietileno que el ángulo de contacto no permitió 

explorar, de acuerdo con las especificaciones del equipo utilizado, el aditamento de reflectancia (ATR)

permite un estudio que abarca entre los 2 y 5 µm de profundidad del analito, entonces fue esperado 

que el análisis por FTIR-ATR revelara fenómenos que por ángulo de contacto no pudieron 

encontrarse.

El polietileno tiene tres modos vibracionales característicos del enlace covalente simple entre 

el carbono y el hidrógeno los cuales se encuentran en las siguientes logitudes de onda 78:

a) = 3000-2800 cm-1: Vibraciones simétricas y asimétricas de tensión dentro del plano.

b) = 1462 cm-1: Vibraciones de deformación angular dentro del plano.

c) 720 cm-1: Vibraciones de balanceo fuera del plano.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, cuando hay un tratamiento oxidativo en polietileno



se  esperan  nuevas  bandas,  sobretodo  en  la  zona  comprendida  entre  1740-1650  cm -1,  la  cual

corresponde a las vibraciones del enlace carbonilo (C=O). En la figura 5.1 se muestra el espectro

característico del polietileno (PE) junto con las principales zonas en donde se esperarían las nuevas

bandas  producto  de  un  tratamiento  oxidativo  y  el  tipo  de  vibraciones  correspondientes  a  esas

longitudes de onda.

Antes de realizar los tratamientos enzimáticos, se corrieron pruebas control para descartar que

las películas de polietileno fueran adsorbentes de proteína, medir su susceptibilidad a la oxidación por

un  agente  químico  y  evaluar  la  capacidad  de  la  lacasa  como  oxidante.  Primero,  se  incubó  el

polietileno en presencia de albúmina de suero bovino. En caso de que existiera una afinidad del

polietileno por proteínas, se esperarían bandas principalmente en las zonas del enlace amida (1630 y

825 cm-1)31 y como se puede observar en el espectro de infrarrojo (color verde) de la figura 5.2, no se

detectaron bandas diferentes a las típicas de la membrana de polietileno (gráfica color negro).

Cuando se observaron las muestras tratadas con 30 U/ml de lacasa durante 24 horas de

incubación  en  solución  amortiguadora  de  succiantos,  no  fue  posible  observar  nuevos  modos

vibracionales en las películas de polietileno. Las lacasas en solución tienen un potencial redox no

superior  a  los  0.8  V47,48,  este potencial  redox relativamente  bajo  de la  enzima y la  dificultad  del

sustrato  para acceder  al  sitio  activo,  hacen que la  lacasa por  sí  sola no haya logrado oxidar  al

polietileno (ver espectro de infrarrojo color azul en la Figura 5.2).

Por último, con el empleo de un oxidante químico como el ácido nítrico como control positivo

se observaron cambios en la película de polietileno (ver figura 5.2). El ácido nítrico tiene un potencial

redox de 0.94 V cuando se reduce a NO2
-. En el espectro de infrarrojo color rojo de la figura 5.2 se

observaron dos nuevas bandas a 1630 y 1550 cm-1 correspondientes a grupos carbonilos de amida y

a grupos NO2 respectivamente31,78. En este tratamiento oxidativo con ácido nítrico se determinó el

índice de carbonilo (ICO) el cual es un parámetro que nos indicó de manera semicuantitativa el grado

de oxidación del material; el índice de carbonilo se calculó como la relación entre la absorbancia de la

banda de carbonilos (>C=O) entre 1750 y 1620 cm-1 y la absorbancia en la banda de 1462cm-1

correspondiente a los grupos metilenos del plástico (- CH2 -). La magnitud de esta relación fue de

0.27 aproximadamente, valor muy similar al reportado por Abrusci y colaboradores30 en donde se

obtuvo un ICO= 0.44 en PE fotooxidado y utilizando iones metálicos como catalizadores. De manera

similar,  en el  trabajo de Rajandras y colaboradores31 se encontraron bandas en 1630 y 830 cm-1

correspondientes a la formación de amidas producto de la reacción de oxidación con ácido nítrico. De

esta forma quedó comprobado que sí  fue posible la  oxidación y determinación de una magnitud

semicuantitativa que permitió evidenciar un proceso oxidativo. 



Debido a que el polietileno es un sustrato muy hidrófobo y recalcitrante, el cual es difícilmente

oxidado por alguna sustancia química como el ácido nítrico o la lacasa, se decidió  utilizar el sistema

de mediadores: lacasa_HBT, lacasa_fenol y lacasa_ABTS a tres concentraciones distintas: 0.1, 1 y

10mM; y estudiar los cambios provocados por estos mediadores a nivel de grupos funcionales, ya

que en la sección anterior se demostró que hay sistemas como lacasa_HBT 10mM y lacasa_fenol

1mM que pueden disminuir la hidrofobia superficial del polietileno.



DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

Figura 5.1. Espectro de infrarrojo de polietileno (negro) y las zonas principales en donde se esperarían la aparición de nuevos modos vibracionales debido a la oxidación
tratamiento enzimático.

Figura 5.2. FTIR de la reacción de polietileno con diversos reactivos. Polietileno original (negro); Polietileno incubado con albúmina de suero bovino SBA (verde);
Polietileno incubado con   lacasa (azul), Polietileno incubado en ácido nítrico al 65 % (rojo).
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DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

En el sistema lacasa_HBT se pudo detectar una nueva banda a 1720 cm-1, la cual incrementó

su intensidad al aumentar la concentración del mediador (figura 5.3), a su vez, esto contrastó con lo

observado  mediante  el  ángulo  de  contacto,  donde  se  observó  que  no  había  diferencias

estadísticamente significativas entre los tratamientos con HBT 1 y 10mM. En éste último caso, se

observó un cambio completo en las bandas en la zona comprendida entre 1400 – 700 cm-1 (FTIR azul

de la figura 5.3), cuya identidad fue desconocida pero que pudieran ser atribuidas a la formación de

aductos con el mediador o interacciones débiles entre el mediador y el sustrato. 

El siguiente mediador empleado fue el fenol, cuyos resultados se muestran en la figura 5.4. A

diferencia  del  HBT,  los  nuevos  modos  vibracionales  son  más  intensos  e  incrementaron  sólo

ligeramente su intensidad en proporción a la concentración de fenol utilizada. El alto potencial redox

del fenol sugeriría una alta capacidad oxidativa y por consiguiente, concordaría con la gran intensidad

de las bandas observadas en estos sistemas. La banda con mayor intensidad vuelve a ser aquella

que aparece a una longitud de onda de 1720cm-1 pero también existe otra banda a una longitud de

onda de 1560cm-1,la cual corresponde a una banda del enlace C-O de un éter del tipo aromático78,

cuyo origen pudiera ser la formación de un aducto covalente entre el radical fenoílo y un carbono del

polietileno. De hecho, esta hipótesis se vio reforzada por el aspecto de las membranas tratadas con

fenol y lacasa, las cuales a pesar del lavado con etanol y agua destilada conservaron un ligero color

café, producto quizá de la presencia de grupos fenólicos en la superficie del plástico (figura 5.5).

