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PET Polietileno Tereftalato

pLDPE Peliculas de polietileno de baja densidad

pLDPE+Co Peliculas de polietileno de baja densidad adicionadas con
estearato de Cobalto

pLDPE+Mn Peliculas de polietileno de baja densidad adicionadas con
estearato de Manganeso

PP Polipropileno

PS Poliestireno

PUR Poliuretano

PVC Policloruro de Vinilo

RSU Residuos Sélidos Urbanos

UFC Unidades Formadoras de Colonias

UFC/g Unidades Formadoras de Colonias por gramo de muestra

uv Ultravioleta
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INTRODUCCION

El polietileno de baja densidad (Low Density Polyetylene por sus siglas en inglés
LDPE), es uno de los plasticos mas utilizados para la fabricacion de empaques. En
la actualidad ante la problematica que se presenta por la contaminacién con
residuos plasticos, se han tratado de adoptar medidas para disminuir este
problema ambiental, una de las principales ha sido el cambio del tipo de plastico
utilizado para la produccion de bolsas o de empaques empleados para diversos

tipos de alimentos, los cuales ahora son elaborados con plastico “biodegradable”.

El plastico biodegradable es un material que puede ser generado a partir de la
introduccién de aditivos durante, el proceso de produccion de los materiales
(bolsas, empaques y peliculas), los cuales son capaces de acelerar la reaccion de

oxidacion del plastico en cuestion.

Complementario al desarrollo y produccion de plasticos oxo-degradables, se
busca que una vez que se tengan este tipo de plasticos, estos se puedan someter
a ciertos procesos en los cuales se logre su descomposicién e incorporacion al
medio ambiente de manera benéfica, un proceso que podria ser el mas indicado

para este fin es la elaboracion de compostas.

Uno de los componentes mas abundantes a lo largo de un proceso de compostaje
son los microorganismos presentes, estos varian con respecto a las condiciones y
a la etapa en la cual se encuentre la composta y son los encargados de llevar a
cabo el proceso de transformacién de los componentes iniciales al producto final,
que sera la composta o también denominado humus. La composta constituye un
ecosistema en el que diversas poblaciones microbianas constituidas por bacterias,
hongos y actinomicetos, degradan secuencialmente la materia organica en

presencia de oxigeno (Moreno J. y Moral R.; 2007).
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En muestras de polietileno de baja densidad mezcladas con un material inerte,
suelos forestales o composta madura (como fuente de cepas microbianas) y que
se incubaron a temperatura ambiente, se dio un periodo muy rapido de
biodegradacion de 30 dias de duracion, al final fue registrada la produccion de
diéxido de carbono alcanzando una meseta que corresponde a aproximadamente
el 4% de mineralizacion y se mantuvo en este valor (Koutny M., et. al.; 2006), lo

anterior puede ser un indicio de la reduccién de actividad microbiana.

Dada la problematica ambiental respecto a la elevada generacion de residuos
plasticos, la implementacién de tecnologias para favorecer su biodegradacion y
con la finalidad de determinar posibles situaciones adversas al ambiente, en este
trabajo se evalué el efecto de los aditivos pro-oxidantes presentes en peliculas de

polietileno sobre la comunidad microbiana de composta.
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PLASTICOS
Los plasticos ocupan un lugar muy importante dentro de la vida cotidiana de los

seres humanos, esto gracias a que se han convertido en una gran ayuda para
diversas situaciones como el empaque, proteccion o almacenamiento de diversos

productos o materiales.

Plasticos elaborados en base a petroquimicos tales como poliolefinas, poliésteres
y poliamidas se han utilizado cada vez mas como materiales de embalaje debido
a su disponibilidad en grandes cantidades a bajo costo y las caracteristicas
funcionales favorables, tales como buena resistencia a la traccion y resistencia al
desgarre, buenas propiedades de barrera a los compuestos de oxigeno y el
aroma y capacidad de sellado térmico (Tharanathan, 2003). El polietileno (PE), el
tereftalato de polietileno (PET) y el nailon son algunos ejemplos de poliolefinas,

poliésteres y poliamidas respectivamente.

Podemos encontrar una gran variedad de materiales elaborados a partir de
plasticos (juguetes, bolsas, cubetas, utensilios de cocina, etc.), 0 que contienen
alguna o algunas partes de plastico (electrodomeésticos, aparatos electronicos, el

cableado de instalaciones eléctricas, etc.).

A pesar de que se hable en general de plasticos, no todos son del mismos tipo,
es decir, existen varias clases de plasticos los cuales poseen diversas
caracteristicas que los hacen diferentes entre si, a pesar de ello, todos son
considerados polimeros debido a que son generados a partir de la polimerizacion
de una cantidad variable de monémeros ya sea del mismo o de diferente tipo

(homopolimeros y copolimeros respectivamente).

Las propiedades que caracterizan a cada uno de los tipos de plasticos dependen
en gran medida del tipo de monomeros, la longitud de las cadenas formadas y el

acomodo de estas en el material final (Cristan et al.; 2003).
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Dependiendo del comportamiento de los plasticos cuando son expuestos al calor,
estos se pueden clasificar en dos grupos: termoplasticos y termoestables
(Alauddin et al., 1995).

Los termoplésticos pueden ser sometidos al calor y al enfriarse y solidificar
tomaran la forma que se les haya dado, ademas de esto pueden volverse a fundir
0 suavizarse cuando son sometidos nuevamente a calentamiento. Los plasticos
termoestables pasan por una etapa inicial de ablandamiento, pero tienden a
carbonizarse con un calentamiento continuo, razén por la cual estos no pueden

ser moldeados para darles una nueva forma (Cristan et al.; 2003).

INDUSTRIA DEL PLASTICO

La industria del plastico es una de las mas productivas en diversas regiones del
mundo, esto debido a la gran demanda que existe de este tipo de materiales, ya
gue como se mencionod anteriormente estan presentes en diversos productos que

se utilizan en la vida cotidiana.

Un ejemplo de lo anterior es que segun lo reportado en 2011 por la asociacion
empresarial europea PlasticsEurope, durante el periodo que va de 2009 a 2010, la
produccién mundial de plasticos aumenté de 15 millones de toneladas a 265
millones de toneladas, lo que confirmé la tendencia a largo plazo del crecimiento
de la fabricacion de plasticos de casi un 5% anual durante las dos ultimas

décadas.

Segun datos obtenidos de PlasticsEurope, en el afio 2010, Europa reporté una
produccion de 57 millones de toneladas, lo que representa un 21,5% de la
produccién mundial de plastico, mientras tanto China superé6 a Europa como
primera region productora con un 23,5% y en ese mismo afio para Ameérica latina
s6lo se marca un 5% del total de la produccién mundial (Figura 1) lo que equivale
aproximadamente a 13 millones de toneladas elaboradas por paises

latinoamericanos.
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PRODUCCION MUNDIAL DE PLASTICOS EN 2010

Europa ( Europa Occidental +
Europa Central) 21.5% 57 Mt

Benelux Otros paises de IaUE27 + Noruega
Francia 3.5% Y Suiza
3.0% 3.0%

Italia

Reino Unido
1.5% 2.0% )

Espaiia
1.5% Resto de Asia
15.0%
Alemania
7.0%

CEl
3.0% =
Oriente medio, Africa
6.5%

Ameérica Latina
5.0%

Figura 1: Grdfica de la produccion mundial de pldsticos durante el afio 2010, la produccidn total fue de 26 Millones de
toneladas (Mt). Fuente: Grupo de Estudios de Mercado y de Estadistica de PlasticsEurope (PEMRG).

Dentro del mercado existen diferentes tipos de plasticos, de los cuales son tres
los que tienen una mayor demanda en Europa, estos son: el polietileno [de baja
densidad (LDPE), lineal de baja densidad (LLDPE) y de alta densidad (HDPE)], el
polipropileno (PP) y el policloruro de vinilo (PVC), que representan
respectivamente el 29%, 19% y 12% de la demanda total de plasticos en los

paises Europeos (PlasticsEurope, 2011).

Otros tipos de plastico con presencia dentro del mercado Europeo son: el
poliestireno (PS) que puede encontrarse solido o expandido, el poliuretano (PUR),
el PET, el acrilonitrilo butadieno estireno (ABS) y las poliamidas (Figura 2)
(PlasticsEurope, 2011).
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OTROS (ass, PEBD, PELBD

poliamidas, entre otros) 17%

19%

Figura 2: Gréfica de la demanda Europea de plasticos por tipo de resina en 2010. Fuente: Grupo de Estudios
de Mercado y de Estadistica de PlasticsEurope (PEMRG)

Durante el 2010 la produccién de resinas plasticas en México fue de 3.8 millones
de toneladas, dentro de estas las mas producidas son el PET, el PVC, el PS, el
LDPE (también conocido con sus siglas en espafiol como PEBD) y en menor
proporcion el PP y HDPE (siglas en espafiol PEAD), el desglose porcentual se

puede observar en la Figura 3a.

La produccion de plasticos en México resulta insuficiente para cubrir la demanda
de los mismos en el pais. Si hacemos un comparativo de las cantidades que son
utilizadas en México de cada uno de los diferentes tipos de resina con los que son
producidos, esto nos lleva a que la produccion de la mayoria de ellas no es
suficiente, lo cual implica su importacién, como en el caso del PE (de baja y alta
densidad) y del PP (Figura 3b).
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PEAD 6%

PP 7%

PET 37%
PEBD 14%

PS 16%

PVC 20%

PEAD 20% PET 17%

PVC 13%

PP 22%
PS 10%

PEBD 18%

Figura 3: A) Produccion porcentual de los distintos tipos de resinas en México en el afio 2010 de un total de 3,
812,555 toneladas fabricadas. B) Porcentaje de los distintos tipos de resinas utilizadas en México durante

2010. (ANIPAC 2011)
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POLIETILENO Y BOLSAS DE PLASTICO

De todos los tipos de plastico el méas utilizado es el PE, el cual es elaborado a
partir de la polimerizacion del monomero etileno (elaborado a partir del etano, que
es uno de los componentes que se encuentran presentes en el gas natural), por lo

tanto, el PE es considerado como un homopolimero (Billmeyer, 1978).

Debido a sus propiedades, el PE estd clasificado como un termopléstico, este
existe en varias formas, debido a las diferentes condiciones en las cuales es
fabricado (presion y temperatura), entre estas se encuentran principalmente el
HDPE y el LDPE. Dentro del LDPE se identifican dos formas principales, el LDPE
en el cual se encuentran ramificaciones y el LLDPE, este ultimo carece de
ramificaciones en su estructura, y si las llega a poseer son pocas y muy cortas
(Diaz, 2007).

El PE es un polimero muy utilizado en la industria, ya que es uno de los cinco
insumos mas empleados en la industria manufacturera, cerca de 35% de los
productos de este sector se fabrican a partir de este polimero (Rosagel y
Rodriguez.,2011), “El PE es el insumo mas importante para la industria del
plastico, pues cerca de 35% de los productos de este sector se fabrican a partir de
este polimero, desde la bolsa tipo camiseta, hasta juguetes, tuberias, envases y
tinacos”, mencioné Eduardo Martinez, presidente de la Asociacion Nacional de
Industrias del Plastico (ANIPAC) (Rodriguez y Rosagel, 2011).

Dentro del mercado del PE el tipo mas utilizado es el LDPE, debido a que es
utilizado principalmente para la elaboracion de bolsas de plastico, las cuales se
proporcionan en tiendas de autoservicio, mercados y tianguis. Estas bolsas en
ocasiones son reutilizadas por los usuarios en otras actividades de la vida

cotidiana, sin embargo a pesar de ser reutilizada finalmente llegaran a la basura.
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El deposito final de estas bolsas puede ser variado, en el mejor de los casos son
depositadas en botes de basura, recolectadas por camiones de basura y llevadas
a rellenos sanitarios, pero frecuentemente son tiradas en las calles (Figura 4),
donde si en principio pudieran ser recolectadas por los camiones, y tendran el
destino ya mencionado, por el contrario si no son acopiadas, muy probablemente

llegaran a tapar las alcantarillas.

Figura 4: Fotografia tomada en Naucalpan de Juarez, ejemplo de la composicion de la basura arrojada en una
esquina de avenidas.

En el Distrito Federal, la contaminacion por bolsas de plastico en las calles, es el
principal problema en temporada de lluvias ya que tapan tuberias, cafierias y el

drenaje, lo que genera severos encharcamientos e inundaciones (Informador.mx).

Cabe mencionar que de acuerdo a datos obtenidos del INEGI, la generacion de
residuos plasticos va incrementando afio con afio y se observa una tendencia de
aumento aun mayor (Figura 5), lo cual es alarmante, puesto que con el incremento
de residuos plasticos aumenta la probabilidad de la generacién de problemas en el

medio ambiente, como los sefialados anteriormente.

