=20

‘ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION DE LA TERMODEGRADACION Y TOXICIDAD
DEL PLASTICO NO BIODEGRADADO PRESENTE EN
COMPOSTA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

JULIETA ELIZABETH JIMENEZ CASTILLO

MEXICO, D.F. 2015




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Pedro Valle Vega

VOCAL: Profesor: Guillermo Amado Molina Gémez
SECRETARIO: Profesor: Maria Teresa Orta Ledesma

ler. SUPLENTE: Profesor: Miguel Angel Hidalgo Torres

2° SUPLENTE: Profesor: Juan Diego Ortiz Palma Pérez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE INGENIERIA AMBIENTAL, EDIFICIO 5, INSTITUTO DE
INGENIERIA, UNAM

ASESOR DEL TEMA:

DRA. MA. TERESA ORTA LEDESMA

SUPERVISOR TECNICO:

M en C. ISAURA YANEZ NOGUEZ

SUSTENTANTE (S):

JULIETA ELIZABETH JIMENEZ CASTILLO



C O NGRE S O R PRI SRS
INTERAWIERI("AWO EL SALVADOR

UNAMONOS PARA CRECER

RESIDUOS SOLIDOS DE LA ASOCIACION
INTERAMERICANA DE INGENIERIA
SANITARIA Y AMBIENTAL

A

ORGANIZACKIN PANAPAERICANA
EL SALVADOR wczan panan

Este trabajo fue presentado en el “VI CONGRESO INTERAMERICANO DE RESIDUOS
SOLIDOS DE LA ASOCIACION INTERAMERICANA DE INGENIERIA SANITARIA Y
AMBIENTAL”, realizado del 19 al 22 de mayo de 2015 en San Salvador, El Salvador.



1.0
1.1
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4
1.1.4.1
1.1.4.2
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.2.5
1.3
1.3.1
1.3.1.1
1.3.1.2
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.3.5
1.3.6
1.3.6.1
1.3.6.2
2.0
2.1

2.1.1
212

iINDICE

RESUMEN

INTRODUCCION

CAPITULO 1 ANTECEDENTES
Plasticos

Polietileno

Peliculas de polietileno

Polimeros biodegradables

Degradacion de polimeros
Termo-degradacion

Biodegradacion

Compostaje

Proceso de compostaje

Técnicas de compostaje

Materia organica

pH

Normativa mexicana

Toxicidad de peliculas de polietileno
Metales pesados

Cobalto

Manganeso

Clase de pruebas de toxicidad

Ensayos de toxicidad segun su respuesta
Ensayos de toxicidad segun su técnica
Curva dosis-respuesta

Modelos de estudio. Bioensayo fitotoxicidad
Germinacion de las plantas

Lechuga

CAPITULO 2 METODOLOGIA
Biodegradacion de peliculas de polietileno termo-degradadas en
reactores aerobios

Obtenciodn de peliculas de polietileno con aditivos pro-oxidantes

Recoleccion de composta y montaje de reactores

Pagina

© oo ~N a N = =<

12
13
13
14
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
21
22
27
28

28
28



213
2.1.31
21.3.2
2.1.3.21
21.3.2.2
21.3.23
2.2
2.2.1
222
223
224
225
2251
2252
2253
2.2.6

3.0
3.1

3.11
3.1.2
3.1.21
3.1.2.2
3.1.2.3
3.2
3.21
3.2.1.1
3.21.2
3.2.1.3
3.3

Biodegradacion en reactores

Produccion de CO»

Caracterizacion de la composta después de la biodegradacion
Humedad

pH

Materia organica

Pruebas de fitotoxicidad

Homogeneizacion de composta con 2.9% de pLDPE

Mezcla de composta sola y con 2.9% de pLDPE vy tierra negra
Siembra de semillas de lechuga

Incubacion

Evaluacién de los efectos téxicos

Porcentaje de inhibicion de la germinacion

Porcentaje de inhibicion de la elongacién de la radicula e hipocdtilo

indice de germinacion
Analisis estadistico
CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