La interacción polietileno/fenol se encontró presente tanto en los controles con fenol como en los

tratamientos con lacasa y fenol, de esta forma se explicaría que por ángulo de contacto, controles y

tratamientos  tuvieran  valores  de   estadísticamente  similares.  Sin  embargo,  por  FTIR-ATR  se

demostró que la lacasa y el mediador produjeran una oxidación importante en el polietileno. 

Figura 5.5. Aspecto visual de las membranas de polietileno (PE) después del tratamiento con lacasa y fenol. (A) PE
incubado en amortiguador de succinatos 60mM, pH=4.5. (B) PE incubado con lacasa y 1 mM de fenol en amortiguador de

succinatos 60mM, pH=4.5.
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Figura 5.3 FTIR del polietileno tratado con el sistema lacasa y HBT. Polietileno original (negro), polietileno tratado con lacasa y HBT 0.1mM (rojo), lacasa y HBT 1mM
(verde), lacasa y HBT 10mM (azul).

Figura 5.4. FTIR del polietileno tratado con el sistema lacasa y fenol. Polietileno original (negro), polietileno tratado con lacasa y fenol 0.1mM (rojo), lacasa y fenol 1mM
(verde), lacasa y fenol 10mM (azul).
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DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

Cuando se evaluó el ABTS como mediador a través de FTIR, sí se encontró evidencia de que

el sistema enzimático, en las tres concentraciones utilizadas, oxidó al polietileno (a diferencia de lo

observado a través del ángulo de contacto). En la figura 5.6 se muestran los espectros de infrarrojo

del polietileno original y los tratados con el  mediador ABTS. La intensidad de las bandas de los

nuevos  modos  vibracionales,  sobretodo  la  señal  de  carbonilos  que  aparece  en  1720cm-1,fue

aumentando al  incrementar la  concentración del mediador,  al  igual que con el  HBT. También fue

posible observar una banda pequeña pero bastante clara a 1642cm-1, la cual puede corresponder a

otro  tipo  de  grupo  funcional  del  tipo  carbonilo,  como  lo  puede  ser  un  aldehído78,  que  pudiera

originarse si el ABTS oxidara en un extremo de la cadena de polietileno. 

En el sistema lacasa_ABTS 10mM en la región de 1200 a 900cm-1 se pueden observar bandas

nuevas que no aparecen claramente en los otros sistemas con concentraciones de ABTS más bajas.

Estas  bandas,  junto  con  la  de  1642cm-1 pueden  ser  indicadores  de  que  los  mediadores  tienen

diferentes mecanismos de acción al oxidar al polietileno y que se pueden obtener distintos productos

dependiendo del mediador.

En la figura 5.7 se muestran los espectros de infrarrojo de sistemas control, en donde las

películas  de  polietileno  fueron  incubadas  con  los  tres  mediadores  utilizados  en  solución

amortiguadora de succinatos pero en ausencia de la  enzima.  Se pudo observar que en algunos

casos, como con fenol, existe la presencia de modos vibracionales ajenos a los del polietileno, los

cuales aparecieron en los plásticos incubados con este mediador a pesar que no hubo una reacción

de oxidación como la detectada a través de las bandas que aparecen en 1645 y 1740 cm-1. Estas

bandas  nuevas  pudieran  corresponder  a  vibraciones  de  enlaces  de  carbonos  aromáticos  mono

sustituidos78 y la pequeña que aparece a los 3400cm-1 podría corresponder a la vibración del enlace

-O-H  de  alcoholes  aromáticos.  Estas  evidencias,  en  conjunto  con  la  disminución  del  ángulo  de

contacto en las muestras control con fenol, demuestran que el polietileno sí tiene cierta afinidad no

covalente por este mediador aunque no exista una reacción entre estos dos compuestos.
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Figura 5.6. FTIR del polietileno tratado con el sistema lacasa y ABTS. Polietileno original (negro),  lacasa y ABTS 0.1mM (rojo), lacasa y ABTS 1mM (verde), lacasa y
ABTS 10mM (azul).

Figura 5.7. FTIR de los tratamientos control del polietileno con los mediadores en ausencia de lacasa. Polietileno original (negro) Polietileno y HBT 10mM (naranja),
Polietileno y ABTS 10mM (verde) y Polietileno y fenol 10mM (azul).
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DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

En la tabla 5.5 se presentan los resultados de los índices de carbonilo (ICO) de cada uno de los

sistemas evaluados a través de FTIR. El ICO, como se mencionó previamente, es una medida semi

cuantitativa del grado de oxidación de la película de polietileno ya que representa la relación que

existe entre grupos carbonilos y grupos metilenos (ver sección 4.4.2). 

Con ácido nítrico se obtuvo valor muy similar al reportado por Abrusci y colaboradores30 en

donde se obtuvo un ICO en PE foto oxidado y catalizado con iones metálicos de alrededor de 0.44. A

diferencia de este trabajo, en el tratamiento con HNO3 apareció un modo vibracional en una longitud

de onda diferente (1650cm-1 vs. 1720cm-1 respectivamente), sin embargo, de acuerdo a la literatura,

en  esta  región  de  longitudes  de  onda  es  posible  encontrar  bandas  correspondientes  a  modos

vibraciones correspondientes a enlaces del tipo carbonilo (>C=O). Aunque el grupo funcional al que

pertenezcan si impactará en las longitudes de onda79, por ejemplo, una banda de carbonilo de cetona

aparecerá  predominantemente  a  λ=  1720  cm-1 mientras  que  una  amida  (N-C=O-)  aparecerá  a

longitudes  de  onda  menores38,79,  lo  cual  indica  que  los  mecanismos  de  oxidación  y  el  tipo  de

productos formados sí dependen del tipo de oxidante que se utilice.

Tabla 5.5. Valores del índice de carbonilo ICO determinados por FTIR-ATR. Sistema lacasa-mediador.

PE A (=1462cm-1) A (=1740-1650 cm-1) ICO Aumento

Original 0.04 0.00 0.04 -

HNO3 0.05 0.02 0.42 9.63

HBT 0.1Mm 0.02 0.00 0.01 0.26

HBT 1mM 0.04 0.01 0.29 6.51

HBT 10mM 0.04 0.04 1.03 23.39

ABTS 0.1mM 0.03 0.01 0.17 3.77

ABTS 1mM 0.04 0.02 0.41 9.46

ABTS 10mM 0.05 0.03 0.70 16.08

Fenol 0.1mM 0.03 0.06 2.39 54.58

Fenol 1mM 0.03 0.07 2.21 50.39

Fenol 10mM 0.04 0.08 2.29 52.25
a con respecto al PE original.