Ademas del problema de la alta produccién y el uso indiscriminado de las bolsas
de plastico, otro importante problema radica en la mala cultura que se tienen
acerca de su disposicion final, dado que si se les recolectara para su reciclaje, y
existieran las suficientes empresas dedicadas a este proceso, quizas el problema
no tendria implicaciones nocivas para el medio ambiente y para los seres vivos

que en el cohabitan.
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Figura 5: Gréfico del volumen de residuos plésticos generados en México anualmente desde 1995 hasta 2012
(INEGI, 2014).

DEGRADACION DE PLASTICOS

Los plasticos al igual que diversos materiales como el carton, el papel, la tela o la
madera sufren procesos de degradacion, aunque a diferencia de los procesos
degradantes de estos ultimos, los de los plasticos, se considera que son mas
lentos (Pérez, 2012).

Existen diferentes formas con las cuales se logra la degradacién de los distintos
tipos de plésticos. Dependiendo de la naturaleza de los agentes causantes de las
degradaciones de polimeros, estas se han clasificado como: degradacion foto-
oxidativa, degradacion térmica, degradacion inducida por ozono, degradacion

mecano-quimica, degradacion catalitica y biodegradaciéon (Grassie et al., 1985).

Los cambios en las propiedades del polimero debido a reacciones quimicas,
fisicas o biolégicas resultantes de escisiones de los enlaces y las
transformaciones quimicas posteriores se consideran como la degradacion del

polimero (Pospisil et al., 1998).
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Degradacion foto-oxidativa

El proceso de degradacion foto-oxidativa consiste en la descomposicion del
material por el efecto de la luz, que se considera como una de las principales
fuentes de dafio ejercida sobre sustratos poliméricos en condiciones ambientales
normales. La mayoria de los polimeros sintéticos son susceptibles a la
degradacion iniciada por radiaciones UV y la luz visible. Habitualmente las
radiaciones del UV cercano (290-400 nm) producidas por la luz del sol suelen
determinar la vida util de los polimeros en aplicaciones al aire libre (Ranby et al.,
1989; Jensen et al., 2003; Sheldrick y Vogl, 2004).

La longitud de onda UV especifica que puede generar el mayor dafio para un
plastico, depende en gran medida de los enlaces presentes en cada una de las
estructuras de estos; por lo tanto, la degradacion maxima se produce en
longitudes de onda diferentes para los distintos tipos de plasticos. Por ejemplo,
para el PE es aproximadamente de 300 nm y para el PP es de alrededor de 370
nm. Como resultado de este tipo de degradacion se pueden obtener cambios en

las propiedades fisicas y Opticas del plastico (Singh y Sharma, 2008).

Degradacién térmica

La degradacion térmica al igual que la foto-degradacion esta clasificada como una
degradacion de tipo oxidativa, solo que, a diferencia de la degradaciéon foto-
oxidativa, como también se le conoce, las reacciones de degradacion térmica se
producen en toda la muestra de polimero y no sélo en la superficie (Tayler, 2004).
La degradacion térmica de los polimeros se produce a través de la degradacion al
azar de la cadena (reaccion de despolimerizacién) iniciada por la temperatura y la

luz ultravioleta (Teare et al., 2000).
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La reaccion de despolimerizacion en la degradacion térmica no necesita ser
iniciada en el extremo terminal de la macromolécula, ya que, las imperfecciones
en la estructura de la cadena (fragmento iniciador, un peréxido o un enlace éter)
forman un enlace débil desde donde se suele comenzar la despolimerizacion. Las
poliolefinas son conocidas por ser sensibles a la oxidacion térmica, debido a las
impurezas generadas durante su fabricacion a altas temperaturas (Khabbaz et al.,
1999).

Degradacién inducida por ozono

El ozono que se encuentra presente en la atmosfera suele causar la degradacion
de los polimeros en condiciones que pueden ser consideradas como normales,
mientras que otros procesos de envejecimiento oxidativo son muy lentos y el
polimero logra conservar sus propiedades durante un tiempo mas prolongado
(Cataldo, 1998; Cataldo et al., 2000). Se ha encontrado que con la exposicion al
ozono las caracteristicas mecénicas de las peliculas de PE se ven deterioradas
debido a la degradacion de las macromoléculas presentes en la estructura de

este.

Degradacién mecano-quimica

Este tipo de degradacion de polimeros implica el uso de tensibn mecanica ademas
del uso de irradiaciones ultrasénicas (Li et al., 2006). El desgaste de las cadenas
moleculares bajo fuerza mecanica es a menudo favorecido por una reaccion
guimica, de ahi el nombre de degradacion mecano-quimica, pues se conjuntan por
una parte la fuerza mecanica y el uso de reacciones quimicas. Por ejemplo,
cuando se aplica una tension excesiva, se logra la ruptura de la cadena molecular
y se produce un par de radicales libres, que pueden participar en reacciones

posteriores, en presencia de oxigeno se generan los radicales peroxi.
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Degradacion catalitica

El campo de la transformacién catalitica de polimeros de desecho en
hidrocarburos de mayor valor comercial es un campo en el cual se tiene un gran
interés, sobre todo, para las industrias. El principal interés se ha dirigido hacia las
poliolefinas (PE, PP, PS), que constituyen una parte importante de los residuos
industriales y domeésticos. La adicion de un catalizador no sélo mejora la calidad
de los productos obtenidos a partir de la pirdlisis de residuos plasticos, sino que
también permiten bajar la temperatura de descomposicion (Marcilla et al., 2003).

Biodegradacién

La biodegradacién es una transformacién bioquimica de compuestos llevada a
cabo por microorganismos. Esta descomposicion de compuestos organicos en
condiciones aerdbicas genera como productos: dioxido de carbono y agua,
mientras que en condiciones anaerobias produce metano y diéxido de carbono. La
biodegradacion de los polimeros puede ser favorecida mediante la degradacion
fisica de los polimeros, la foto o termo-oxidacion o algin otro proceso que
contribuya al incremento de la superficie de colonizacibn microbiana o a la

reduccion del peso molecular del polimero en cuestiéon (Palmisano et al., 1992).

La biodegradacibn se ha definido de diversas maneras por diferentes
investigadores, dependiendo en gran medida del mecanismo involucrado. Se
define como el cambio en las propiedades de superficie o pérdida de resistencia
mecénica debida a: la asimilacion por microorganismos, la degradacion por
enzimas o la ruptura de la cadena principal y la posterior reduccion en el peso

molecular medio de los polimeros.

La degradacion puede ser producida mediante los mecanismos antes
mencionados, solos 0 en combinacion uno con el otro, asi como por uno o varios
tipos de microorganismos. La biodegradacion puede ocurrir en diferentes niveles
estructurales, es decir, molecular, macromolecular, microscépico o macroscopico

dependiendo del mecanismo implicado.
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La susceptibilidad de los polimeros al ataque microbiolégico, depende de la
formulacion del polimero, su morfologia y cristalinidad, la presencia de ciertos
grupos funcionales, la disponibilidad de enzimas y de un sitio dentro de la
estructura de los polimeros para el ataque de las mismas, y también de la

especificidad de enzimas hacia el polimero (Singh y Sharma, 2008).

La biodegradacion también pude ser definida como, la conversion de materiales
en productos intermedios menos complejos o productos finales por solubilizacién,
hidrolisis simple o la accion de entidades formadas biolégicamente, tales como
enzimas y otros productos del organismo. La biodegradacion de los polimeros se
produce a través de cuatro mecanismos diferentes: de solubilizacion, formacion de
carga seguida de disolucién, la hidrdlisis y la degradacion catalizada por la enzima
(Gilding, 1981; Kronenthal, 1975).

PANORAMA DE LOS PLASTICOS EN MEXICO

Ante la problemética que se presenta por la contaminacién con residuos plasticos,
se han tratado de adoptar diversas medidas para disminuir este problema
ambiental. Una de las principales ha sido el cambio del tipo de plastico utilizado
para la produccion de ciertos tipos de bolsa o de empaques empleados para
diversos tipos de alimentos, los cuales ahora son elaborados con plastico
“biodegradable”. Se dice que este tipo de plastico es mas amable con el medio
ambiente, puesto que el periodo de degradacion es menor que para el plastico

anteriormente utilizado.

Otra medida implementada para disminuir la cantidad de bolsas presentes en los
residuos plasticos, fue prohibir la entrega de manera gratuita bolsas desechables
en los centros comerciales, esto logré darse mediante la aprobacion de
modificaciones a la Ley de Residuos Saolidos por parte de la Asamblea Legislativa

del Distrito Federal en marzo del afio 2009.
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En algunas tiendas de autoservicio, se opt6 por realizar el cobro de las bolsas de
plastico que se proporcionaban, no sin antes preguntarles a los consumidores si
querian una bolsa e informandoles del costo que ahora tenian estas, quedando la
decision en el cliente, de si comprar bolsas cada que iban a las tiendas, reutilizar
la bolsa adquirida con anterioridad o cargar con su bolsa de mandado. Sin
embargo en ciertos lugares, seguian proporcionando de manera gratuita las
bolsas, la justificacion ante esto fue que el costo estaba incluido en el precio que

ellos pagaban.

El uso de bolsas ecoldgicas ha sido una opcidon mas para eliminar el uso de bolsas
plasticas, solo que estas no tuvieron gran aceptacién debido a que tienen un costo
mayor a una bolsa de plastico. Lo cual es mas conveniente para cuando se
transportan pocas cosas o productos, ademas de que para muchas personas este
tipo de bolsa no les generaba confianza puesto que tenian la idea de que eran

muy fragiles y se les romperian en el trayecto.

Existe una campafa permanente denominada las 3R’s (Reduce, Reuitiliza,
Recicla) en la cual se le indica al publico en general que una manera de cuidar el
medio ambiente es: reducir la cantidad de residuos que genera (dentro de los
cuales se encuentra el plastico), reutilizar en la medida de lo posible las cosas que
pueden ser reutilizables como es el caso de las bolsas entre otros articulos y
finalmente llevar a cabo el reciclaje de los residuos generados. Existen varias
formas de realizar el reciclaje, entre las mas empleadas se encuentra la
recoleccion de ciertos materiales para su venta o traslado a centros encargados

de dicho proceso.

Ante la preocupacion por el problema que representa el uso indiscriminado de
bolsas, envolturas y empaques de plastico, en el afio 2013 se inicié una campafa
por parte de la Secretaria del Medio Ambiente del Distrito Federal, denominada
“Sin mofio y sin bolsita, por favor”, con la cual se intenta generar conciencia en la

poblacién para tratar de reducir la cantidad de residuos plasticos generados.
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La alternativa que ha tenido un mayor auge, en el mundo, es la referida a la
basqueda y el desarrollo de materiales plasticos que sean mas facilmente
degradados bajo condiciones medioambientales, es decir, que tengan una
sensibilidad alta a factores como son: luz (foto-degradacion), calor (termo-

degradacion) y microorganismos (biodegradacion).

Este tipo de materiales pueden ser generados a partir de la introduccion de
aditivos, capaces de acelerar la reaccidén de oxidacion del plastico en cuestion, al
proceso de produccion de los materiales plasticos (bolsas, empaques y peliculas).
Los aditivos pro-oxidantes, como se les conoce, estan elaborados a partir de
metales de transicién, que sean capaces de tener por lo menos dos estados de
oxidacion, como es el caso de: Co, Mn, Fe y Cu (Pablos et al, 2009).

Complementario al desarrollo y produccion de plasticos oxo-degradables, se
busca que una vez que se tengan este tipo de plasticos, estos se puedan someter
a ciertos procesos en los cuales se logre su descomposicion e incorporacion al
medio ambiente de manera benéfica. Esto posiblemente se podria lograr con la
elaboracion de compostas, en las cuales se lleve a cabo la degradacion de estos

materiales.

COMPOSTAS

La elaboracion de compostas que se lleva a cabo mediante composteo o
compostaje (proceso de tipo biolégico), es una forma de utilizar los diversos
residuos generados por la poblacion, ya que en estas se emplean distintos tipos

de materiales, incluyendo los organicos.

Segun cifras reportadas, en al afio 2014, por el INEGI (Figura 6), la basura
organica generada ocupa un poco mas del 50% de los residuos soélidos urbanos
(RSU). Este uso seria altamente benéfico para el ambiente, pues no solo se
utilizan los desechos, sino que, ademas se puede reincorporar al medio ambiente

como abono orgéanico.
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Figura 6: Gréafica que muestra la composicion de los residuos sdlidos urbanos en el afio 2012 (INEGI, 2014).

Durante un proceso de compostaje se identifican tres etapas: mesofilica,
termofilica y de enfriamiento. Existen algunos parametros (humedad, pH, aireacién
y temperatura) que deben de ser considerados para que se obtenga una composta
de calidad; que sirva como abono para las plantas y contribuya a proteger al suelo
fértil contra la erosion, lo cual se logra con el aporte de materia organica de la

composta al suelo.

Uno de los componentes mas abundantes a lo largo de un proceso de compostaje
son los microorganismos, estos varian con respecto a las condiciones y a la etapa
en la cual se encuentre la composta y son los encargados de llevar a cabo el
proceso de transformacion de los componentes iniciales al producto final, que sera

la composta o también denominado humus.