Biodegradacion de peliculas plasticas termo-degradadas en

reactores aerobios

Produccion de CO»

Caracterizacion final de parametros fisicoquimicos
Porcentaje de humedad

pH

Materia organica

Pruebas de fitotoxicidad

Evaluacién de efectos toxicos

Porcentaje de inhibicion de la germinacién
Porcentaje de inhibicion de la elongacion del hipocatilo
indice de germinacion

Uso recomendado de la composta
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APENDICE A iNDICE DE FIGURAS

APENDICE B iNDICE DE TABLAS

30
30
32
32
33
33
35
37
37
37
38
39
39
39
40
40
42
42

42
43
43
44
44
46
46
46
47
49
51
53
55
62
64



RESUMEN

Actualmente, la problematica con los polimeros plasticos se ha incrementado por el
uSO excesivo que tienen y por su gran persistencia en el ambiente. Se han buscado
alternativas mas amigables con el ambiente para evitar o disminuir la
contaminacion. Entre ellas se encuentra la introduccion al mercado de materiales
oxo-biodegradables. Se trata de polimeros como el polietileno de baja densidad
(LDPE por sus siglas en inglés, Low Density Polyethylene) adicionados con agentes
pro-oxidantes (conformados por sales de metal). La presencia de los metales,
acelera la degradacion del polimero pero puede el suelo. Existen estudios acerca
del efecto de dichas sales en la foto- y termo-degradacién de peliculas de polietileno
de baja densidad (pLDPE), sin embargo, no se ha estudiado el efecto en
condiciones de compostaje.

El presente estudio se enfoca en la evaluacion de la toxicidad de los aditivos pro-
oxidantes: estearato de cobalto (Co) y estearato de manganeso (Mn) en composta,
después de un proceso de biodegradacioén de pLDPE con dichas sales. La toxicidad
fue evaluada mediante un bioensayo usando semillas de lechuga (Lactuca sativa
L.) como organismo de prueba. La evaluacion fue hecha con composta de poda
proveniente de la planta de composta de la UNAM. Se sintetizaron pLDPE
adicionadas con las sales de metal y tuvieron un tratamiento de termo-degradacion
durante 16 dias (pLDPE+Mn1, pLDPE+Mn2, pLDPE+Co1) y 21 dias (pLDPE+Co2).
Después se colocaron en reactores aerobios con composta para la biodegradacion
y posteriormente se realizaron las pruebas de toxicidad. Las variables de respuesta
fueron: inhibicion de la germinacion (%), inhibicion de la elongacién del hipocdtilo
(%) e indice de germinacioén (IG). Se construyeron curvas dosis-respuesta para las
variables: inhibicién de la germinacion (%) y elongacién del hipocétilo (%). Se
calculé la concentracion inhibitoria media (Clso) de cada composta con pLDPE. Se
concluyo que la producciéon de CO:2 fue mayor en PeCo1 y PeCo1 lo que indica que
la reaccién de oxidacion fue mas agresiva que en PeMn1 y PeMn2. Respecto a las
pruebas de fitotoxicidad no se observo efecto toxico en la germinacién de L. sativa

L. en ninguno de los casos. La composta con una proporcion 75.89-24.11%



(composta-tierra negra) conteniendo pLDPE+Co2 (termo-degradada previamente
por 21 dias), presento efecto toxico en la elongacion del hipocétilo y ademas se
determind que no cumple con NADF-020-AMBT-2011, la cual indica que con un IG
minimo de 60% la composta puede ser usada. pLDPE+Co2 tuvo un IG de
54.66+3.89 (%), esto se traduce en que la pLDPE+Co2 aporta sustancias toxicas,
particularmente cobalto a la composta por lo que no es recomendable usarla. La
composta conteniendo pLDPE+Co1 y pLDPE+Mn1 y 2 (16 dias termodegradadas),
si cumplen con la normativa y pueden ser usadas en paisajes, areas verdes urbanas
y reforestacion, ya que no se encontraron sustancias téxicas o estan presentes en

muy bajas concentraciones.