Al comparar los valores obtenidos de ICO con los descritos en la literatura, únicamente los

trabajos en donde se utilizan catalizadores metálicos son aquellos que reportan valores para este

parámetro,  siendo  los  más  representativos  los  trabajos  de  Abrusci  et  al.  (2011)30,  Abrusci  et  al.

(2013)25, Corti et al. (2010)33 y Husarova et al. (2010)34. En estos trabajos se utilizan como principales

catalizadores iones manganeso30,34, hierro25,30,34 y cobalto34; como factor abiótico se utilizaron radiación
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solar, radiación artificial o temperaturas mayores a los 60°C (ver tabla 5.6). El índice de carbonilo más

significativo que se alcanzó fue superior  a 1.2 y se produjo empleando temperatura como factor

abiótico (70°C, por 30 días) y como catalizadores iones Fe2+ y Mn2+34 mientras que la radiación solar,

el otro factor abiótico evaluado, produjo un valor de ICO entre 0.05 y 0.5 25,30,33. Tales diferencias entre

los resultados obtenidos mediante un factor abiótico y otro dependen del mecanismo de activación de

los  catalizadores  y  no  por  la  diferencia  entre  la  cantidad  de  energía  que  se  puede  suministrar

mediante fotones y aquella mediante calor. El ión hierro (Fe2+) empleado en tratamientos de foto y

termo oxidación es capaz únicamente de iniciar la catálisis en presencia de fotones y no así cuando

se suministra calor, inclusive incrementando la temperatura hasta 70°C27. 

Tabla 5.6. Índices de carbonilo de polietileno tratado con distintos catalizadores metálicos.
Referencia Catalizador Factor abiótico ICO

30 Fe Luz UV/Vis (=300-800nm) 0.47

33 NR Radiación solar y temperatura (65°C) 3.6

34 Mn/Fe Temperatura (70°C) 1.3

25 Fe, Co Luz UV/Vis (=300-800nm) 0.4

NRNo reportado.

5.2.3. Determinación de las propiedades 

mecánicas del polietileno.

Las propiedades mecánicas de los plásticos pueden cambiar mucho cuando se incorporan

ciertos  aditivos  a  la  fórmula.  En  nuestro  caso,  se  esperaba  que  la  oxidación  producida  por  las

enzimas y los mediadores generara materiales que presenten una menor resistencia a la deformación

o  cuya  fragilidad  incrementara  de  acuerdo  a  lo  que  se  ha  reportado  en  trabajos  en  los  que  el

polietileno es oxidado28,36,37. 

En un primer experimento se evaluó la diferencia entre las propiedades mecánicas de de las

películas  de  polietileno  secas  y  aquellas  que  fueron  sumergidas  durante  24h  en  solución

amortiguadora  de  succinatos  (60mM,  pH=  4.5).  Para  el  caso  del  polietileno  seco,  la  elongación

máxima  que  se  alcanzó  antes  del  punto  de  quiebra  fue  de  819  ±  17mm  y  para  el  polietileno

sumergido fue de 825.6 ± 87.6mm. A través de un análisis estadístico de t de Student (=0.05) se

determió  que sí  hay  diferencia  significativa  entre  los  resultados obtenidos.  Lo cual  indica  que al

sumergir el polietileno por 24h en buffer succinatos se modifica el arreglo molecular de las cadenas

del polímero y se produce un incremento en la elongación de la película por 7mm aproximadamente,

lo que corresponde a casi un 1% del valor de la longitud máxima de 819mm. Aparentemente este

valor  no  representa  mucho tomando en  cuenta  la  longitud  total  de  la  película,  sin  embargo,  “el



ablandamiento” que se produjo con la hidratación fue más importante que el efecto producido por la

enzima y los mediadores ya que en los sistemas enzimáticos ensayados, no se lograron detectar

diferencias importantes más allá de lo logrado por la hidratación de las películas. En la tabla 5.7 se

presentan los resultados obtenidos para el tratamiento de polietileno con lacasa y HBT. 

Tabla 5.7. Resultados de las pruebas mecánicas realizadas al polietileno tratado con lacasa y HBT.

Concentración HBT
Elongación relativa*

(%)
Resistencia a la tensión

(MPa)

0.1 mM Control -0.6 ± 0.1 33.1 ± 1.2

Lacasa 8.3 ± 0.9 31.1 ± 3.6

1.0 mM Control 7.6 ± 0.8 31.0 ± 3.1

Lacasa 7.7 ± 0.8 32.4 ± 1.6

10.0 mM Control 11.3 ± 1.2 31.5 ± 0.8

Lacasa 15.9 ± 1.9 28.8 ± 4.4

*Valores relativos a 825.6 mm (PE sumergido en amortiguador de succinatos).

A través  de  un  análisis  estadístico  mediante  una  prueba  t  de  Student  (=0.05)  se  pudo

comprobar  que  para  el  tratamiento  lac_HBT  no  hubo  diferencias  significativas  en  cuanto  a  la

elongación relativa entre controles y tratamientos oxidativos, salvo en el caso de lacasa_HBT 0.1mM

en donde se puede observar una diferencia de 8 unidades porcentuales.

A diferencia de lo observado a través del ángulo de contacto y FTIR, en donde se comprobó

que la película de polietileno se oxidó (cambió su hidrofobia y aparecieron grupos carbonilos). Los

resultados de la tabla 5.7 sí muestran que la película de polietileno se vuelve menos elástica que la

película de referencia (la que fue incubada únicamente en amortiguador) 10,40,80. Pero el hecho que en

presencia y en ausencia de lacasa las películas hayan mostrado la misma pérdida de elasticidad

ponen en cuestión los resultados obtenidos.

Las propiedades mecánicas de un plástico dependen en conjunto del seno del polímero y de

su superfice40. Por lo que la oxidación que se hizo mediante una solución de enzima y mediador solo

incidió en la superficie de la película y no logró impactar en el seno del polímero. Lo más probable, es

que al mantener a la película sumergida en solución amortiguadora durante 24h, ésta se hidratara y

se modificara el arreglo molecular haciéndolo más susceptible a la deformación mecánica.

Tabla 5.8. Resultados de las pruebas mecánicas realizadas al polietileno tratado con lacasa y fenol.

Concentración fenol
Elongación relativa*

(%)
Resistencia a la tensión

(MPa)

0.1 mM
Control -0.5 ± 0.1 32.9 ± 1.7

Enzima -5.4 ± 0.7 31.8 ± 2.4

1.0 mM
Control -9.1 ± 1.2 31.4 ± 2.1

Enzima -12.1 ± 1.5 31.3 ± 2.9



10.0 mM
Control -6.6 ± 0.7 30.1 ± 3.2

Enzima -2.4 ± 0.4 30.9 ± 1.6

*Valores relativos a 825.6 mm (PE en amortiguador de succinatos).