INSTITUTO o5
DE INGENIERIA

UNAM



MARCO TEORICO

I« 9‘;{‘7}‘ 5

La cantidad de microorganismos predominantes en una composta se determina
por la composicién de los residuos a compostar. La participacion de diversos
microorganismos (bacterias y hongos) que crecen en condiciones mesdfilas o
termofilas, es un requisito previo para la formacion de la composta. La
composicién de las comunidades de microorganismos depende, en gran medida
de la estructura de los componentes sometidos a la biodegradacion y el contenido

relativo de los mismos en las mezclas (Neklyudov et al., 2008).

Con el fin de proporcionar los nutrientes necesarios para el crecimiento normal y el
desarrollo de las plantas, las mezclas a compostar deben contener
microelementos (Shiralipour et al., 1993), el exceso de estos puede disminuir la
calidad de la composta, en estos casos, los microelementos deben ser eliminados

(por ejemplo, mediante la adicién de carbdn vegetal activado) (Wong et al., 1997).

Micronutrientes como Co, Ni, Mo, Fe, Mg, Zn y Na son necesarios para las
funciones enziméticas, pero poco se sabe acerca de su importancia para el
proceso de compostaje (Epstein, 1997). El contenido de algunos de los
microelementos, presentes en una composta, se muestran en la tabla 1
(Neklyudov et al., 2008).

Tabla 1: Contenido de microelementos en composta

Microelemento Contenido
(mg/kg)
Cobre (Cu) 3-3.6
Zinc (Zn) 40-50
Cobalto (Co) 0.05-0.1
Manganeso (Mn) 40-45
Hierro (Fe) 100
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Las compostas pueden clasificarse en dos tipos dependiendo de la presencia o
ausencia de oxigeno dentro del proceso, procesos aerobios y anaerobios,
respectivamente. Los productos que se obtienen en ambos casos son el didxido
de carbono, agua y biomasa microbiana, en el caso del proceso anaerobio
ademas de los anteriores también se puede tener como producto metano. Los
microorganismos que se desarrollaran en cada tipo de procesos seran distintos,
puesto que, para crecer Yy realizar sus actividades metabdlicas, los
microorganismos deben disponer de un ambiente propicio, es decir, condiciones
Optimas para su desarrollo (temperatura, humedad y cantidad de oxigeno,

principalmente).

En el proceso anaerobio se da la desintegracion de la materia organica, en
ausencia de oxigeno, los productos generados a partir de este proceso son: gas
metano, didxido de carbono, sulfuro de hidrogeno, amoniaco, hidrégeno, agua y
composta, esta Ultima puede ser utilizada para mejorar las condiciones del suelo al
cual se le adicione. La biodegradacién anaerdbica se produce como consecuencia
de una serie de interacciones metabdlicas entre los diversos grupos de

microorganismos presentes en este tipo de proceso (Mohee et al., 2008).

El proceso aerobio se caracteriza por la presencia de microorganismos mesofilicos
y termofilicos, los cuales pueden encontrarse, de forma predominante, en las
etapas mesofila (25 a 40 °C) y terméfila (>45°C) respectivamente (Castillo, 2005).
Las altas temperatura que suelen alcanzarse durante el proceso de compostaje
son producidas por las actividades metabodlicas de las diferentes poblaciones

microbianas (Moreno y Moral, 2007).

Durante la fase mesdfila se da un incremento gradual en la actividad metabdlica y
por consecuencia en la temperatura del sistema, favoreciendo el inicio de la fase
termofilica, en la cual se eliminan los microrganismos mesoéfilos patdgenos y

predominan los termofilos.
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Esta fase generalmente finaliza cuando se agotan los nutrientes, con lo cual las
poblaciones existentes, entran en fase de muerte y comienza el descenso de

temperatura, lo que se conoce como fase de enfriamiento (Diaz L.F., et al., 2007).

Cuando la temperatura del proceso de compostaje desciende hasta
aproximadamente 40 °C o menos, pueden desarrollarse nuevamente
microorganismos mesofilos, los cuales usaran como fuente de nutrientes, los
materiales que hayan resistido el proceso de biodegradacion, a esta ultima parte

del proceso se le conoce como etapa de maduracion (Diaz L.F., et al., 2007).

Para que se pueda decir que el proceso de composteo terming, desde el punto de
vista microbioldgico, se requiere que haya cesado la actividad metabdlica, lo cual
se presenta cuando la poblacion microbiana inicia la fase de muerte, por carencia

de nutrientes (Moreno y Moral, 2007).

Sistemas de compostaje

Existen diversos sistemas para llevar a cabo el proceso de composteo, los cuales
comparten el objetivo de transformar los residuos seleccionados en composta; y
eliminar de la misma los componentes que pudieran ser nocivos para el suelo o el
ambiente en el cual se incorpore esta. Entre los sistemas mas comunes podemos
encontrar: pilas estéticas, compostaje en hileras, compostaje cerrado y el

vermicompostaje (Cooperband, 2002).

El composteo en pilas estaticas (Figura 7) es el mas sencillo de los sistemas y
también el mas antiguo. Una vez que se han seleccionado los materiales a
compostar, estos se colocan en pilas, las cuales pueden ser triangulares o
circulares. Un aspecto que se debe considerar es la altura que tendran las pilas,
debido a que, en pilas muy altas se puede propiciar un ambiente anaerobio,
modificando las condiciones ambientales de los microorganismos presentes en el

proceso Yy por lo tanto a estos (Cooperband, 2002).
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Figura 7: Compostaje en pila estdtica (Landin, 2010).

A pesar de que las pilas sean estaticas, dentro de un proceso de composteo uno
de los pardmetros importantes es la aireacion, hay diversas formas de someter las
pilas a aireacion, podemos encontrar las pilas estaticas con aireacion, en las
cuales se colocan respiradores que permitan la entrada de oxigeno a la pila. Otra
forma de airear es realizar volteos a la pila de composta, solo que en este caso, la
pila ya no se conoce como estatica sino como pila con volteo o pila dinamica
(Cooperband, 2002).

El composteo en hileras, es similar al composteo en pilas, la Unica diferencia son
las dimensiones que tienen cada uno, mientras las pilas son pequeiias, las hileras
son mas largas, en ocasiones se dice que el sistema de hileras es un sistema de
pilas alargadas. Al igual que en las pilas, las hileras deben de tener aireacion y se
utilizan los mismos métodos de aireacion que en las pilas (respiradores o volteos,

este Ultimo se puede realizar con un tornero hilera) (Landin, 2010).
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Figura 8: Compostaje en hileras (Cooperband, 2002)

En el sistema de compostaje cerrado, encontramos los reactores y el composteo
en contenedores. En los reactores las condiciones ambientales pueden ser
controladas. Las fuentes de aire que pueden ser utilizadas son compresores de
desplazamiento positivo, ventiladores axiales o compresores de baja presion. Las
ventajas de utilizar reactores son que: el area requerida es pequefia; se tiene un
control del proceso, ya que no pueden influir los cambios meteoroldgicos; y se
puede tener control sobre los gases generados (cuantificarse). La principal
desventaja radica en los costos, tanto iniciales como de mantenimiento (Landin,
2010).

Para el sistema de composteo en contenedores (Figura 9), los materiales a
compostar se vierten en un contenedor, este se puede mover con la ayuda de
gruas, por lo regular tienen aditamentos para medir las condiciones en el interior y

en ocasiones también para mezclar el material que contienen.

De la malla metélica De papeles de madera De ladrillos

Figura 9: Tipos de contenedores utilizados para compostaje (FAO, 2013).
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Las ventajas que presenta el composteo en contenedores, es que se pueden
operar varios contenedores independientes, y se pueden arreglar las condiciones
a las necesidades especificas de cada contenedor, la principal desventaja radica

en que los contenedores son susceptibles a dafios mecanicos (Landin, 2010).

El vermicompostaje o lombricompostaje es un tipo de compostaje en el cual se
requiere de la presencia de lombrices (Figura 10), las cuales son las encargadas
de transformar los desechos organicos en composta, la cual, al originarse con este
proceso, puede llamarse vermicomposta. En el proceso, las lombrices de tierra no
s6lo usan los microorganismos que crecen en los residuos para su nutricion, sino
gue también propician la actividad microbiana en la vermicomposta producida
(Edwards y Arancon, 2007).

En el vermicompostaje, las temperaturas que se alcanzan oscilan entre 20-25 °C,
ya que a temperaturas superiores las lombrices no lograrian sobrevivir (Naturland

Internacionales).

-
_— st . 3 v

Figura 10: Lombriz rubellus utilizada en lombricomposta (Landin, 2010)

Como componentes naturales presentes en la composta se han reportado hongos
y levaduras, bacterias, actinomicetos y una gran variedad de enzimas. El hongo
correspondiente a la especie Aspergillus niger, una de las cinco mas abundantes
(Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Cyriodentium y Pleurotus) muestra un
mayor potencial para biodegradar la materia organica, por lo que estos
microorganismos junto con las levaduras, son responsables de la descomposicion
de polimeros complejos como celulosa, hemicelulosas, pectinas y lignina (Molla,
2002).
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Las bacterias, también inciden en la biodegradacion de la materia organica, ya que
existen diferentes tipos: aerobias y anaerobias, relacionadas con el consumo de
oxigeno; termofilicas y mesofilicas, relacionadas con la temperatura; nitrificantes,
desnitrificantes y amonificantes, vinculadas con la liberacién y la fijacion del
nitrogeno (Haugh, 2002). En lo que corresponde a las enzimas, que también
juegan un papel importante en la biodegradacion, se encuentran diferentes tipos:
proteasa, hemicelulasa, hidrolasa, amilasa, lipasa, pectinasa, poligalacturonasa,

endoglucanasa y quitinasa (Charest, 2005).

Debido a que las bolsas de plastico llegan a las plantas de composta, es
importante observar el efecto que tienen las bolsas con aditivos pro-oxidantes, en
el proceso de compostaje y la calidad del producto final. En las diferentes etapas
que se presentan en el proceso de compostaje, se evallan el tipo de bacterias,

hongos y actinomicetos preponderantes.

Durante las tres etapas que se presentan en el compostaje (mesofilica, termofilica
y de maduracion), se ha reportado la presencia de bacterias (Pseudomonas sp.,
Bacillus sp.), hongos (Penicillium) y actinomicetos (Streptomyces) (Lee, 1990;
Hassen, 2001; Velasco, 2004; Uribe, 2010). Sin embargo se desconoce si el metal
pesado presente en las nuevas bolsas oxo-biodegradables inhibe el crecimiento
de dichos microrganismos, y con ello afecta el proceso de compostaje, respecto al

tiempo y a la calidad de la composta.
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e =]
UTILIZADAS PARA LA IDENTIFICACION DE

MICROORGANISMOS

Debido a que existe una amplia diversidad microbiana y dada la importancia de los
microorganismos para el ser humano, se han desarrollado varias metodologias
para lograr la identificacion de los mismos y poder diferenciarlos entre ellos. Estas
metodologias van desde la observacion de caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, la utilizacion de tinciones diferenciales, pruebas biogquimicas,
pruebas serologicas o el uso de métodos moleculares. Dentro de estas
metodologias podemos encontrar tanto manuales como automatizadas. Para
realizar la identificacion de microorganismos se pueden emplear una o mas de las

metodologias mencionadas anteriormente.

La identificacion microscépica puede realizarse mediante algun o algunos tipos de
tinciones, este es uno de los primeros acercamientos para la obtencion de
informacion de los microorganismos como morfologia agrupacion vy
comportamiento en tinciones de tipo diferencial como Gram o BAAR (Koneman,
2008).

La tincibn de Gram es especialmente utilizada para ver las propiedades de tincién
de bacterias, se basa en la capacidad de las bacterias de retener el colorante
primario (cristal violeta), aun después de haber sido sometidas a un proceso de
decoloracion con una mezcla de alcohol-acetona. Con esta tincion se distinguen
dos grandes grupos de bacterias: Gram positivas y Gram negativas (Montoya,
2008).

La identificacidbn macroscépica de bacterias se debe de llevar a cabo con un
cultivo puro, puesto que una colonia de cultivo puro esta compuesta por un sélo
tipo de microorganismos y procede de una unica ceélula, por lo tanto, el primer
paso es la obtencién de dicho cultivo, posteriormente se requiere conocer sus
caracteristicas ambientales de crecimiento (aerobio, anaerobio, temperatura

Optima de crecimiento, tiempo de cultivo) (Gobernado y Lopéz-Hontangas, 2003).
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aspecto visual de las colonias, lo cual se logra con la observacién de los bordes, el
tamafio de la colonia, el tipo de elevacion y color (si desarrolla alguno), asi como,
su comportamiento frente a los distintos sustratos incorporados al medio de cultivo
como hemdlisis, fermentacion de azucares, utilizacion de sales, etc. (medios

diferenciales) (Gobernado y Lopéz-Hontangas, 2003).