INTRODUCCION

Problematica y justificacion

A pesar de ser indispensables para la humanidad, los plasticos como el polietileno
y polipropileno plantean una grave amenaza para el medio ambiente una vez que
se disponen como residuos soélidos urbanos (RSU). Con el uso excesivo del plastico
y la poca atencién respecto a su manejo, ha surgido la necesidad de producir
alternativas biodegradables y materiales que sean amigables con el ambiente y que
tengan las mismas propiedades y caracteristicas funcionales de sus contrapartes

convencionales (Mumatz et al, 2010).

Los plasticos han alcanzado un lugar irreemplazable en la industria de los
empaques y embalajes. El polietileno es practicamente omnipresente y debido a su
alto peso molecular junto con su caracter hidréfobo hacen que la degradacién sea
practicamente nula y muy lenta creando un problema ambiental. Polimeros
degradables son deseables en diversas aplicaciones especialmente en el sector
agricultor y en envases. Han pasado alrededor de 50 anos desde el primer
desarrollo de un plastico degradable. Desde entonces el estudio de aditivos pro-
oxidantes foto- y termo- degradantes ha captado la atencién de los investigadores.
Varias técnicas han sido desarrolladas para lograr hacer al polietileno una estructura
mas degradable en un tiempo menor, siendo lo mas comun, la incorporacion de

ciertos metales de transicion durante su procesamiento (Roy et al, 2006).

Actualmente podemos encontrar en el mercado productos elaborados a partir de
polimeros con aditivos pro-oxidantes (estearato de manganeso y de cobalto),
etiquetados como biodegradables, oxo-degradables, oxo-biodegradables, 100%
degradables y/o 100% biodegradables, dando la apariencia de ser materiales
amigables con el ambiente. Existen estudios sobre el efecto del estearato de
manganeso y de cobalto en la foto y termo degradacién de las peliculas de
polietileno, sin embargo, no se ha estudiado la cuantificacion de la biodegradacion
del polietileno con aditivos pro-oxidantes en condiciones de compostaje. Por lo
anterior, ha surgido la necesidad de evaluar si los aditivos de estearato de
manganeso y de cobalto contribuyen a la biodegradacion de peliculas de polietileno



durante el proceso de compostaje y evaluar el efecto del material biodegradado
(liberacion de cobalto y manganeso) en la composta con pruebas de fito-toxicidad

con semillas de lechuga.

W



OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la toxicidad de peliculas de polietileno de baja densidad (pLDPE)

termodegradadas presentes en composta, mediante una prueba de germinacion de

semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) en condiciones controladas de laboratorio.

Objetivos especificos

Someter el plastico termodegradado a condiciones controladas a nivel
laboratorio dentro de reactores aerobios para acelerar la biodegradacion de

dichos plasticos.

Evaluar la oxidacion de las peliculas plasticas con aditivos pro-oxidantes
termodegradadas y sometidas a biodegradacion en composta mediante la

cuantificacion de COa.

Realizar la caracterizacion de la composta con peliculas plasticas termo- y

biodegradadas para determinar su mejor uso.

Evaluar el efecto de los metales de los aditivos pro-oxidantes de las peliculas
plasticas termodegradadas y sometidas a un proceso de biodegradacion
utilizando pruebas de fitotoxicidad en la composta con germinacion de

semillas de lechuga (L. sativa).

Determinar la toxicidad de la composta a través de un analisis estadistico
(ANOVA y comparacion de medias con el método te Tukey) del Clso de las
variables de respuesta: porcentaje de germinacién y elongacion del hipocatilo

asi como del IG de semillas de lechuga (L. sativa).

HIPOTESIS

Los metales liberados durante la biodegradacion de plastico sometido a un proceso

de compostaje controlado (composta+2.9% de pLDPE), presentan un efecto

potencialmente toxico en las semillas de lechuga L. sativa L.