En la tabla 5.8 se muestran los datos de las pruebas físicas realizadas a las muestras tratadas

con lacasa y fenol. La primera observación que se hizo es que los tratamientos mostraron una mayor

elongación que los  825.6mm correspondientes a la  longitud máxima lograda por  las membranas

controles (ver la sección 4.4.3). Lo cuál representó un efecto completamente contradictorio con lo

esperado (la oxidación disminuye la elasticidad).

Se debe recordar que los valores de elongación relativa representan que tan diferente es la

película original (PE sumergido en solución amortiguadora) de los tratamientos. En este caso los

datos de la tabla 5.8 indican que la película original es 5.4% menos elástica que el tratamiento con

lacasa_fenol 0.1mM (ver ecuación 8 como ejemplo). 

ER=
825.6 mm−870.1mm

825.6 mm
x100=−5.4 % (8)

El dato que más sobresalió fue el del tratamiento con 1mM el cual tuvo un incremento en la

elongación relativa de 12.1% comparado con el  polietileno original,  sin  embargo por  una prueba

estadística de t de student se comprobó que esta diferencia no es estadísticamente significativa con

su  respectivo  control  (-9.1%).  Para  el  caso  del  fenol,  al  igual  que  el  HBT no  hubo  diferencias

significativas entre los tratamientos con lacasa y sus respectivos controles, al igual que la resistencia

a la tensión de esta manera nuevamente, los datos obtenidos fueron puestos en cuestión y aún más

tomando en cuenta que la tendencia a ser “más elásticos” fueron en contra de los resultados vistos

por las pruebas de ángulo de contacto y FTIR, en donde claramente se demostró que el fenol fue el

mediador más oxidante.

Finalmente,  el  ABTS fue  similar  y  en  ningún  tratamiento  fue  posible  detectar  un  cambio

significativo en la elongación relativa y en la resistencia a la tensión (entre tratamientos vs controles).

Los  resultados  para  este  tratamiento  se  muestran  en  la  tabla  5.9.  Como  ya  se  mencionó

anteriormente en esta sección, los resultados de las pruebas mecánicas no coorelacionaron con la

oxidación  que  se  demostró  a  través  de  otras  pruebas,  lo  que  significa  que  los  tratamientos

enzimáticos no están siendo lo suficientemente oxidativos para disminuir la capacidad de elongación

de las películas de polietileno así como tampoco “ablandaron” a la película. La oxidación parece ser

únicamente superficial.



Tabla 5.9. Resultados de las pruebas mecánicas realizadas al polietileno tratado con lacasa y ABTS.

Concentración ABTS
Elongación relativa*

(%)
Resistencia a la tensión

(MPa)

0.1 mM Control 2.8 ± 0.3 32.9 ± 1.7

Enzima 6.3 ± 0.7 32.6 ± 2.4

1.0 mM Control 1.0 ± 0.1 29.5 ± 2.2

Enzima 1.4 ± 0.1 32.7 ± 2.5

10.0 mM Control -0.4 ± 0.1 30.5 ± 3.1

Enzima -0.6 ± 0.1 31.4 ± 3.9

*Valores relativos a 825.6 mm (PE en amortiguador de succinatos).

5.1.4. Cambio en entalpía y arreglo molecular.

A través de la calorimetría diferencial de barrido (DSC) se midió el flujo de calor que se le

aplica a un material cuando este es expuesto a un perfil de temperatura controlado. La calorimetría

provee información cualitativa y cuantitativa acerca de las transiciones por las que pasa el material

cuando  es  calentado  (por  ejemplo punto  de  transición  vítrea,punto  de  fusión,  cristalización  y

descomposición)3. Además de indicar las temperaturas a las que estos procesos ocurren, el DSC es

capaz de proporcionar información de la cinética a la que ocurren los procesos81. 

En el  caso de tratamientos de catálisis oxidativa de polietileno se han medido parámetros

como la temperatura de fusión (Tm),  la entalpía de fusión (Hm) y el grado de cristalinidad de la

muestra33. A través de estos parámetros se puede saber si la oxidación afectó el arreglo molecular del

plástico o y si hay productos de menor peso molecular a causa de la oxidación23,82.

En este experimento se seleccionaron únicamente tres condiciones a evaluar basándonos en

algunas de las pruebas anteriormente realizadas. Las condiciones seleccionadas fueron: lacasa-HBT

10mM, lacasa-fenol 1mM, lacasa-ABTS 0.1mM y se compararon contra el  polietileno original (sin

sumergirlo en solución amortiguadora). Los resultados de la calorimetría se muestran en la tabla 5.10.

Tabla 5.10. Caracterización calorimétrica del polietileno oxidadas con el sistema lacasa-mediador.

PE
Tm

(°C)
Hm

(J/g)
Cristalinidad

(%)

Original 123.53 97.38 33

HBT 10mM 122.38 77.73 27

ABTS 0.1mM 122.17 78.58 27

Fenol 1mM 122.87 74.95 26
a con respecto al ΔHm del PE original.



La temperatura de fusión (Tm) entre el polietileno original y los tratamientos enzimáticos fue

muy similar (al rededor de los 122-123 °C), lo cual indicó que el tratamiento enzimático no produjo el

efecto esperado.  Si la enzima y el  mediador hubieran oxidado al  polietileno, se esperaría que el

polietileno se fragmentara en cadenas de menor peso molecular y por consiguiente de menor punto

de fusión82.

Sin  embargo,  la  entalpía  de  fusión  (ΔHm),  otro  parámetro  que  se  determinó  mediante

calorimetría, reveló que sí hay un cambio entre el polietileno original y las muestras, ya que como se

ve en la tabla 5.10, en los tres sistemas de lacasa con mediador,  la entalpía de fusión se redujo

aproximadamente un 20% (en los tres casos). Esto significa que la estructura molecular del polietileno

requirió  menor  cantidad  de  energía  para  pasar  del  estado  sólido  al  estado  líquido,  o  sea  que

disminuyeron las fuerzas intermolecurales entre las cadenas del polietileno, pero sin haber ruptura de

las mismas (ya que el  Tm no cambió).  Estos resultados coorelacionaron con lo observado en las

pruebas mecánicas,  en donde las  peliculas  de polietileno sumergidas en solución amortiguadora

sufrieron  un  ligero  “ablandamiento”  a  causa  de  estar  sumergidas  en  solución  durante  24h  y  su

elongación fue menor que el polietileno original. De la misma manera la hidratación del polietileno en

el caso de la calorimetría, pudiera ser la explicación de la pérdida de fuerzas intermoleculares entre

cadenas de polietileno. Se sabe que la hidratación de los polímeros depende de la hidrofilia de éste y

resulta en la  perturbación de la estructura intermolecular  estabilizada por las fuerzas de van der

Waals  y  enlaces  de hidrógeno40.  Entonces,  después  de la  hidratación,  las  cadenas  de polímero

pudieron adquirir un grado de solvatación que diera lugar a la pérdida de fuerza en polímero9,40, como

se vió en las pruebas mecánicas realizadas al  polietileno sumergido. En calorimetría este mismo

efecto  daría  lugar  a  un  decremento  de  la  entalpía  de  fusión,  ya  que  al  disminuir  las  fuerzas

intermoleculares debido a la solvatación, la energía necesaria para fundir al plástico sería menor83.