En la identificacion de bacterias puede analizarse la actividad metabdlica de
estas, mediante pruebas bioquimicas, en las cuales se observa la produccién de
sustancias detectables por reacciones directas e indirectas. Las pruebas
bioquimicas pueden ser rapidas y sencillas, como la deteccién de la produccion de
catalasa por medio de H202, o lentas y complejas las cueles deben llevarse a
cabo con técnicas manuales o automatizadas (Gobernado y Lopéz-Hontangas,
2003).

Estas pruebas tienen una enorme utilidad debido a que involucran la actividad
enzimatica de las bacterias, con lo que se puede diferenciar incluso las bacterias
gue se encuentran estrechamente relacionadas, sin embargo, estas pruebas
deben de ser interpretadas correctamente, dado que un error en la interpretacion,
nos llevaria a una identificacion erronea (Tortora et al., 2007).

Lo anterior llevo al desarrollo de sistemas de identificacion comerciales, en los
cuales se realiza la combinacién de sustratos, los cuales son seleccionados para
ayudar a la identificacion de miembros de un grupo de bacterias. La construccién
compacta, las reacciones quimicas facilmente visibles, un tiempo de conservacion
prolongado y un control de calidad estandarizado provisto por los fabricantes de
estos sistemas hacen que su uso en los laboratorios de microbiologia sea muy

conveniente (Koneman, 2008).

Dentro de los sistemas de identificacion existen dos tipos los manuales y los
automatizados. Los sistemas manuales constan de celdillas aisladas que

contienen sustrato liofilizado, estas son inoculadas individualmente (Bou, 2011).
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Los resultados de las pruebas se expresan de forma numérica y cada especie se
define con un cédigo numeérico, el cual es resultado de los codigos aplicados a las
reacciones de las pruebas utilizadas. Algunos de los sistemas disponibles en el
mercado son: API® (bioMérieux), Micro-ID® (Remel), BBL™ Crystal™ (Becton
Dickinson BBL), etc. (Bou, 2011).

Ademas de los sistemas manuales se cuenta con los sistemas automatizados y
semiautomatizados para la identificacion de bacterias, en los que ademas de
sustratos para el desarrollo de pruebas bioquimicas, se encuentran diversos
compuestos antimicrobianos, realizandose simultaneamente la identificacion y
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos. Los mas usados en la actualidad
son Microscan® WalkAway® (Dade), BD™ Phoenix™ (Becton-Dickinson) y Wider
(Francisco Soria Melguizo, S. A.) (Gobernado y Lopéz-Hontangas, 2003; Bou,
2011).

Los sistemas de identificacion consisten en paneles con una serie de pocillos con
diversos sustratos liofilizados. En cada uno de ellos se determina una prueba y los
resultados de estas se expresan en forma numérica, en porcentaje de

identificacion o en porcentaje de tipificacion (Bou, 2011).

Las técnicas citadas se basan en la identificacion fenotipica de los
microorganismos, sin embargo una pequefia desventaja de éstas es el tiempo

empleado en la identificacién correcta de las bacterias.

Para facilitar la identificacion de microorganismos se han desarrollado diversas
metodologias genotipicas, las cuales consideran una amplia variedad de genes
gue han sido utilizados como dianas moleculares en los estudios taxonémicos o
de filogenia en los distintos géneros y distintas especies bacterianas,
constituyendo el andlisis del ARNr 16S el marcador inicial y en numerosas
situaciones el marcador es suficiente para realizar una identificaciébn precisa
(Clarridge, 2004).
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bacteriano, actia como un cronémetro molecular al presentar un alto grado de
conservacion. La secuencia del gen presenta de forma aproximada 1500 pb. Este
tamafo proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para diferenciar y

establecer medidas estadisticas validas.

Las técnicas de identificacion molecular mediante el analisis del RNA 16S se
basan en la amplificacion genémica y en la secuenciacion del gen o sus
fragmentos (Gurtler y Stanisich, 1996). Para lograr la obtencion de la cantidad
suficiente de dicho gen se recurre a una técnica conocida como reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar la amplificacion gendmica de un determinado fragmento de ADN se
utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa, también conocida como PCR por
sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction). Con la PCR se puede obtener

una secuencia especifica de interés (McPherson, 2007).

La obtencion de la secuencia de interés, permite la posterior multiplicacion del
material genético necesario, el cual es escaso después de la extraccion desde una
muestra bioldgica. La manipulacion de dichas copias puede tener varias
aplicaciones, como la secuenciacion e identificacién de dicha secuencia, la cual
puede ser de gran utilidad en el diagndstico de enfermedades genéticas, cancer,
medicina forense (huella génica); las cuales permiten el monitoreo de poblaciones,

control de calidad e investigacion.

Al poseer una secuencia especifica en una concentracion Util; es posible la
biotecnologia. Por ejemplo, al aislar una secuencia y amplificarla por medio de
PCR, pueden producirse organismos transgénicos con caracteristicas nuevas,
segun la secuencia insertada en su genoma; para la produccion industrial de
farmacos, alimentos y otros productos, asi como la optimizacion de la produccion
misma (McPherson, 2007).
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La multiplicacion del material genético se produce debido a que la PCR consiste
en la replicacion in vitro de secuencias especificas de ADN, para ello se utilizan
dos primers (secuencias cortas de ADN llamados también oligonucleétidos o
cebadores), los cuales deben de ser complementarios cada uno a las cadenas
opuestas de la region de ADN desnaturalizada, sintetizandose la region de ADN
acotada por el par de oligonucle6tidos empleado, dicha regién incluira ademas la
secuencia de estos ultimos. Los demas componentes esenciales para la PCR son

el ADN molde, la ADN polimerasa y desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTPS).

Fases de la PCR

La PCR esta dividida en tres fases:

» Desnaturalizacion: en esta etapa se lleva a cabo la desnaturalizacion de la
cadena de ADN molde, ya que para que pueda iniciarse la replicacion se
requiere partir de una cadena sencilla y no doble, por lo regular este paso

se realiza a una temperatura que oscila entre los 94-96°C.

» Alineamiento: una vez que se tiene la cadena sencilla, se dara la union del
oligonucledtido a su secuencia complementaria en dicha cadena, para que
se realice esta union la temperatura debe ser cercana a la Tm (temperatura
a la cual la mitad de los oligos estan unidos a su blanco, se calcula
tomando en cuenta el tamafio de los oligos y su %GC) la cual puede

encontrarse entre 45-65 °C, dependiendo de los cebadores en cuestion.

» Extension: en esta etapa el ADN de cadena sencilla, que ya se encuentra
alineado con su oligonucleétido correspondiente, comienza a ser
complementado con una nueva cadena, esta se va formando por accién de
la ADN polimerasa que va uniendo los dNTPs en el orden adecuado para
formar nuevamente una doble cadena del fragmento de ADN deseado y
comienza a realizarse una sintesis exponencial, ya que al final del primer

ciclo se tendr& el doble de ADN.
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La temperatura elegida para esta etapa es la temperatura a la cual se observa la
actividad optima de la enzima ADN polimerasa empleada. Seguida a esta etapa
continlia una extension final, la diferencia con la extension anterior es que la ultima
no se repite y es de mayor duracion.

Desnaturalizacién

inicial Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
|

\" Desnaturalizacion

94 —

etc.

Extension
72 —

55 l—J l_J

Alineacion

Temperatura[C”)

20

Tiempo

Figura 11: Fases de la PCR (modificada de McPherson, 2007)

Al igual que hay dos tipos de extensiones, también hay dos tipos de
desnaturalizaciones, una inicial que es de mayor duracibn que las
desnaturalizaciones subsecuentes y que al igual que la extension final no se
repite. Los pasos que repiten cuantos ciclos sean necesarios son la
desnaturalizacién posterior a la inicial (1 minuto), alineacion y extensién, esta
Gltima es la previa a la extension final (Figura 7).

En la actualidad el estudio del material genético (ADN y RNA) revela la existencia
de miles de millones de especies microbianas, sugiriendo que habitamos un
mundo plagado de microorganismos que incluso habitan el planeta desde mucho
antes que cualquier otro ser vivo, se estima que solo se conoce el 3% de los

microorganismos y que pocos se han estudiado con profundidad (Cavalier-Smith,
2004).
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Las técnicas de identificacion molecular de bacterias mediante el analisis del gen
16S, se basan en la amplificacion gendémica y en la secuenciacion de esos genes

o sus fragmentos (Bou, 2011).

Secuenciacion

La identificacion de microorganismos basada en la determinacion de las
secuencias de nucledtidos a través de un segmento de ADN extraido de estos, ha
tenido un avance muy importante debido a la especificidad, la sensibilidad y la
rapidez con la que pueden llevarse a cabo. La identificacion basada en la
secuenciacion del genoma de una bacteria es objetiva y posee mayor precision

que los métodos convencionales (Hernandez, 2014).

La estrategia basica de la secuenciacidon de &cidos nucleicos involucra (De

Necochea y Canultec, 2004):

» La degradacion especifica y el fraccionamiento de los polinucledtidos de
interés a fragmentos pequefios para ser secuenciados.
» La secuenciacion de los fragmentos.

» El ordenamiento de los fragmentos.

La técnica de secuenciacién en general se basa en la fragmentacion de ADN
gendémico completo, la posterior clonacién de los distintos fragmentos, secuenciar

los fragmentos y finalmente el ensamblado de estos (Riveros, 2014).
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Desde el inicio de los tiempos los seres humanos hemos sido generadores de
desechos, a lo largo de la historia de la humanidad solo ha cambiado el tipo y
cantidad que se genera de los mismos. Por ejemplo: no era el mismo tipo de
desechos en la época en la cual los seres humanos eran ndmadas, comparado

con los desechos generados a partir de que se convirtieron en sedentarios.

Debe de tomarse en cuenta que conforme ha avanzado el tiempo se ha tratado de
facilitar la vida para la humanidad. Con la evolucion en ciertos aspectos, siendo el
mas relevante el tecnolégico, también ha evolucionado el tipo y cantidad de

residuos.

Con el tiempo los seres humanos han encontrado diversas formas de tratar los
residuo, por ejemplo: la incineracion, con esta forma eliminan los residuos
fisicamente, pero generan contaminacion en el aire; la recoleccion, es la forma
mas habitual de deshacernos de éstos, colocandolos en bolsas y depositdndolos
en contenedores o entregandolos al camion recolector, segin sea el caso, otra
forma conocida para tratar los residuos; particularmente los organicos es la

elaboracién de compostas.

El proceso de compostaje ha sido muy utilizado desde hace ya bastante tiempo,
en un principio se consideraba s6lo como tratamiento para los residuos organicos,
sin embargo, dicho proceso ha evolucionado ciclicamente, sus objetivos han ido
variando al cambiar el desarrollo y los intereses de la sociedad (Moreno y Moral,
2007).

La historia de este sistema de tratamiento de residuos orgénicos, ha transcurrido
entre el entusiasmo por aprovechar la energia y nutrientes contenidos en los
tejidos animales y vegetales o por imitar a la naturaleza que recicla y no acumula
residuos, aunado al desencanto producido por resultados inconsistentes de las
instalaciones y el consiguiente escepticismo por parte de los posibles usuarios de

la composta (Crowe y col., 2002; Giménez y col., 2005).
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apreciados y usados a lo largo de los siglos, aunque con distinta intensidad segun
la situacion economica y social de la época (Misra y col., 2003). A ultimas fechas
se ha incrementado el interés por el compostaje debido al crecimiento
desmesurado de la generacion de residuos, y a la falta de espacios para ubicar

vertederos en los cuales depositar los residuos recolectados.

La bolsa de plastico es un objeto cotidiano utilizado a gran escala para contener y
transportar mercancias en el mercado mexicano. Las bolsas de LDPE se
introdujeron progresivamente a partir de los afios setenta, popularizandose
rapidamente en establecimientos como mercados, centros comerciales y tiendas

de autoservicio (Encarnacion G., et al., 2009).

Limén, en el afio 2001 llevé a cabo un trabajo en el cual, muestras de LDPE
fueron a sometidas a dos tipos de tratamientos fisicoquimicos diferentes para
facilitar la accién de los microorganismos sobre dicho material. Uno de dichos
tratamientos fue el térmico, en el cual las muestras fueron expuestas a 5
temperaturas diferentes (90, 105, 120, 135 y 150 °C) por un periodo de 5 dias, el
otro tratamiento fue con envejecimiento acelerado, para este Ultimo se utilizd

radiacion UV (310 nm) y una temperatura de 70 °C, durante 29 dias.