Vil



CAPITULO 1 ANTECEDENTES

1. 1 Plasticos

Durante las ultimas décadas, el aumento de la poblacion mundial junto con la
demanda de insumos y la necesidad de adoptar mejores condiciones de vida han
llevado a un dramatico aumento en el consumo de polimeros (principalmente
plasticos) que en nuestros dias se han convertido en materiales indispensables,
sustituyendo a los naturales en diversas areas. En 2003 en Europa se estimé un
consumo de 48.8 millones de toneladas de productos plasticos correspondiente a
98 kg per capita que es aproximadamente el doble de la cantidad reportada en 1993
que fue de 64 kg per capita. Mas del 78% de esos productos plasticos corresponden
a los termoplasticos mas conocidos: polietileno de baja y alta densidad,
polipropileno y poliuretanos. Puesto que la duracidén de vida util de los desechos
plasticos es muy pequefia hay un vasto flujo de residuos que ha generado un grave

problema ambiental (Achilias et al, 2007).

Los plasticos son sustancias de origen organico formadas por largas cadenas que
contienen en su estructura carbono e hidrégeno principalmente. Se obtienen
mediante reacciones quimicas y es posible moldearlos mediante procesos de
transformacién aplicando calor y presién. Las poliolefinas convencionales siguen
siendo la primera opciéon para su aplicaciéon en diferentes campos ya que el
polietileno y el polipropileno son baratos, faciles de procesar, mecanicamente

resistentes e inertes (Pérez-Aguilar, 2001).

Durante el afno 2011 el continente asiatico destacé debido a la gran produccion que
tuvo, 36% del total mundial (Japdn, China y resto de Asia). El continente Europeo
participé con un 25% de la produccion mundial quedando en segundo lugar, y en
tercero, los paises que se incluyen en el Tratado de Libre Comercio de América del
Norte (TLCAN) o NAFTA (por sus siglas en inglés North American Free Trade
Agreement), México, Estados Unidos y Canada. En México se produjeron 5.3
millones de toneladas (MTon) de plasticos, lo que representé el 2% de la produccion
total mundial de ese ano (figura 1.1).
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Figura 1.1 Produccion mundial de plasticos por pais y region en 2011.

http://lwww.ptq.pemex.gob.mx/

1.1.1 Polietileno

El polietileno es el polimero mas empleado y, sin duda es el mas popular en todo el

mundo. En 1953 Karl Ziegler, en Alemania, descubrio la forma de organizar las

moléculas de etileno durante la polimerizacion (figura 1.2), mediante el uso de un

catalizador, logrando ademas, utilizar menor presién y temperatura en la reaccién,

de esta manera las moléculas de etileno reaccionan entre si por simple adicion sin

formacion de agua o de otros subproductos para formar una cadena de polimero

que contiene unicamente uniones carbono-carbono.

H H Ili IJ-I
A /
/C:C\ — —I—(Ij—(lj—lﬁ
H H H H
Etileno Polietileno

Figura 1.2 Conversiéon de la molécula de etileno al polimero de polietileno. Fuente:

http://www.pslc.ws/spanish/synth.htm



Los polietilenos son polimeros termoplasticos producidos por procesos de alta y
baja presion usando varios sistemas de catalizadores.
El polietileno puede encontrarse de dos maneras dependiendo del acomodo de las

cadenas moleculares (Diaz-Labastida, 2007).

e Polietileno de alta densidad (figura 1.3): Forma cadenas largas con pocas
cadenas laterales, la densidad se encuentra entre 0.941-0.965 g/cm? a 20°C.
Se utiliza para fabricar un gran numero de articulos por soplado y moldeado

por inyeccion, recipientes para gasolina o aceite y para la extrusién de tubos.

Figura 1.3. Estructura de un Polietileno de alta densidad. Fuente: Fundamentals of Plastics,

—_—_ -

Penton Education Division, 1983.

e Polietileno de baja densidad (figura 1.4). Forma moléculas muy ramificadas
que impiden un empaquetamiento organizado, obligando a ocupar mas
espacio, lo que implica que tenga una menor densidad. Esta se encuentra en
el rango de 0.910-0.940 g/cm?3 a 20°C. Se utiliza como bolsas, peliculas para
envasado de productos alimenticios, como revestimiento de papel y hojas de

aluminio y como material de aislamiento eléctrico.