Sin  embargo,  al  producirse  el  mismo  efecto  en  los  tres  sistemas  evaluados,  sin  importar  la

concentración ni el tipo de mediador, la hidratación del polietileno pudiera ser la única razón del efecto

observado ya que adicionalmente se analizaron las diferencias entre los tres tratamientos a través de

una prueba de ANOVA y no se encontró alguna diferencia significativa.

El  Hm también  se  encuentra  relacionado  con  la  abundancia  de  regiones  cristalinas  en

plásticos semicristalinos como es el caso del polietileno. El cambio producido por la hidratación redujo

la entalpía de fusión, como ya se mencionó, y por consiguiente en términos del arreglo molecular,

hubo una disminución de la cristalinidad de alrededor del 20% en los tres casos, como se observa en

la tabla 5.10. 

En la figura 5.8 se muestran los termogramas del polietileno original (gráfica negra) y los tres

tratamientos con los tres mediadores: HBT (azul), Fenol (rojo) y ABTS (verde). En la gráfica se señaló



la temperatura de fusión (Tm) y las temperaturas en las que se realizó la integración para determinar

el área (45.5 a 133.5 °C). Al hacer la integración de la gráfica a través del programa QtiPlot entre los

puntos previamente señalados fue que se pudo determinar las entalpías de fusión. En la gráfica 5.8

se pueden observar también algunos máximos locales, los cuales representan fragmentos de menor

peso molecular que funden a menor temperatura que el resto del polímero. Para cada sistema hay

distintos intermediarios, lo que pudiera indicar que el sustrato con el que se trabajó no es totalmente

homogéneo y se tienen fragmentos de distinto peso molecular7.

Figura 5.8. Curvas calorimétricas de las películas de polietileno tratadas con el sistema lacasa-mediador. Polietileno original
(negro), HBT 10mM (azul), Fenol (rojo), ABTS 0.1 mM (verde).

5.1.5. Interacción de un microorganismo con el 

polietileno oxidado enzimáticamente.

Una vez que se demostró la oxidación superficial de las membranas de polietileno a causa de

los mediadores y la lacasa, éstas se sometieron a un tratamiento biológico, el cual es un indicador

directo  de  que  el  plástico  se  convirtió  en  un  material  menos  recalcitrante  a  causa  de  las

modificaciones químicas sufridas en el tratamiento oxidativo. A través de un tratamiento biológico el

plástico se puede fragmentar, continuar con el proceso oxidativo, formación de biopelículas sobre él

(colonización), pero sobre todo, que haya registro de actividad metabólica del microorganismo con el

que se haya puesto en contacto1,2,17,24,28,32,38,61,84–90.

Las películas de polietileno fueron retiradas de solución, se enjuagaron con agua estéril  y

metanol al 30% para remover la mayor cantidad de sales (provenientes de la solución amortiguadora)

y  cantidades  de  mediador  que  pudieran  permanecer  en  la  superficie.  Posteriormente,  como  se



mencionó en la parte de métodos, se empleó un hongo basidiomiceto como microorganismo modelo y

se incubó junto con las películas de polietileno tratadas enzima   y los mediadores. El medio de cultivo

que se utilizó fue un medio completamente mineral para no introducir una fuente de carbono adicional

a la presente en el agar del hongo. Las muestras se incubaron durante seis semanas con trozos de

agar papa-dextrosa de aproximadamente 2 cm2 recubiertos con el hongo T. sanguineus. El cual es un

hongo que puede ser encontrado en hábitats y condiciones climatológicas poco comunes, en especial

esta  cepa  (CEIBMD01)  fue  aislada  en  una  zona  del  estado  de  Veracruz,  México,  con  un  alto

porcentaje de humedad, temperatura elevada y además contaminada con petróleo62, lo cual resultó

atractivo para este estudio ya que el polietileno es un sustrato hidrófobo y recalcitrante.

Figura 5.9. Crecimiento de Trichoderma sanguineus en polietileno como única fuente de carbono, las imágenes
corresponden al polietileno control (sin tratamiento enzimático) a distintos tiempos de la incubación. El plástico se colocó

sobre los trozos de agar PDS con el microorganismo. 
A) PE_control, tiempo 0. B) PE_control, tiempo 2 días de incubación; C) PE_control, tiempo: 14 días de incubación.

En la figura 5.9, se pueden observar algunas imágenes que fueron tomadas durante el tiempo

de incubación. Los tratamientos seleccionados para este experimento fueron: una membrana control

(sin tratamiento), PE_LAC_HBT 10mM, PE_LAC_Fenol 1mM y PE_LAC_ABTS 0.1mM (los cuales no

se muestran en la figura). Durante el periodo de incubación no se determinó incremento de biomasa,

únicamente  se  visualizó  que  el  micelio  invadió  completamente  las  cajas  Petri.  Tampoco  hubo

evidencia visual de contaminaciones microbianas. Al finalizar el periodo de 6 semanas de incubación,

las cajas Petri fueron llevadas al Parque Científico y Tecnológico de Morelos (PCyTM) y al Instituto de

Fisiología Celular (IFC UNAM) en donde se prepararon las muestras para su análisis a través de

microscopía electrónica de barrido (SEM. por sus siglas en inglés). Con esta técnica se pretendió

analizar la superficie del plástico para buscar evidencias que nos indicaran que realmente había una

interacción entre el polietileno y el microorganismo. A través de la DSC se demostró que los plásticos

tratados enzimáticamente sí cambian en cuanto a cristalinidad y de acuerdo a la literatura, estas

zonas amorfas en poliolefinas como el polietileno, pueden ayudar a proporcionar zonas de mayor

accesibilidad  a  los  microorganismos  y  que  a  partir  de  ahí  éstos  empiecen  la  colonización  del



material30,32,33,37,77. Un cambio morfológico puede ser visible en el plástico, por ejemplo, la oxidación

por  radiación  puede  ser  monitoreada  por  SEM77 al  igual  que  los  cambios  que  se  producen  en

polietilenos mezclados con catalizadores metálicos25. 

En la figura 5.10 se muestran una serie de imágenes tomadas con el microscopio electrónico

de  barrido  en  el  que  se  puede  evidenciar  la  presencia  del  microorganismo en  la  superficie  del

material. Se observó una proliferación del micelio en las muestras que fueron tratadas con el sistema

lacasa + mediador.