Posteriormente las muestras se incubaron con un consorcio de cuatro cepas de
hongos filamentosos (Aspergillus niger, Penicillium pinophilum, Gliocadium virens
y Phanerochaete chrysosporium) en condiciones aerébicas durante nueve meses.
Los cambios en la estructura quimica debidos al tratamiento biolégico en la
muestra con envejecimiento acelerado, indicaron la oxidacion microbiana en las
cadenas cortas. Las muestras con tratamiento térmico tratadas con temperaturas
mayores al punto de fusiéon del LPDE (105-110 °C) presentaron una disminucién
en los grupos carbonilo, lo que indico el ataque microbiano sobre cadenas mas

oxidadas.
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Con lo anterior se infiere que los microorganismos no solamente atacan la fraccion
amorfa del LPDE sino que es posible que ataquen cristales menos perfectos. A lo
largo del tratamiento bilégico se observaron dos etapas. En la primera etapa (tres
primeros meses) se observa un incremento en la cristalinidad, asociado al

consumo de la parte amorfa del LPDE.

En la segunda etapa (después de tres meses) se detectd una disminucién en la
cristalinidad, asociada al ataque microbiano sobre cristales mas pequefios. Una de
las conclusiones de este trabajo fue que hay coexistencia de mecanismos de
biodegradacion, que dependen de la accesibilidad que los microorganismos

tengan sobre los grupos oxidados (Limon, 2001).

En el afio 2004 se llevo a cabo la evaluacion de la composteabilidad de bolsas de
PE degradables y bolsas de polimero a base de almidon en pilas de composta.
Para cuantificar la degradacion se evalu6 la pérdida de peso en las bolsas de PE
antes de la prueba y en la composta; al término del experimento se realiz6 un
andlisis quimico y se encontr6 que las bolsas de PE contenian pequefas

cantidades de cobre, cobalto y otros metales de transicion.

En lo que se refiere a la pérdida de peso, solo es medible en el caso de la bolsa
de almidon, puesto que, en el caso de la bolsa de PE no se observaron signos de
degradacion y por lo tanto no hubo una disminucion de peso. Al llevar a cabo el
analisis de la composta, en busca de metales, se lleg6 a la conclusion de que los
componentes metalicos presentes en las bolsas de PE no contribuyen de manera

significativa al incremento de metales en dicha matriz (Davis et al., 2004).

Durante el 2006, E. Chiellini, realizo una investigacion acerca del efecto de la
temperatura y la humedad relativa en el proceso de degradacion de peliculas de
PE con aditivos pro-oxidantes, concluyendo que el aditivo prodegradante utilizado
en las peliculas de LDPE (pLDPE) es eficaz en la induccion de la degradacion

oxidativa de la cadena principal del polimero (Chiellini, 2006).
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cobalto (estearato, palmitato y laurato de cobalto) en la degradacién por
exposicion a luz UV de pLDPE. Para este estudio se utilizaron diferentes
concentraciones de estearato de cobalto en la fabricacion de pLDPE, se irradiaron
con lamparas de luz UV y posteriormente se evalu6 la degradacion de las mismas,
llegando a la conclusion de que los tres carboxilatos de cobalto promueven la
fotodegradacion, siendo el estearato de cobalto el mas agresivo (Roy, 2006).

Ammala, en el 2011 elabord una revision de las poliolefinas de tipo biodegradable
que se encontraban en uso, sefialo que no se conocia con seguridad el destino
final de los productos generados a partir de la degradacion de los aditivos

prodegradantes (Ammala, 2011).

En 2012, Rabell Contreras realizé6 un estudio, el cual tuvo como finalidad la de
proponer una metodologia de prueba para evaluar la biodegradabilidad y
ecotoxicidad de PE, formulado con aditivos pro-oxidantes, de acuerdo a las
condiciones ambientales, de infraestructura, composicion y manejo de residuos en
la Ciudad de México. En este trabajo las muestras plasticas se sometieron a un
proceso de degradacion oxidativa, posteriormente dichas muestras fueron
sometidas a un proceso de biodegradacion por medio de compostaje con residuos

sélidos organicos.

Para evaluar la degradacién se consideré el porcentaje de elongacion antes de la
ruptura y el indice de carbonilo. La ecotoxicidad se evalud para el crecimiento de
pasto. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que evaluar la
degradabilidad de plasticos oxo-degradables previamente oxidados en un sistema
de compostaje de residuos sélidos organicos puede ser una opcion confiable y
econdémica para sustituir a los sistemas de compostaje controlado, tomando como
parametro de evaluacion alguna propiedad mecanica o quimica, las cuales son

pruebas de facil acceso en México (Rabell, 2012).
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consorcios de microorganismos los cuales son capaces de degradar el LDPE,
para lograr dicho aislamiento se usaron medios de cultivo, en los cuales la Unica

fuente de carbono disponible era el PE.

Para lograr el aislamiento se partié de plasticos enterrados por aproximadamente
20 afnos, su posterior cultivo en medios liquidos y sélidos, asi como la observacion
mediante microscopia Optica y electronica de barrido. La identificacion de los
microorganismos se realiz6 basandose en las caracteristicas macroscoépicas y de
crecimiento en medios especificos, lograndose la identificacién de tres grupos de

microorganismos: hongos, levaduras y bacterias.

La mayor capacidad para degradar el PE se observé en un consorcio conformado
por hongos y levaduras en un medio de cultivo liquido con agitacion constante. Se
concluye que los consorcios microbianos forman una biopelicula sobre el
polimero, la cual es la responsable de la biodegradacién de dicho material
(Gutiérrez, 2013).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los aditivos pro-oxidantes presentes en peliculas de
polietileno sobre la comunidad microbiana de composta, mediante la cuantificacion
de bacterias mesofilicas y termofilicas e identificar a los hongos y las bacterias
presentes en el proceso de compostaje durante la biodegradacion de peliculas de
polietileno de baja densidad (pLDPE), elaboradas con aditivos pro-oxidantes

(estearato de manganeso y estearato de cobalto).

OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar si existe algun efecto de los aditivos pro-oxidantes utilizados en
la elaboracién de las pLDPE, sobre la densidad de bacterias termofilicas y
mesofilicas aisladas de la composta utilizada en el proceso de
biodegradacion.

» Aislar los hongos y las bacterias presentes en la composta madura antes y
durante la biodegradacion de pLDPE elaboradas con aditivos pro-oxidantes
(estearato de manganeso y estearato de cobalto).

» ldentificar mediante la técnica de PCR, las especies de las bacterias
aisladas a partir de la composta utilizada en el proceso de biodegradacion
de pLDPE, elaboradas con aditivos pro-oxidantes (estearato de manganeso
y estearato de cobalto).

» Identificar mediante observacion micro y macroscopica, los hongos aislados
a partir de la composta utilizada en el proceso de biodegradacién de pLDPE
elaboradas con aditivos pro-oxidantes (estearato de manganeso y estearato

de cobalto).
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En la presente tesis se utilizaron peliculas de LDPE (pLDPE) elaboradas con
dos diferentes aditivos pro-oxidantes sometidas a un proceso de
biodegradabilidad por compostaje. Se determiné la densidad celular de las
bacterias mesofilicas y termofilicas y se llevo a cabo el aislamiento de cultivos
bacterianos y de hongos filamentosos para su posterior identificacion, dicha
identificacion se llevd a cabo mediante observacion de caracteristicas
macroscopicas para los hongos y para el caso de las bacterias mediante el uso

de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para llevar a cabo la simulacion de un proceso de compostaje, se realizo el
montaje de una serie de reactores aerobios, los cuales contenian composta de
poda madura proveniente de los jardines del campus Ciudad Universitaria (CU)
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). El proceso de
biodegradacién se llevo a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio por
55 dias (Figura 12).

s A

Figura 12: Arreglo de reactores utilizados para la biodegradacion de peliculas de LDPE (pLDPE) elaboradas con dos
diferentes aditivos pro-oxidantes.
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Las peliculas de LDPE utilizadas en el experimento, fueron elaboradas con dos
diferentes aditivos pro-oxidantes: estearato de manganeso (Mn) en un
porcentaje de 0.2% y estearato de cobalto (Co) en un porcentaje de 0.1%
(Figura 13 A). Las cuales fueron fabricadas expresamente para el experimento

(datos presentados en otras tesis del mismo proyecto).

Figura 13: A) Perlas de polietileno mezcladas con aditivos por-oxidantes. B) Horno marca Felisa en el cual se sometieron a
termo-oxidacion las peliculas elaboras con aditivos pro-oxidantes.

Para fines practicos se les asignharon las siguientes claves: pLDPE+Mn vy
pLDPE+Co. Dichas pLPDE fueron sometidas previamente a un pretratamiento
de termo-oxidacion en un horno marca Felisa modelo: FE-2912 a una
temperatura de 50°C (Figura 13 B), las pLDPE+Mn por 16 dias y pLDPE+Co
por 21 dias.

En la Figura 14, se muestra el diagrama que incluye las etapas del proceso
mediante el cual se llevé a cabo el aislamiento y posterior identificacion, de los
hongos y bacterias a partir de la composta utilizada para el proceso de
biodegradacion de las pLDPE+Mn y pLDPE+Co.
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS Y
BACTERIAS PRESENTES EN COMPOSTA

1

Montaje de reactores con compostamadura y ‘

pLDPE
]
Muestreo de reactores
|
I I

| I
Aislamiento de bacterias Aislamiento de Hongos
Filtracion en membrana Siembra directa

| b \
L‘ Conteo ‘ Resiembra ‘

I | 1
L‘ Resiembra ‘ Aislamiento ‘

l
L Aislamiento

Identificacion

1
b Extraccion de ADN ‘
1
PCR \

\
L Identificacion
(secuenciacion)

Figura 14: Metodologia empleada para el asilamiento e identificacion de bacterias y hongos presentes en
composta, durante un proceso de biodegradacion de pLDPE elaboradas con aditivos pro-oxidantes: estearato
de manganeso y estearato de cobalto.
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¢ Montaje de reactores con composta de poda madura y pLDPE

Los reactores utilizados fueron frascos de vidrio con capacidad de 1.8 L (Figura
15). A cada reactor se le adicionaron 230 g de composta. Posteriormente los
reactores fueron conectados a un sistema de aireacion en un bafio de agua
previamente fabricado con acrilico, el cual se mantuvo a 55°C durante todo el
experimento. El sistema de aireacion se acondiciono realizando dos orificios en los
tapones de hule usados para tapar los reactores, a dichos tapones se les se
insertaron mangueras que servirian para permitir la circulacion del aire dentro del
sistema. Las manguera provenientes de los reactores fueron conectadas a
contenedores de plastico con capacidad de 1L, los cuales contenian 700 mL de
hidroxido de Sodio (NaOH) en donde se atrapoé el diéxido de carbono generado en

los reactores durante el proceso de biodegradacion.

DU L LY X4
Srsnnnnan

Figura 15: Frasco de vidrio, ejemplo de los utilizados como reactores.
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Una vez montados los reactores, la composta se someti6 a un proceso de
estabilizacion en el bafio de agua (aproximadamente una semana a 55°C).
Posteriormente, las pLDPE+Mn y pLDPE+Co previamente termo-oxidadas fueron
adicionadas a la composta, se homogeneiz6 todo el material y se conectaron los
reactores nuevamente al sistema de aireacion en un bafio de agua a 55 °C. El

experimento tuvo una duracion de 45 dias.
e Muestreo de reactores para el aislamiento de hongos y bacterias.

Una vez estabilizado el sistema, se tom6é una primera muestra de 0.5 ¢
aproximadamente de composta, utilizando una espatula de cuchara. Esta muestra
se consideré6 como muestra del dia uno. Posteriormente (dentro del dia uno) se
colocaron las peliculas de polietileno dentro de los reactores para su interaccion
con la composta. Se dejaron transcurrir 15, 30 y 45 dias naturales, en los cuales
se tomaron las muestras para el aislamiento de hongos y bacterias (por
duplicado), aplicando el mismo procedimiento que para la muestra del dia uno
(Figura 16).

£

g v

Figura 16: Muestras de composta, antes de ser homogeneizadas con el agua de dilucion.
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BACTERIAS
e Cuantificacion de bacterias

La cuantificacion de bacterias se realiz6 mediante la técnica de filtracion en
membrana. Para ello, se pes6 0.1 g de la muestra, la cual se colocé en frascos de
dilucion que contenian 99.9 mL de agua de dilucion estéril y se mezclo;
posteriormente se realizaron diluciones tomando 1 mL de muestra y colocandola
en un tubo con 9 mL de agua de dilucidn estéril para llevar a un volumen final de
10 mL (Figura 17). Al concluir la serie de diluciones, se tom6 1 mL de cada
dilucion y se filtr6 por una membrana de celulosa con ayuda de un equipo de
filtracion, este paso se realiz6 dos veces por cada dilucion. Previo a filtrar la
muestra, se colocé agua de dilucion (aproximadamente 10 mL) con la finalidad de
humedecer la membrana y que al colocar la muestra esta cubriera toda la
superficie de la membrana y no solo una parte. Las membranas sobre las cuales
se filtraron las muestras fueron transferidas a cajas Petri que contenia agar cuenta

en placa y estas fueron incubadas a 36°C para las bacterias mesofilicas y 55°C

/i

para las bacterias termofilicas.