Figura 1.4. Estructura de un Polietileno de baja densidad. Fuente: Fundamentals of Plastics,
Penton Education Division, 1983.



¢ Polietileno de baja densidad lineal (figura 1.5). la estructura de este polimero
puede tener densidad desde 0.905-0.941 g/cm3. Se usa en forma de
peliculas, peliculas de plastico soplado, rotomoldeo, moldeado por inyeccién
y se usa en embalaje para alimentos, envase de alimentos congelados, tubos
para calefaccion del suelo, tubos cosméticos y farmacéuticos. Tiene mas
ramificaciones que el polietileno de alta densidad, sin embargo es mas rigido

que el polietileno de baja densidad.

Figura 1.5. Estructura de un Polietileno de baja densidad lineal. Fuente: http://www.resinex.es

En 2011, la produccion de polietilenos fue del 35% considerando los de alta y baja
densidad, asi como el de baja densidad lineal. En segundo lugar se encuentra la

produccion de polipropileno, un plastico de estructura mas rigida (figura 1.6).

TECNICOS

PUR 7% T

uP 5%

2%
COP. PS
4%

OTROS
1%

Figura 1.6 Segmentacion de la produccion en México por tipo de plastico en 2011. Fuente:

http://lwww.ptq.pemex.gob.mx/



1.1.2 Peliculas de polietileno

Durante los ultimos veinte afios las peliculas de polietileno de baja densidad
(pLDPE) han sido extensamente usadas como material de empaque y embalaje de
alimentos, productos textiles y como bolsas para cargar (Mumatz, 2010). También
tienen una importante uso en la agricultura, donde se usan peliculas para proteccion
del suelo en las zonas de cultivo, éstos se recubren, modificando asi el
microambiente del suelo controlando de esta forma la humedad y la temperatura,
se reduce la evaporacion del agua, protegiendo contra la erosion y previniendo el
crecimiento de hiervas indeseables asi como el uso excesivo de pesticidas (Kyrikou
et al, 2011).

En 2011 practicamente la mitad de la produccion mexicana de envases destinados
principalmente a la industria alimentaria fue de peliculas plasticas (figura 1.7). En
esta industria las pLDPE son ampliamente usadas como empaques de productos
congelados, de panificacién; como recubrimiento de latas de aluminio que evitan el
contacto directo del metal con el alimento, recubrimiento en los envases tetrapack,
y como tapas flexibles y botellas. Por su punto de fusién elevado es conveniente

usarlo cuando se necesita un sellado térmico (Pérez-Nava, 2008).

Otros
207,000 ___
8%

Productos
Inyectados
294,000
11%

Peliculas
1,162,000
44%

Contenedores
Soplados
965,000
37%

Figura 1.7 Produccién de envases por tipo de producto en 2011. Fuente:

http://www.ptq.pemex.gob.mx/



El polietileno de baja densidad tiene las siguientes caracteristicas, mismas que lo
hacen adecuado para el uso en alimentos: (Pérez-Aguilar, 2001):

e No toxico

e Flexible

¢ Resiste solventes, acidos y bases

e Impermeable al agua

e Poco permeable al vapor de agua y gases

e Economico
A pesar de las muchas ventajas y diversas aplicaciones de los plasticos, se tienen
también efectos secundarios que afectan al ser humano, animales y medio
ambiente. Cuando no se realiza una gestion adecuada de los residuos, aumenta el
riesgo de que estos lleguen a los ecosistemas. Los plasticos representan un
problema grave de disposicion, pues su ligereza y facilidad de transporte en el aire
o el agua. Su presencia en la naturaleza puede ocasionar efectos indeseables (Rios
et al, 2007).