Figura 5.10. Micrografías de SEM de la interacción del hongo T. sanguineus con polietileno de baja densidad (PE) después
de 6 semanas de incubación en medio mineral. 

A) PE, 150X; B) HBT 10 mM, 150X; C) FENOL 1 mM, 150 X; D) ABTS 0.1 mM, 150X; E) PE, 750X; F) HBT 10 mM; 750X;
G) FENOL 1 mM 750X; H) ABTS 0.1 mM; 750X.

En el control se realizó una búsqueda sobre la superficie de toda la muestra y se encontró

poca evidencia de la presencia del hongo, como se observa en la figura 5.11E. La superficie del

polietileno control se vio homogénea en su totalidad y fue fácil poder detectar la presencia de algo

ajeno  como  el  caso  de  una  hifa  de  hongo.  Los  tres  tratamientos  con  mediador  presentaron

colonización en la superficie la cual no se cuantificó por peso seco, por lo que no se determinó en qué

tratamiento hubo mayor colonización. 

Se debe mencionar que la colonización de las membranas empezó a partir de las orillas y

comenzó a avanzar hacia el  centro ya que aquí  fue donde hubo ausencia o poca presencia del

microorganismo.  Se  ha  visto  en  otros  trabajos  que  una  vez  oxidado  el  polietileno,  existen

microorganismos  capaces  de  crecer  en  su  superficie  como  el  caso  de  algunas  especies  de

Pseudomonas89; A. flavus, M. cicinelloides61, R. rubber32, R. rhodochrous24, Aspergillus sp., Fusarium

sp.91 y algunos consorcios microbianos87,92.  En estos trabajos se ha demostrado que mediante la

oxidación de los sustratos usando catalizadores metálicos como estearatos de hierro y manganeso,

es  posible  de  generar  un  polietileno  capaz  de  ser  colonizado  por  microorganismos de  orígenes

filogenéticos distintos.  En el  caso de nuestro trabajo quedó demostrado que es posible oxidar el



polietileno a través de la utilización de catalizadores del tipo biológico como el caso de las enzimas y

que además de eso, el polietileno resultante de la oxidación también puede ser susceptible a permitir

la colonización de un microorganismo como lo fue T. sanguineus. 

5.1.6. Comparación con otros trabajos en los que

se empleó el sistema lacasa-mediador.

Fujisawa et  al.  (2002)37 realizaron  un  trabajo  con  lacasa  del  hongo  T.  versicolor pero  no

reportaron datos de FTIR en su sistema lacasa_HBT, así que no se pudo realizar una comparación

con dicho trabajo. Por otro lado,en el trabajo de Zhao et al. (2002)38 a pesar que no utilizaron una

lacasa sí emplearon un mediador con una enzima, en este caso fue un sistema de peroxidasa de

soya (SBP)  y  el  2,4-benzenodiol  como mediador.  Estos  autores  reportan la  aparición de nuevos

modos vibracionales a 1650, 1625 y 3400 cm-1 quedando evidenciado el efecto de la oxidación del

sustrato a causa del tratamiento; sin embargo, le atribuyen el aumento de la absorbancia a causa del

peróxido de hidrógeno. La concentración que se reporta en este trabajo de H2O2 en solución es de

0.3% (98mM aprox.), se sabe que las peroxidasas en cuestión de minutos se inactivan en presencia

de 1mM de este reactivo53,79,93. Entonces probablemente los resultados reportados por Fujisawa37 y su

grupo de trabajo se deban al efecto únicamente del peróxido de hidrógeno. Aunque en la literatura se

han  visto  reportes  en  los  cuales  se  ha  visto  la  presencia  de  aductos  entre  el  polietileno  y  el

mediador38, no fe posible determinar si lo observado en la zona de 1650cm-1 y 1670cm-1 pudiera ser o

no debido a la presencia de algún aducto; sin embargo, la posibilidad no puede ser descartada ya que

no se demostró lo contrario en este trabajo.

En la literatura no existen reportes de la utilización de ABTS como mediador para

oxidar algún sustrato sobre el cual se hagan pruebas de análisis de hidrofobia a través del ángulo de

contacto, infrarrojo o calorimetrías; sin embargo, se sabe que para el caso del ABTS, el mecanismo

por el cual actúa como mediador es diferente al del HBT39. Esto implica que el HBT sea capaz de

oxidar compuestos que el ABTS no puede, a pesar que ambos mediadores tengan un potencial redox

muy similar  de aproximadamente  0.88mV49.  De manera general,  se  han  propuesto  dos tipos  de

mecanismo para el sistema lacasa-mediador: el mecanismo de transferencia de electrón (ET) y el

mecanismo de transferencia de protón (HAT, por sus siglas en inglés)39,47,48.

El mecanismo ET depende de las características del sustrato, de su potencial redox y de si

posee un grupo funcional que sea lo suficientemente ácido para desprotonarse y dar lugar al producto

final. Por ejemplo, el alcohol veratrilo y el metil veratril éter difieren únicamente en que el oxidrilo

bencílico del primero tiene un –H y el otro tiene un grupo metilo (-Me). El potencial redox de ambos

sustratos está alrededor de los 1.4V, sin embargo, con el alcohol veratrilo sí hay reacción cuando se



adiciona lacasa y ABTS, mientras que con el metil éter de veratrilo no ocurre reacción48. En este caso

los sustratos se encuentran en un valor de potencial adecuado para que el ABTS pueda sustraerles

un electrón, sin embargo, cuando ocurre el rearreglo electrónico en los sustratos, en el metil éter no

puede ocurrir  la  desprotonación que ocurre en el  –O-H del primer sustrato ya que este paso se

encuentra impedido por la presencia del metilo.

Por otro lado, el mecanismo HAT (por el cual actúa el HBT) no depende del potencial redox del

sustrato, sino de la energía de disociación de los enlaces C - H que éste tenga, la cual varía de

sustrato a sustrato ya que el ambiente químico determinará si es de baja o alta energía. Para el caso

de los alcanos alifáticos lineales, la energía del enlace C - H se encuentra alrededor de los 400

KJ/mol94, no importando mucho la longitud de la cadena. El radical HBT• + es un radical N-oxilo que se

encuentra entre dos elementos muy electronegativos (N y O), también el anillo de triazol le aporta dos

átomos  de  nitrógeno  electroatractores,  que  en  suma,  generan  un  ambiente  químico  bastante

favorable para que el radical pueda actuar como una base de Brønsted-Lowry capaz de tomar un

protón del polietileno47. El polietileno, al no poseer ningún átomo electronegativo como nitrógeno u

oxigeno, tendrá un ambiente rico en electrones que podrá complementar la electroafinidad del radical

HBT•  +. Como resultado final, el polímero reaccionará con el radical HBT•  + y se formaría un radical

carbaniónico (R- C• -R) que será capaz de propagar la reacción por un mecanismo de radicales libres

independiente  de  la  lacasa o  el  mediador18.  Estas  implicaciones,  sin  embargo,  aún  no han  sido

comprobadas en un sistema de oxidación de polímeros alifáticos con lacasa por lo que mayores

estudios son necesarios para elucidar completamente la forma de actuar de las enzimas sobre el

polietileno. 