Figura 17: Frascos de dilucion con muestra de composta, previo a su homogeneizacion. Las letras L, My N
son algunas de las claves asignadas a las muestras tomadas de los reactores.
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Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se llevdé acabo el conteo de las
colonias. Los resultados de la densidad celular de bacterias se expresa como
Unidades Formadoras de Colonias (UFC), siguiendo lo recomendado en la NMX-
AA-102-SCFI-2006 se reportan las diluciones en las cuales se observaron menos
de 100 UFC, con los calculos respectivos para reportar UFC por gramo de
muestra (UFC/qg) utilizando la siguiente formula:

namero de colonias

UFC = X1
volumen de muestra 6 dilucion g

Se registré la morfologia colonial y se aislaron las colonias que presentaron

morfologias diferentes.

e Aislamiento de bacterias

A partir de los cultivos obtenidos en la técnica de filtracion de membrana, se
seleccionaron las colonias que presentaban caracteristicas morfolégicas diferentes
(borde, elevacion, color, tamafio, etc). Se llevé a cabo el aislamiento de cada una
de las colonias diferentes y se sembraron en placas de agar nutritivo, estas fueron
incubadas a 36°C para las bacterias mesofilicas y 55°C para las bacterias

termofilicas. A cada aislamiento se le asigné una clave de control de cultivos.

A cada uno de los aislamientos se les realiz6 tincion de Gram, esto con la finalidad
de verificar la pureza de los cultivos mediante la observacién de la morfologia
celular y diferenciar las bacterias Gram positivas de las Gram negativas. En el
caso de no tener cultivos puros se realizaron resiembras en agar nutritivo hasta

obtenerlos.
e Extraccion de ADN (Acido Desoxirribonucleico)

A partir de los cultivos puros, fueron identificadas las bacterias aisladas mediante

técnicas moleculares de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para ello se llevé a cabo la extraccion de ADN gendmico (ADN bacteriano),
siguiendo las indicaciones del protocolo del kit de extraccion: Wizard® Genomic
ADN Purification Kit de la marca PROMEGA Cat. A1120 (Figura 18).
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Figura 18: Kit utilizado para la extraccion de ADN bacteriano.

La extraccion puede resumirse en:

» Suspension de células bacterianas

» Lisis celular

» Precipitacion de proteinas

» Obtencidn, enjuague y rehidratacion del ADN

¢ Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Del ADN gendmico obtenido, fue amplificada la regiéon del gen 16s empleando
la técnica PCR. Las condiciones a las cuales se programo el termociclador se
presentan en la tabla 2. Para ello se seleccionaron los primers universales para
bacteria 24f y 1492r, con las secuencias AGAGTTTGATCMTGGCTCAG vy
TACGGYTACCTTGTTACGACTT, respectivamente, lo anterior se realiz6 en un

termociclador Mastercycler ep gradient S, marca eppendorf (Figura 19).
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Figura 19: Fotografias del Termociclador empleado para la realizacién de la PCR

Las condiciones a las cuales se programé el termociclador fueron:

Tabla 2: Condiciones de trabajo en el termociclador Mastercycler ep gradient S

Etapa Temperatura  Tiempo
(°C)
Desnaturalizacion 95 10 min
Desnaturalizacion 95 1 min
. 7 Estas etapas se
Alineacion 55 30s llevaron a cabo 35
Extension 72 1.5 min veces.
Extension final 72 10 min

e |dentificacion de bacterias

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados para su secuenciacion al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Para la identificacién de las bacterias se
compararon las secuencias obtenidas con las reportadas en la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). A partir de la cual se

obtuvo la identificacion de las especies aisladas.
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HONGOS
e Siembra directa para el aislamiento de hongos

A partir de la muestra de composta con y sin pLDPE se realizé una siembra
directa mediante asada utilizando un asa micoldgica. Para ello se utilizé agar
Sabouraud en placa, adicionado con cloranfenicol para evitar contaminacién
bacteriana. Se incubaron a temperatura ambiente por 5 dias (Figura 20). La

siembra directa se realiz6 por duplicado para cada una de las muestras obtenidas.

Figura 20: Cajas Petri con agar Sabouraud adicionado con cloranfenicol, en las cuales se realiz6 la siembra
directa de las muestras de composta.

e Aislamiento

Una vez que se obtuvo crecimiento micolégico (después de los 5-7 dias), se tomo
un indculo y se sembr6 en un tubo inclinado de agar Sabouraud para su

conservacion.
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e Resiembra

A partir del cultivo en tubo, se resembré en placas de agar Sabouraud con la
finalidad de obtener una impronta que se utilizd para la identificacion de los
géneros aislados. La identificacion de los hongos se efectué utilizando tincidon con
azul de algoddn lacto fenol, la cual fue observada en microscopio Optico a un

aumento de 40X.
e Identificacion

La identificacion se efectu6 mediante la observacién de caracteristicas macro y
microscopicas, las cuales fueron contrastadas con las caracteristicas reportadas

en la literatura, para los posibles géneros de los hongos aislados.
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AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Para el aislamiento de los microorganismos, tanto bacterias como hongos, se
tomaron muestras de composta estabilizada (aproximadamente una semana),
considerando ésta como dia uno. Posteriormente, las muestras fueron tomadas
por duplicado después de 15, 30 y 45 dias naturales, las cuales contenia las
pPLDPE elaboradas con dos diferentes aditivos pro-oxidantes (estearato de
manganeso y estearato de cobalto) previamente sometidas a un proceso de

termo-oxidacion.

Una vez realizados cada uno de los muestreos programados, se procedié al
analisis de las muestras. Para el aislamiento y cuantificacién de las bacterias se
utilizé la técnica de filtracion en membrana, los resultados de la densidad celular
de bacterias se expresa como Unidades Formadoras de Colonias por gramo de
muestra (UFC/qg).

CUANTIFICACION DE BACTERIAS

En la grafica 1 se muestra la densidad de bacterias mesofilicas aisladas a partir de
la composta control y de la composta que contenia las pLDPE+Mn y pLDPE+Co.
En la composta control se registré una densidad celular en el orden del 3.9106
(UFC/g) la cual disminuyé a 3.4x10° (UFC/g) después de 30 dias del experimento,
a pesar de esta tendencia, se observé un incremento a 8.50x10° (UFC/g) al

finalizar el proceso, es decir el dia 45.

Para el caso de los reactores con pLDPE+Mn, se observé que la densidad de
bacterias mesofilicas se cuantific6 en el orden del 2.8x10% (UFC/g) la cual se
mantuvo dentro de ese rango durante todo el proceso de biodegradacion, cabe
hacer mencién que los valores registrados para éste caso, fueron superiores (10°
UFC/g) a los encontrados en los reactores que contenian tanto pLDPE+Co y so6lo

composta (control).
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Bacterias mesofilicas
1.0E+09

1.0E+08

1.0E+07

1.0E+06 \"\‘\ —&— pLDPE+Co
\. Composta

1.0E+05 pLDPE+Mn

UFC/g

1.0E+04

1.0E+03
0 10 20 30 40 50

Tiempo (Dias)

Gréafica 1: Resultados del conteo de UFC con la técnica de filtracion en membrana para el caso de las

bacterias mesofilicas

La densidad de bacterias mesofilicas encontrada en la composta adicionada con
pLDPE+Co al inicio del experimento fue de 3.2x10° (UFC/g), el cual disminuy6 a
1.5x10° (UFC/g), lo que evidencia una tendencia descendente en la densidad de
bacterias en presencia de la pLDPE+Co (concentraciones bajas de Co < 0.1%). Es
probable que éste efecto negativo en la densidad de bacterias, pudo haberse
incrementado al haber una mayor concentracion de Co, provocando un efecto

negativo en la comunidad microbiana.

En la grafica 2, se muestran los resultados correspondientes a la cuantificacién de

bacterias termofilicas.
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Gréfica 2: Resultados del conteo de UFC con la técnica de filtracién en membrana para el caso de las

bacterias termofilicas

Para el caso del reactor que sélo contenia composta, se observé una la densidad
de bacterias de 1.25x10% UFC/g al inicio del experimento. Para el dia 45 mostré un
ligero incremento de hasta 3.95x10° UFC/g, con lo cual se muestra que no existio
una variacion considerable en la densidad bacteriana de este reactor; la cual se

mantuvo en el orden de x10% UFC/g, durante los 45 dias de la experimentacion.

En el caso del reactor que contenia las pLDPE+Mn, la densidad inicial de
bacterias se registré en 2.2x10° UFC/g, el valor mas bajo de los tres reactores
(PLPDE+Mn, pLDPE+Co y composta), sin embargo fue aumentando en el
transcurso del tiempo y al finalizar el experimento (45 dias) se registré en 5.4x10°
UFC/g.

Para el reactor con pLDPE+Co la densidad inicial de bacterias fue de 2.1x10°
(UFC/g), la cual disminuyé a 8.1x10°> UFC/g. Estos resultados indican la tendencia
descendente de la densidad de bacterias presentes en el reactor que contenia
pLDPE+Co, la cual es mas evidente en los dias 30 y 45. Este efecto pudo deberse
a la presencia del aditivo de Co, el cual podria inbihibir el metabolismo de las

bacterias, como lo sugirieron Fontanella et al. en el afio 2010.
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El aislamiento de las bacterias se realizd a partir de los cultivos obtenidos de la
cuantificacion bacteriana. Posteriormente se corroboré que los cultivos estuvieran
puros, de no ser asi, se hicieron las resiembras necesarias hasta obtener cultivos

de bacterias totalmente puros (Figura 21).

Figura 21: Imagenes de bacterias aisladas a partir de la composta madura que fue utilizada para el proceso de
biodegradacion de las pLDPE+Mn y pLDPE+Co. En estas imagenes podemos observar diferentes tipos de
morfologias, podemos notar que en cada imagen, la cual corresponde a un aislamiento distinto, sélo se
observa un tipo de morfologia colonial, lo cual es indicativo de un cultivo puro.

A cada uno de los aislamientos se les realiz6 tincion de Gram, esto con la finalidad
de determinar el grupo de bacterias al que pertenecian, es decir, diferenciar las
bacterias Gram positivas de las Gram negativas. La tincion de Gram, también
permitid confirmar la pureza de los cultivos aislados, en algunos casos se lleg6 a
observar la presencia de posibles esporas (Figura 22), dicha presencia se verificd
con una tincion de esporas (Figura 23), las cuales son caracteristicas de algunos
géneros de bacterias como en el caso del género Bacillus.

INSTITUTO 60
DE INGENIERIA

UNAM



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

=
G-
s

Figura 22: Iméagenes de tinciones de Gram vistas al microscopio éptico con el objetivo de 100X, en los
recuadros A, C, D, E y F se observan bacterias de tipo Gram positivas, mientras que en B se logran visualizar
bacterias de tipo Gram negativas, en B y D se observan bacilos agrupados en cadenas. En la imagen F se
logra observar la presencia de posibles esporas.
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Figura 23: Imagenes de tinciones de esporas, vistas al microscopio optico con el objetivo de 100X, en las
cuales podemos observar endosporas (A, B, C, D, E y F), células vegetativas (A, B, C, D, Ey F) y algunas
esporas libres (F).
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muestreo tuvo un comportamiento particular. En la grafica 3 se representa la
relacion entre la cantidad de cultivos bacterianos aislados y los dias de tratamiento

transcurridos.

En los reactores que contenian pLDPE+Co se observO mayor numero de
aislamiento diferentes en los dias 1 y 15; sin embargo, después del dia 15 se da
un cambio en esta relacion observdndose mayor nimero de aislamientos en las
muestras pertenecientes a los reactores que contenian pLDPE+Mn. Esto se debid
probablemente a que durante el proceso de biodegradacion, la composta que
contenia las pLDPE+Co empez6 a tener un efecto téxico o negativo en la
comunidad microbiana, particularmente en las bacterias; el cual no permitio el

desarrollo de mayor diversidad de especies bacterianas.

CULTIVOS BACTERIANOS AISLADOS  —@—PE+Co

—&—PE+ Mn
11

10

. 4‘//////*

1 15 30 45
DIA

CANTIDAD DE CULTIVOS
BACTERIANOS
w »» U1 O N 0O O
®

Gréfica 3: Cantidad de cultivos bacterianos aislados a partir de los reactores que contenian las pLDPE+Mn y
pLDPE + Co.

IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Una vez que se obtuvieron los cultivos puros, se procedio a realizar la extraccion
de ADN, con el ADN obtenido se realiz6 un procedimiento de electroforesis (Figura
24) en gel de agarosa (al 1.0 %), con el cual se logré verificar la presencia o
ausencia de ADN gendmico. Para la visualizacion del ADN en el gel de agarosa
con luz UV se utilizd GelRed™ (el cual fue agregado al gel de agarosa durante su

preparacion).
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Figura 25: Fotografia del equipo empleado para medir la concentracion de ADN (NanoDrop 2000).
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Para tener mayor precision y certeza en las mediciones de la concentracion de las
muestras de ADN se utilizé un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Figura 25) con
el cual se corroboraron las mediciones. Posteriormente se efectuaron los célculos
necesarios para que en las reacciones de PCR se utilizaran de 25 a 50 ng de

ADN, cantidad recomendada para una 6ptima actividad de la enzima utilizada.