Los plasticos pueden formar una barrera fisica que altera el crecimiento o el
metabolismo de los seres vivos, ocasionando asfixia o estrangulamientos. Esto ha
sido ampliamente documentado y tiene consecuencias graves tanto en plantas
como en numerosas especias de aves, peces y mamiferos. Otro problema es que
se ha comprobado que las particulas de polietileno dispersos en el mar pueden
tener adheridos, hidrocarburos, pesticidas y otros contaminantes persistentes e
hidrofdbicos, asi los plasticos pueden convertirse en vehiculos de ingreso de los
contaminantes cuando son ingeridos por animales y llegar al ser humano (Rios et
al, 2007).

En algunos paises como Republica de Bangladesh el uso del LDPE fue prohibido
por su impacto negativo en la salud y medio ambiente ya que se consideré que el
mal manejo provocaba la obstruccién del alcantarillado y disminucién de la
permeabilidad al agua en el subsuelo (Mumatz, 2010) por lo que es cada vez mas
comun encontrar empaques con la leyenda “biodegradable”.



1.1.3 Polimeros biodegradables
La definicion mas simple de los polimeros biodegradables es que son polimeros
degradados a productos compostables en condiciones ambientales normales
(aerobias y anaerobias) en un periodo de tiempo aceptable después de su vida util.
Existen varias definiciones en la literatura, por ejemplo, en la definicion de la ASTM
D 6400-99 los polimeros deben ser degradados por acciéon de microorganismos
como hongos, bacterias y algas propios del lugar de desecho. En compostaje
producen CO2 y H20, compuestos inorganicos y biomasa. De acuerdo con las
normas ISO, un polimero biodegradable es un material que sufre un cambio quimico
y es hecho por microorganismos. Las normas DIN por otro lado, exigen la

conversion de polimeros en productos del metabolismo microbiano (Karak, 2012).

Los polimeros biodegradables pueden ser divididos en dos grupos: aquellos que
son intrinsecamente biodegradables, cuya estructura quimica lo permite por la
accioén directa de las enzimas tales como la amilasa y aquellos que se convierten
en biodegradables después de uno o mas procesos fisicos o quimicos, como
hidrolisis, fotdlisis o pirolisis (Alvarez, 2014).

En éste contexto se ha estudiado la adicion de aditivos pro-oxidantes con la cual se
pretende generar una fragmentacion acelerada del material plastico con el objetivo
de disminuir su peso molecular, el tamafo de las cadenas del polimero, su caracter
hidréfobo y para la formacion de compuestos mas livianos y labiles a la accién de
los microorganismos y del medio ambiente. Como resultado, las macromoléculas
de desechos presentes en suelo se degradan normalmente y forman microgrietas
en la superficie del material. Debido al aumento de la superficie de contacto, hay
una actividad de intensa fragmentaciéon del polimero debido a los procesos de
oxidacion que hay en la biodegradacion y finalmente se presenta en teoria la

descomposicion del material (Lomakin et al, 2011).

Estos materiales se degradan por una reaccion en cadena donde es primordial el
oxigeno del aire. Los productos primarios son peroxidos que se convierten en
hidroperdxidos y siguiendo con las reacciones mostradas en la figura 1.8 en una
termo- y foto-degradacion, se rompen las cadenas poliméricas resultando en

productos con menor peso molecular como acidos carboxilicos, alcoholes, cetonas

7



e hidrocarburos pequenos que pueden ser posteriormente metabolizados por
microorganismos. La velocidad de degradacion depende del tipo de polimero, tipo
y cantidad de aditivos, posibles pre-tratamientos a bajas temperaturas y otras

condiciones (Kyrikou et al, 2011).

0o’
hv, O, . +0, [
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Cetona wirH,C—C—CHa™ \ hv/ O, OOH
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I P .
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\ /v’
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PE-H- Polietileno

Figura 1.8. Reaccién de oxidacion de polimeros oxo-degradables y subproductos formados.
Fuente: Abrusci et al, 2013

1.1.4 Degradacion de polimeros
La degradacién puede ser considerada como el resultado de varias reacciones
provocadas por el estrés en un ambiente natural (luz, humedad, temperatura) o
artificial. Estos procesos promueven cambios en las propiedades funcionales de los
polimeros causando el rompimiento de enlaces lo que lleva a transformaciones
quimicas. La degradacion se observa en el deterioro de propiedades fisicas como
la mecanica, Optica, color, formacién de grietas y propiedades quimicas que
incluyen el rompimiento de la cadena polimérica y la formacién de nuevos grupos
funcionales. Asi, cuando la degradacion se origina por energia térmica se le

denomina termo-degradacion; si es por energia de radiacion ultravioleta se le



denomina foto-degradacion; y si es por accion de los microorganismos se le

denomina biodegradacioén, (Bussiere et al, 2014).