5.2. Tratamiento con citocromo c modificado 

químicamente.

Como se comentó en la introducción, la modificación química en la superficie de citocromo c

de corazón de caballo con polietilenglicol de 5000 Da le confiere estabilidad a altas temperaturas

(>80°C)51–53,  lo  cual  nos  pareció  interesante  a  explorar  ya  que  cuando  hay  un  tratamiento  que

involucra temperatura y especies oxidantes el polietileno se vuelve un sustrato más susceptible a la

oxidación33,95,96. Debido a ésto, en este trabajo realizamos la modificación química del citocromo c de

corazón de caballo de acuerdo con lo reportado en trabajos anteriores. El citocromo c (Sigma-Aldrich

Cat. C2506), de acuerdo a las especificaciones del distribuidor, tenía una pureza mayor al 95% por lo



que se decidió emplearlo directamente del envase sin pasos de purificación previos a su modificación

con PEG. 

En la figura 5.11 se muestra la actividad del citocromo c nativo y el modificado químicamente,

a 80 °C. Los resultados observados concuerdan con lo obtenido anteriormente52,53 ya que se encontró

que el citocromo sin modificar retuvo casi un 60% de su capacidad catalítica al transcurso de una

hora, a diferencia del Cit c-PEG que en el transcurso de este tiempo sigue siendo 100% activo. La

estabilidad del citocromo modificado con PEG se explica debido a que el polímero unido a las lisinas

superficiales embebe a la proteína en una especie de esfera de solvatación, al estar rodeado por el

polietilenglicol el Cit c es incapaz de desplegarse al subir la temperatura ya que el movimiento de los

residuos de aminoácidos son restringidos por la cadenas de PEG y mantienen las interacciones entre

ellos durante más tiempo a temperaturas altas53.

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Cit c-PEG .

Cit c .

Tiempo (h)

A
c

ti
v

id
a

d
 r

e
s

id
u

a
l (

%
)

Figura 5.11. Curso temporal de la actividad residual del Cit c-PEG de 5KDa y su contraparte no modificada (Cit c) durante
su incubación a 80°C. La actividad fue determinada tomando una alícuota de 20µL de la solución de citocromo c, guaiacol

5mM en 1mL de amortiguador fosfatos 60mM, pH=6 y adicionando 5µL de H2O2 200mM para iniciar la reacción a 25°C.

Posteriormente, cuando se realizaron las reacciones de oxidación con polietileno en presencia

de 0.05mg/mL de proteína (0.001 U/mL) y haciendo adiciones de 50µL de 0.9mg/mL (0.22 U/mL) y

5µL de peróxido de hidrógeno 200mM (1 mM de concentración final), cada 30 min (hasta cumplir 8h),

no se observaron cambios en la hidrofobia de la superficie de la membrana de polietileno (tabla 5.11).

Específicamente hablando de la tensión superficial,  no pudo ser calculada ya que los valores de

superaron los 90° y de acuerdo a la ecuación (7), valores superiores a 90° ya no significantes ya que

describirían una completa repulsión hacia el agua. Dentro de la composición química (figura 5.12) del

polietileno,  ni  en  las  propiedades  mecánicas    de  las  películas  de  polietileno  se  encontraron

evidencias que demostraran la oxidación a causa del tratamiento con cit c-PEG.



Tabla 5.11. Resultados del análisis de hidrofobia y pruebas mecánicas sobre las muestras de polietileno tratadas con cit c-
PEG.

Tratamiento
Ángulo de contacto

( ° )


Elongación relativa*
(%)

Resistencia a la
tensión** 

(MPa)

Control 92.42 ± 9.33 6.0 ± 0.6 31.4 ± 1.3

Control con
peróxido

96.01 ± 5.75 5.3 ± 0.2 28.6 ± 2.2

Citocromo c 92.22 ± 4.16 -0.3 ± 0.02 27.7 ± 0.5

*Valores relativos a 825.6 mm (PE sumergido en amortiguador de succinatos).
**Valores relativos a 31.4 MPa (PE sumergido en amortiguador de succinatos).

Figura 5.12. Espectros de infrarrojo de las películas de polietileno después del tratamiento con citocromo c. (negro) control
de polietileno sumergido en amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C durante 24h. (azul) control de polietileno

sumergido en amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C durante 24h y peróxido de hidrógeno 1mM (concentración
final). (rojo) tratamiento de polietileno con 3.52 U/mL de cit c-PEG, en  amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C

durante 24h y peróxido de hidrógeno 1mM (concentración final).

El  citocromo c modificado con PEG ha mostrado en trabajos  anteriores  el  incremento  de

actividad  (aproximadamente  nueve  veces)  hacia  sustratos  hidrófobos  como lo  son  hidrocarburos

policíclicos  aromáticos  (PAH's)52 debido a que el  polietilenglicol  (PEG) cambia  la  polaridad de la

región cercana al sitio activo, haciendo a esta proteína más afín hacia sustratos como los PAH's. Sin

embargo, cuando comparamos PAH's como antraceno o pireno contra un sustrato como el polietileno,

hay diferencias importantes, por ejemplo, el antraceno (PM: 178 g/mol) y el pireno (PM: 202 g/mol)

son moléculas que consisten en tres y cuatro anillos bencénicos respectivamente, mientras que el

polietileno (PM: 20 KDa) es una cadena de diez mil o más carbonos que no son solubles en el medio

de reacción,  así  que pudiera existir  un gran impedimento estérico para que este sustrato pueda

acercarse al sitio activo y oxidarse como lo harían moléculas más pequeñas53.

Al  no  tener  un  sustrato  donador  de  electrones  lo  más usual  en  el  ciclo  catalítico  de  las



peroxidasas, como el cit c-PEG, es un proceso de autooxidación que conduce hacia la inactivación de

la proteína o a la destrucción del hemo a causa de intermediarios con alto potencial redox que se

generan  en  el  grupo  prostético  hemo  de  estas  proteínas53,93.  Al  comenzar  el  ciclo  catalítico,  el

peróxido  de  hidrógeno  actúa  como  aceptor  de  electrones,  generando  un  intermediario

oxoferrilporfirínico, el cual es denominado como “compuesto I”93 y cuyo potencial redox (°E > 0.8V) es

lo suficientemente oxidante e inestable para oxidar residuos de aminoácidos de bajo potencial redox

(Tyr, Cys, Asn). Estos cambios oxidativos pueden romper enlaces S-S, convertir residuos hidroxilados

(-OH) a sus respectivos ácidos carboxílicos o inclusive generar radicales libres que pueden llevar a un

entrecruzamiento entre proteínas79,97.