Una vez obtenidos los productos de la PCR, estos se colocaron y corrieron en un
gel de agarosa (1.0%) [Figura 26] posteriormente se purificaron a partir de este,

mediante el uso del kit de purificacion GenElute™ de Sigma-Aldrich.

10000 pb
1500 ph

250 po

10000 ph
1500 ph

250 pb

Figura 26: Gel de agarosa a partir del cual fueron purificados los productos de la
PCR.

Los productos purificados se enviaron para su secuenciacion al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (IBT), posteriormente se recibieron los datos obtenidos
de la secuenciaciéon y fueron comparados con la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Los datos obtenidos se encuentran

reportados en la tabla 3.
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Tabla 3: Microorganismos aislados a partir de composta usada para la biodegradacion de
p LDPE

% de
Procedencia Organismo identida E- value
d

No. de

acceso NCBI

Garacterizacion | 2 Bacillus subtilis 94%  1e-171 NC_000964.3
subsp. subtilis

Desulfatibacillum

Caracterizacion 5 )
alkenivorans

96% 0.91 NC_011768.1

Fibrobacter
Caracterizacién 11 succinogenes subsp. 100% 0.96 NC_013410.1
succinogenes

Bacillus subtilis

Co-1 34 subsp. subtilis

95% 0.0 NC_000964.3

Co-1 36 sl gLl 91%  2e-77  NC_000964.3
subsp. subtilis

Comp-1 42 Bacillus licheniformis 90% 3e-27 NC_006322.1

Mn-1 45 2l sl 87% 0.0  NC_000964.3
subsp. subtilis -

Mn-15 48 Bsiggr‘jsssu“gﬂ:? 84% 4e-33  NC_000964.3

Mn-15 49 2Els 74%  3e-169 NC_009725.1
amyloliquefaciens -

Comp-15 51 Bacillus megaterium 96% 0.0 NC_014103.1

Comp-1 57 Zi%'!;s ;’u“é’tﬂi'f 88%  3e-153 NC_000964.3

Comp-15 58 Bacillus subtilis 97% 00  NC_000964.3
subsp. subtilis -

Comp-15 64 Geobacillus 73%  4e-30  NC_009328.1

thermodenitrificans

Co-30 70 Bacillus pumilus 89% 29 NC_009848.1

Co-30 71 Bacillus licheniformis 94% 0.0 NC_006322.1

Comp-30 74 Edwardsiella tarda 89% 2.8 NC_020796.1

Geobacillus 0
Mn-30 77 thermodenitrificans 83% 3e-15  NC_009328.1
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Tabla 3: Microorganismos aislados a partir de composta usada para la biodegradaciéon de
p LDPE (Continuacién)

o0 No. de
Procedencia  Clave Organismo identida E- value .
d acceso NCBI
Co-30 80 iz b 78% 2e-06 NC_016593.1
thermoleovorans
Comp-30 83 Geobacillus sp. 95% 0.0 NC_012793.1
Comp-30 92 Bacillus cytotoxicus 84% le-93 NC_009674.1
Co-45 95 Bacillus subtilis 93%  2e-173 NC_000964.3
subsp. subtilis
Co-45 99 ol e 82% 00  NC 016593.1
thermoleovorans
Comp-45 104 Geobacillus 78%  1e-114 NC_015660.1
thermoglucosidasius
Comp-45 106 Geobacillus 95% 00  NC_015660.1
thermoglucosidasius
Mn-45 113 Bacillus licheniformis 76% 7e-11 NC_006322.1
Mn-45 114 LB el 94% 0.0  NC_000964.3
subsp. subtilis -
Mn-15 127 Bacillus subiilis 90% 7e-129 | NC_000964.3

subsp. subtilis

Se identificaron trece especies bacterianas diferentes. La bacteria Bacillus subtilis
subsp. subtilis se aisl6 tanto del reactor que contenia sélo composta como de los
gue contenian peliculas con aditivos pro-oxidantes (control, pLDPE+Mn vy
pLDPE+Co). Se observé que la diversidad de especies bacterianas se mantuvo
durante el proceso, de tal manera que no hubo efecto negativo para el desarrollo

de las diferentes especies encontradas.
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s
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS
En lo referente al aislamiento e identificacion de hongos, se observo la presencia
de tres géneros diferentes de hongos, los cuales corresponden a: Aspergillus sp.,
Rhizopus sp. y Mucor sp.. Lo anterior se realiz6 mediante la observacion y
comparacion de las caracteristicas microscopicas de las muestras obtenidas
(Figuras 27-32).

Los géneros de hongos identificados estuvieron presentes en los tres tipos de
reactores (control, pLDPE+Mn y pLDPE+Co) al inicio del experimento. No
obstante en el caso de Aspergillus sp. fue posible aislarlo a los 15 dias del
experimento. Sin embargo no se logro su aislamiento en los muestreos de los dias
30y 45.

Figura 27: Comparacion de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como (3,
sembrado en agar Sabouraud. B) Imagen de un hongo del género Aspergillus fumigatus (Obtenida de: Bonifaz
A., 2012). En ambos casos se observa desarrollo de colonia plana de aspecto aterciopelado de color verde
con halo blanco.
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Figura 28: Comparacion de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como 3, visto al
microscopio 6éptico con un aumento de 40X. B) Imagen microscopica de un hongo del género Aspergillus
fumigatus (Obtenida de: Bonifaz A., 2012). En ambas imagenes se observan cabezas aspergilares con
microconidios redondos.
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Figura 29: Comparacion de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como A3, visto
al microscopio Optico con un aumento de 40X. B) Imagen microscopica de un hongo del género Rhizopus sp.
(Obtenida de: Bonifaz A., 2012). En ambas imégenes se observa esporangio con esporangiosporas.
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Figura 30: Comparacion de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como B2, visto
al microscopio optico con un aumento de 40X. B) Imagen microscépica de un hongo del género Mucor sp.
(Obtenida de: Bonifaz A., 2012). En ambas imagenes se observa esporangio con endosporas redondas.

Figura 31: Comparacién de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como B3,
sembrado en agar Sabouraud. B) Imagen de un hongo del género Rhizopus sp. (Obtenida de: Bonifaz A.,
2012). En ambas imagenes se observa un crecimiento velloso-algodonoso, de color blanco con tonos
grisaceos.
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Figura 32: Comparacion de fotografias de hongos. A) Imagen del hongo aislado e identificado como B3, visto
al microscopio 6ptico con un aumento de 40X. B) Imagen microscépica de un hongo del género Rhizopus
sp.(Observada con aumento de 10X) (Obtenida de: Bonifaz A., 2012). En ambas imagenes se observa
esporangio con esporangiosporas.
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CONCLUSIONES

Se observd que la densidad bacteriana determinada en la composta con
pLDPE+Mn se mantuvo constante durante todo el experimento.

La composta con pLDPE+Co (Co < 0.5%) mostré una ligera disminucién
(un logl1l0) en la densidad bacteriana. Este efecto pudo deberse a la
presencia del aditivo de Co, la cual puede ser negativa para el desarrollo de
las bacterias.

De las 27 muestras analizadas, se identificaron trece especies bacterianas
diferentes, siendo Bacillus subtilis subsp. subtilis. la que se aislo tanto del
reactor que so6lo contenia composta, como de los que contenian peliculas
con aditivos pro-oxidantes (pLDPE+Mn y pLDPE+Co).

Se concluye que la diversidad de especies bacterianas se mantuvo durante
el proceso, de tal manera que no hubo efecto negativo por la presencia de
los aditivos pro-oxidantes.

Los hongos identificados fueron: Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp. y
Mucor sp. Los cuales estuvieron presentes en los tres tipos de reactores
(control, pLDPE+Mn y pLDPE+Co) al inicio del experimento; Aspergillus
fumigatus fue aislado en el muestreo de los 15 dias posteriores, no asi a los
30 y 45 dias del proceso.

No es contundente la participacion de Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp. y
Mucor sp. en el proceso de biodegradacion de pLPDE.

INSTITUTO 72
DE INGENIERIA

UNAM



i ML R 7

7

f ’ ﬁa

BIBLIOGRAFIA

1. Alauddin M., Choudkury I. A., Baradie M. A., Hashmi M. S. J.; Plastics and
their machining: a review. Journal Materials Processing Technology. 1995,
volume 54, pp. 40-46.

2. Ammala A., Bateman S., Dean K., Petinakis E.,Sangwan P.,Wong S.,Yuan
Q.,Yu L., Patrick C., Leong K.H., An overview of degradable and
biodegradable polyolefins, Progress in Polymer Science, 36: 8, 1015-1049,
2011.

3. ANIPAC (Asociacion Nacional de la Industria del Plastico A. C.) [En linea].
México D. F. Boletin: Estadisticas del sector plastico. Materia Prima
Petroquimicas (Resinas). Reporte 01-04-04-11. http://www.anipac.com
México 2011. Fecha de consulta: Febrero 2015.

4. Billmeyer Fred W. Jr. Plasticos y elastomeros hidrocarburados en Ciencia
de los polimeros. Editorial Reverte. Barcelona, Espafia.1978. p.p. 385-390.

5. Bolsas de plastico, mal que dura hasta mil afios. En Informador.mx:
http://www.informador.com.mx/mexico/2009/79222/6/bolsas-de-plastico-
mal-que-dura-hasta-mil-anos.htm

6. Bonifaz A. Micologia médica basica. Cuarta edicién. McGraw-Hill
Educacion. México, D.F. 570 pp. 2012.

7. Bou G. Meétodos de identificacion bacteriana en el laboratorio de
microbiologia. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. 2011; 29
(8): p. 601-608.

8. Castillo Rodriguez Francisco. Biotecnologia ambiental. Editorial Tébar.
Madrid, Esparia. 2005.

9. Cataldo F, Ricci G, Crescenzi V. Ozonization of atactic and tactic polymers
having vinyl, methylvinyl, and dimethylvinyl pendant groups. Polym Degrad
Stab 2000, volume 67:421-426.

10.Cataldo F. Ozone interaction with conjugated polymers - |. Polyacetylene.
Polym Degrad Stab 1998; 60: 223-231.

11.Cataldo F. Ozone interaction with conjugated polymers - Il
Polyphenylacetylene. Polym Degrad Stab 1998; 60: 233-237.

INSTITUTO 73
DE INGENIERIA

UNAM


http://www.anipac.com/
http://www.informador.com.mx/mexico/2009/79222/6/bolsas-de-plastico-mal-que-dura-hasta-mil-anos.htm
http://www.informador.com.mx/mexico/2009/79222/6/bolsas-de-plastico-mal-que-dura-hasta-mil-anos.htm

i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

Lond. B 271. 1251-1262. 2004.

13.Cerillo Galan Juan José, Sintesis y caracterizacibn de carboxilatos
metalicos, departamento de Ingenieria Quimica, EPSEVG, 2009.

14.Charest, M.H., Antoun, H., and Beauchamp, C.J. Effects of the humic
substances of de-inking paper sludge on the antagonism between two
compost bacteria and Pythium ultimum Bioresour. FEMS Microbiology
Ecology., 2005, vol. 52, pp. 219-227.

15.Chiellini E., Corti A., D’Antone s., Baciu R., Oxo-biodegradable carbon
backbone polymers- Oxydative degradation of polyethylene under
accelerated test conditions, Polymer Degradation and Stability, 91: 11,
2739-2747, 2006.

16.Clarridge Il JE. Impact of 16S rRNA Gene Sequence Analysis for
Identification of Bacteria on Clinical Microbiology and Infectious Diseases.
Clin Microbiol Rev. 2004; 17: 840—-862.

17.Cooperband Leslie. The Art and Science of Composting. A resource for
farmers and compost producers. Center for Integrated Agricultural Systems,
University of Wisconsin-Madison. 2002

18.Cristan Arturo, Ize Irina y Gavilan Arturo. La situacion de los envases de
plastico en México. Gaceta Ecologica No. 69. INE-SEMARNAT. México.
2003. pp. 67-82.

19.Crowe M., Nolan K., Collins C., Carty C., Donlon B. y Kristoffersen M. 2002
Biodegradable municipal waste management in Europe. Part 3: Technology
and market issues. European Environment Agency, p. 32.

20.Davis G., Read A., Bulson H., Harrison D., Billett E., Open windrow
composting of polymers: An investigation into the rate of degradation of
polyethylene, Resources, Conservation and Recycling, 40:4, pp 343- 357,
2004.

21.De Necochea Rosalia y Canultec Juan Carlos. Secuenciacion de &cidos

nucleicos. Instituto de Biotecnologia-UNAM. Cuernavaca, Mor. 2004.

INSTITUTO 74
DE INGENIERIA

UNAM



i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

and Technology. Waste management series. Elsevier. Amsterdam. 2007.