6. CONCLUSIONES.

El polietileno es un plástico recalcitrante el cual representa en volumen más del 50% de la

demanda  de  plásticos  a  nivel  mundial.  Para  poder  incidir  en  el  “debilitamiento”  del  material  fue

necesario modificar su composición química como ya se había reportado en la literatura. 

La  oxidación  enzimática  ha  demostrado  ser  una  alternativa  verde  para  el  tratamiento  de

distintos contaminantes de naturaleza hidrófoba, sin embargo, el polietileno al ser un sustrato más

complejo  no pudo ser  oxidado únicamente  por  las  enzimas en solución.  A pesar  que se intento

aprovechar las capacidades catalíticas del citocromo c modificado con PEG a altas temperaturas,

probablemente el tamaño del sustrato fuera el principal impedimento por el cual a pesar de utilizar un

total de 1.2 mg de enzima suministrada en pequeñas dosis en el transcurso de 8 horas no ocurrieron

cambios  en las  propiedades químicas del  sustrato.  La lacasa por  sí  sola tampoco fue capaz de

cambiar  químicamente  al  polietileno,  sin  embargo,  se  observó  que  en  el  medio  de  reacción  se

desprendió  un  precipitado  blanco  de  naturaleza  aun  desconocida  pero  que  al  menos  por

espectroscopía  infrarroja  pudimos  descartar  que  no  fuera  polietileno  (información  no  mostrada).

Posiblemente se trató de algún aditivo presente en el polietileno comercial.

Por otro lado, cuando se emplea un sistema en el cual la enzima no tiene que interactuar

directamente con el polietileno se encontraron resultados bastante prometedores. Por un lado, se

demostró que el polietileno perdió hidrofobia en presencia de 1mM de HBT y fenol;  el ángulo de

contacto, el cual es una técnica que nos ayudó para medir este parámetro, disminuyó de 90° a 65°

aproximadamente, esta reducción de 30° resulta en una superficie en el polietileno que se asemeja a

la de polímeros biodegradables como el acido poliláctico (71°) y PLA/PGA 50:50 (53°), en términos de

hidrofobia. De estos resultados se dedujo que la oxidación del polietileno y la introducción de nuevos

grupos funcionales pudo ser la causa de esta ganancia de hidrofilia.

La  oxidación  del  polietileno  se  comprobó  mediante  FTIR-ATR;  el  parámetro  de  índice  de

carbonilo nos ayudo a comparar nuestros resultados con los reportados en la literatura en los que se

emplearon  catalizadores  de  iones  metálicos.  El  HBT  10mM  (ICO=1.03)  y  el  fenol  en  las  tres

concentraciones empleadas (ICO= 2.2) fueron nuestros mejores resultados y son comparables a los

alcanzados con un tratamiento con el ion manganeso y utilizando temperatura como factor abiótico

(ICO=1.3). 

Se investigó que el laser del equipo ATR de espectroscopia infrarroja tiene una penetración de

2 a 5µm en las muestras que se pueden analizar en él, lo que quiere decir que la matriz de las



membranas de polietileno no fue explorada. Una oxidación únicamente en la superficie del sustrato

podría explicar la ausencia de cambios en las propiedades mecánicas medidas en este trabajo, ya

que quizá el  tratamiento enzimático  difundió  poco al  interior  del  polietileno y los  cambios  en las

propiedades mecánicas (que son globales) pudieron no ser perceptibles mediante el tensiómetro.

A pesar  de esto se demostró  que la  oxidación enzimática  del  polietileno sí  incidió  en su

propiedades moleculares, ya que el porcentaje de cristalinidad disminuyo en 20% en los tres casos

estudiados (ABTS 0.1mM, HBT 10mM y Fenol 1mM).

Finalmente  se  concluyó que la  disminución  en  la  hidrofobia  de  la  superficie,  la  oxidación

parcial del polietileno y el cambio en el arreglo molecular son cambios que fueron suficientes para que

un  microorganismo  modelo  como  lo  fue  el  T.  sanguineus pudiera  tener  cierta  afinidad  hacia  el

polietileno, como se observó a través de la microscopía de la superficie del polietileno.
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Tronsformatlon of polyethylene films 
catalyzed by a fungal lacease 
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Objective: to quantify the transformatian of 
reea leitrant po lyethylene fi lms (PE) using a laeease-
mediator system, and to 
biodegradability 01 the 
material. 
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Experimental strategy: A high redox potentia l 
lacease from Corio/opsis gallico was produced and 
purified in our laboratory. Commercia l, low density 
PE fi lms were treated in aqueous sa lutian (pH 4.5 

succinate buffer) in the presence of lacease and 0.1, 
1 and 10 mM mediator for 24 h. 

Resul!s: AII 01 the laeease-treated PE fi lms, w ith all 
mediators and at all concentrations of mediators, 
showed signs of oxidalion, according to the carbonyl 
index (leo) measured by FTIR (Fig. 1). As relerenee, a 
PE fi lm treated with HNO,showed an leo 010.42. 
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· Contact angle, reflecting surface hydrophobicity, 
showed a 16 and 17% decrease for the best 
treatments (Lae + Phe 1 mM and HBT 10 mM, 
respeclive ly), as exempli fied in Fig. 2. 

PE lac + Phe 1 mM Lac + HBT 10 mM 

Lac+ Phe 1 mM 

Lac + HBT 10 mM 

PE before elongation 

· Regarding mechanica l properties, a 
maximum decrease in tensi le strength of 
around -10010 was observed for the 

treatment with Lac + HBT 10 mM, 
accompanied by a significantly lower 

re lalive elongalion (-27%), suggesling a 
decrease in resistance and elaslicity of 

treated PE. 
· An unexpected increase (+16%) in 
re lalive elongalion was observed for the 
treatment w ith Lae + Phe 1 mM (Fig. 3). 
·Ca lorimetric characterizalion showed a 
slight deerease in PE erysta lli nity (-10%) 

after treatment with Lac + HBT and Phe. 

· Potentia l biodegradabi lity 01 treated PE 

was eva luated through interaclion with 
Trichoderma sanguineum. Hyphae are 

read ily observed on the surface of PE 
treated with Lac + HBT and Lac + Phe but 
not on the contro l sample (F ig. 4) 

Conclusions: Laccase-treated PE in the 

presence of mediators showed signs of 
oxidalion, that seems to favor interaction 

with a soi l fungi. Other properties 
(mechanica l, surface and calorimetric) do 
not appear so determinant. HBT gave the 

best resu lts. 
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