23.Diaz. L. El reciclado del polietileno en el contexto del desarrollo sustentable.
Facultad de estudios Superiores Zaragoza, UNAM, México, D.F, 2007.

24.Edwards Clive A. and Arancon Norman Q. The utilization of vermicomposts
in horticulture and agricultura. Soil Ecology Laboratory, The Ohio State
University, Columbus, Ohio, U.S.A. 2007

25.Encarnacion G., Ana Paulina Avila A. P., Campos A. J. y Solérzano G.
Estudio comparativo de bolsas de plastico degradables versus
convencionales mediante la herramienta de Analisis de Ciclo de Vida.
Direccibn de Investigacion en Residuos y Sitios Contaminados.
SEMARNAT. 2009.

26.Epstein E. The science of composting. CRC Press LLC. Estados Unidos de
América. 1997

27.FAO. Marcadores moleculares: una herramienta para explorar la diversidad
genética. Disponible en: www.fao.org/docrep/012/a1250s/a1250s17.pdf

28.Fontanella S., Bonhomme S., Koutny M., Husarova L., Brusson J. M.,
Courdavault J. P., Pitteri S., Samuel G., Pichon G., Lemaire J., Delort A. M.
Comparison of the biodegradability of various polyethylene films containing
pro-oxidant additives. Polymer Degradation and Stability 95. 1011-1021.
2010

29.Gilding DK. Biodegradable polymers. In: Willams DF, editor.
Biocompatibility of clinical implant materials, vol. Il. Boca Raton, Fla., CRC
Press, 1981 [chapter 9].

30.Giménez A.,Gea V., Huerta O., Lopez M. y Soliva M. 2005. Il congreso
sobre residuos biodegradables y compost: El reto de fomentar el consumo
de los productos finales. Sevilla

31.Gobernado M. y Lépez-Hontangas J.L. Identificacion bacteriana.
Enfermedades infecciosas y Microbiologia Clinica. 2003; 21 (Supl. 2): p. 54-
60.

INSTITUTO 75
DE INGENIERIA

UNAM


http://www.fao.org/docrep/012/a1250s/a1250s17.pdf

i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

Cambridge University Press, 1985.

33.Gurtler V, Stanisich VA. New approaches to typing and identification of
bacteria using the 16S-23S rADN spacer region. Microbiol. 1996; 142: 3-16

34.Gutiérrez J. Biodegradacion de polietileno de baja densidad por consorcios
microbianos. Facultad de estudios Superiores Zaragoza. UNAM. México,
D.F. 2013.

35.Hassen A., Belguith K., Jedidi N., Cherif A., Cherif M. and Boudabous A.
“Microbial characterization during composting of municipal solid waste”.
Bioresource Technology, 2001, Vol. 80, no.3, pp 217-225.

36.Haugh. The Practical Handbook of compost Engineering. Lewis publishers
ISBN 0873713737; The Animal By-Products, 2002, pp. 374.

37.Hernandez G. Identificacion de bacterias del género Salmonella mediante la
secuenciacion de ADN de nueva generacion. Universidad Nacional
Auténoma de México. Facultad de Quimica. 2014.

38.Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI). Anuario estadistico y
geografico de los Estados Unidos Mexicanos 2013. 2014.

39.Jensen JPT, Kops J. Photochemical degradation of blends of polystyrene
and poly (2, 6-dimethyl-1, 4-phenylene oxide). Journal of Pol-ymer Science:
Polymer Chemistry Edition 2003, Vol. 18, issue 8, pp. 2737-2746.

40.Khabbaz F, Albertsson AC, Karlsson S. Chemical and morphological
changes of environmentally degradable polyethylene films exposed to
thermo-oxidation. Polym. Degrad. Stabil. 1999; 63: 127-138.

41.Koneman E. Diagndstico microbioldgico: texto y atlas en color. 62 edicion.
Editorial Médica Panamericana. Buenos Aires, 2008.

42.Kronenthal R. L. Biodegradable polymers in medicine and surgery. In:
Kronenthal R.L, Oser Z, Martin E, editors. Polymers in medicine and
surgery. New York, Plenum Press, 1975. pp. 119-137.

43.LA INDUSTRIA DEL PLASTICO EN MEXICO. Revista Ingenieria Plastica

en:

INSTITUTO 76
DE INGENIERIA

UNAM



i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

http://www.ingenieriaplastica.com/novedades_ip/instituciones/Anipac/anipac
_indmex.html consultada: 6/02/2015.

44.Landin G. El composteo como opcion para el aprovechamiento de Residuos
organicos en asentamientos irregulares. Facultad de Ingenieria. UNAM.
México, D.F. 2010.

45.Lee B., A.L. Pometto lll, A. Fratzke, et al. Biodegradation of degradable
plastic polyethylene by Phanerochaete and Streptomyces species. Applied
And Environmental Microbiology, 1990, Vol. 57, pp. 678-685.

46.Li J, Guo S, Li X. Degradation kinetics of polystyrene and EPDM melts
under ultrasonic irradiation. Polym Degrad Stab 2006; 89(1): 6-14

47.Limén Margarita, Biodegradacion de polietilieno de baja densidad por
hongos filamentosos. UAM lztapalapa, México, D. F., 2001, 134 pp.

48.Marcilla A, Gomez A, Menargues S, Garcia-Martinez J, Cazorla-Amoros D.
Catalytic cracking of ethylene-vinyl acetate copolymers: comparison of
different zeolites. J Anal Appl Pyrolysis 2003; 68-69:495-506.

49.McPherson M. y Moller S. “PCR”. THE BASICS (Garland Science). Taylor y
Francis Group, UK. Capitulo 1. 2007

50.Misra R. V., Roy R. N. y Hiraoka H. 2003. On-Farm Composting Methods.
Food and Agriculture Organization of the United Nations. Rome, 2003. ISSN
1729-0554.

51.Mohee R., Unmar G.D., Mudhoo A., Khadoo P. Biodegradability of
biodegradable/degradable plastic materials under aerobic and anaerobic
conditions. Waste Management. 28 (2008). 1624-1629.

52.Molla, A.H., Fakhru-Razi, A., Abd-Aziz, S., Hangfi, M.M., Roychoudhury,
P.K., and Akan, M.Z., A potential resource for bioconversion of domestic
wastewater sludge. Bioresour, Technol, 2002, vol. 85, pp. 263-272.

53.Montafio N, Sandoval A. Camargo S, Sanchez J. Los microorganismos:
pequefos gigantes. Elementos 77. 15-23. 2010

54.Montoya H. Microbiologia basica para el area de salud y afines. Segunda
Edicion. Editorial Universidad de Antioquia. Colombia. 2008. 31-42.

INSTITUTO 77
DE INGENIERIA

UNAM


http://www.ingenieriaplastica.com/novedades_ip/instituciones/Anipac/anipac_indmex.html
http://www.ingenieriaplastica.com/novedades_ip/instituciones/Anipac/anipac_indmex.html

i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

Ediciones Mundi-Prensa. Madrid. 2007. 530 pags. pp. 77

56.Neklyudov A. D., Fedotov G. N., Ivankin A. N.. Intensification of Composting
Processes by Aerobic Microorganisms: A Review. Applied Biochemistry and
Microbiology. 2008; Vol. 44 (1): 6-18.

57.Pablos J. L., Abrusci C., Corrales T., Catalina F., Gonzalez A., Lépez-Marin
J., Marin |. Biodegradacién de filmes agricolas basados en polietileno y

aditivos pro-oxidantes. Revista de Plasticos Modernos. 2009, Vol. 98; 639:

198-203.

58.Palmisano AC, Pettigrew CA. Biodegradability of plastics. Bioscience 1992;
42 (9): 680-5.

59.Pérez Carmen. Empaques y embalajes. Red tercer milenio. Estado de
México. 2012.

60.Plasticos - Situacion en 2011. Andlisis de la produccion, la demanda y la
recuperacion de plasticos en Europa en 2010. Disponible en:
http://www.plasticseurope.es/centro-de-conocimiento/publicaciones.aspx

61.Pospisil J, Horak Z, Krulis Z, Nespurek S. The origin and role of structural
inhomogeneities and impurities in  material recycling of plastics.
Macromolecular Symposia 1998, volume 135, pp. 247-63.

62.Rabell M. F. Estudio de la biodegradabilidad y ecotoxicidad de polietileno
formulado con aditivos pro-oxidantes en las condiciones ambientales de la
Ciudad de México. UAM Azcapotzalco. México, D. F. 2012.

63.Ranby B. Photodegradation and photo-oxidation of synthetic polymers.
Journal of Analytical and Applied Pyrolysis 1989, volume 15, pp. 237-247.

64.Riveros F. Uso de tecnologias para el andlisis bioinformatico de datos de
secuenciacion masiva. Universidad Nacional Autonoma de México. Instituto
de Biotecnologia. Cuernavaca Morelos. 2014.

65.Rodriguez y Rosagel. Industria. Los cinco insumos mas utilizados.

Diciembre 2011. Disponible en:
http://www.manufactura.mx/industria/2011/12/29/los-cinco-insumos-mas-
utilizados

INSTITUTO 78

DE INGENIERIA

UNAM


http://www.manufactura.mx/industria/2011/12/29/los-cinco-insumos-mas-utilizados
http://www.manufactura.mx/industria/2011/12/29/los-cinco-insumos-mas-utilizados

i ML R 7

e

BIBLIOGRAFIA

Experiencias en América Latina. Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO). Oficina Regional para América Latina
y el Caribe. Santiago de Chile. 2013.

67.Roy P.K., Surekha P., Rajagopal C., Choudhary V., Effect of cobalt
carboxylates on the photo-oxidative degradation of low density polyethylene,
Part |, Polymer Degradation and Stability 91: 9, 2006.

68.Ruiz B. ¢Papel o plastico? En: ¢(Como ves?, No. 138, mayo 2010.
Universidad Nacional Autonoma de México. pp. 10-14.

69.Sheldrick GE, Vogl O. Induced photodegradation of styrene polymers: a
survey. Journal Polymer Engineering and Science 2004, volume 16, issue 2,
pp. 65-73.
70. Shiralipour A., McConnoll D.B., and Smith W.H., Biomass Bioenergy, 1992,
vol. 3, nos. 3—4, pp. 262—-266 (Chem. Abstr., 1993, vol. 118, no. 58704).
71.Singh B., Sharma N. Mechanistic implications of plastic degradation.
Polymer Degradation and Stability. 2008; 93: 561-584.

72.Tayler DR. Mechanistic aspects of the effect of stress on the rate of
photochemical degradation reactions in polymers. J Macromol Sci Part C
Polym Rev 2004, 44(4):351-388.

73.Teare DOH, Emmison N, Tonthat C, Bradley RH. Cellular attachment to UV
ozone modified polystyrene surfaces. Langmuir 2000; 16(6): 2818-2824.

74.Tharanathan R. N., Biodegradable films and composite coatings: past,
present and future, Trends in Food Science & Technology, 2003, Vol. 14,
issue 71.

75.Tortora G., Funke B., Case C. Introduccion a la microbiologia. 92 edicion.
Editorial Médica Panamericana. Buenos Aires, 2007.

76.Uribe, Diego; Giraldo, Daniel; Gutierrez, Susana y Merino, Fernando.
Biodegradacion de polietileno de baja densidad por accidon de un consorcio
microbiano aislado de un relleno sanitario, Lima, Perd. Rev. peru biol.
[online]. 2010, Vol.17, n.1, pp. 133-136. ISSN 1727-9933.

INSTITUTO 79
DE INGENIERIA

UNAM



BIBLIOGRAFIA

77.Velasco-Velasco, et al. CO2 y dinamica de poblaciones microbianas en
composta de estiércol y paja con aireacion. TERRA Latinoamericana, Vol.
22, Num.3, Julio-septiembre, 2004., pp. 307-316. Universidad Auténoma de
Chapingo, México. ISSN (Version impresa): 0187-5779.

78.Vermicompost. Un abono de alta calidad para mejorar la fertilidad del suelo.
Naturland Internacionales. Disponible en:
http://www.naturland.de/fileadmin/MDB/documents/International/Espanol/06
_ 2011 Vermikompost Homepage ES.pdf. Consultado en Febrero 2015.

79.Wong J.W.C., Fang M., Li G.X., and Wong M.H., Feasibility of Using Coal
Ash Residues as CO-Composting Materials for Sewage Sludge, Environ.
Technol., 1997, vol. 18, no. 5, pp. 563-568.

INSTITUTO 80
DE INGENIERIA

UNAM


http://www.naturland.de/fileadmin/MDB/documents/International/Espanol/06_2011_Vermikompost_Homepage_ES.pdf
http://www.naturland.de/fileadmin/MDB/documents/International/Espanol/06_2011_Vermikompost_Homepage_ES.pdf

	Portada 
	Índice 
	Introducción
	Marco Teórico 
	Antecedentes 
	Objetivos 
	Metodología 
	Resultados y Análisis de Resultados 
	Conclusiones 
	Bibliografía 