1.1.4.1Termo-degradacion

La degradacion térmica de los polimeros es un proceso de deterioro molecular que
resulta del calentamiento a altas temperaturas, donde los componentes de la
cadena polimérica comienzan a separarse y reaccionar entre si. Estas reacciones
quimicas que se producen provocan cambios tanto fisicos como quimicos de las
propiedades originales. En la degradacién térmica el calor afecta propiedades
mecanicas, quimicas, fisicas y reoldgicas como peso molecular, cambios de colory
fracturas (Olayan, 1996).

1.1.4.2 Biodegradacion

La biodegradacién puede definirse como la conversion hecha por microorganismos
de un material organico a biomasa, COz2, agua y trazas de productos inorganicos
(minerales) bajo condiciones aerobias y la transformacion a CHs4 y CO2 en
condiciones anaerobias sin dejar compuestos toxicos que puedan ser persistentes
ni fragmentos después de un tiempo. Este proceso representa un fendbmeno
complejo de medir. Un material se considera biodegradable bajo ciertas condiciones
que deben mostrar que es degradado totalmente (o al menos 60%) por
microorganismos y que es seguro para el medio ambiente (Kyrikou et al, 2011).

Los materiales pueden ser considerados como biodegradables si cumplen con los
criterios estandarizados en las organizaciones de normalizaciéon, como las SO,
ASTM, DIN y OCDE. En la tabla 1.1 se presentan algunos procedimientos

internacionales para la medicién de la biodegradabilidad de un material.



Tabla 1.1 Técnicas aceptadas internacionalmente para la medicion de la biodegradabilidad de

un material. Fuente: Kapanen, 2012

Ambiente

Ensayos para la evaluacion de la biodegradabilidad

Acuatico

ISO 14852:1999

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials in an aqueous medium — Method by analysis of evolved
carbon dioxide

ISO 14851:1999

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials in an aqueous medium — Method by analysis of evolved
carbon dioxide

ISO 14853:2005

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials in an aqueous medium — Method by analysis of evolved
carbon dioxide

EN 14047:2003

Packaging. Determination of the ultimate aerobic biodegradability
of packaging materials in an aqueous medium. Method by analysis
of evolved carbon dioxide

EN 14048:2003

Packaging. Determination of the ultimate aerobic biodegradability
of packaging materials in an aqueous medium. Method by
measuring the oxygen demand in a closed respirometer

ASTM D6691-01

Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation of
Plastic Materials in the Marine Environment by a Defined Microbial
Consortium

Composta

ISO 14855-1:2005

Determination of the ultimate aerobic biodegradability of plastic
materials under controlled composting conditions — Method by
analysis of the evolved carbon dioxide

EN 14046:2003

Packing. Evaluation of the ultimate aerobic biodegradability of
packing materials under controlled composting conditions. Method
by analysis of released carbon oxide

EN 14045:2003

Packing. Evaluation of the disintegration of packing materials in
practical oriented tests under defined composting conditions

EN 14806:2005

Packaging. Preliminary evaluation of the disintegration of
packaging materials under simulated composting conditions in a
laboratory scale test

ASTM D5338-98

Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation of
Plastic Materials Under Controlled Composting Conditions

ASTM D5929-96

Standard Test Method for determining Biodegradability of
Materials Exposed to Municipal Solid Waste Composting
Conditions by Compost Respirometry

ASTM D5951-96

Standard Practice for Preparing Residual Solids Obtained After
Biodegradability Standard Methods for Plastics in Solid Waste for
Toxicity and Compost Quality Testing

ASTM D6340-98

Standard Test Methods for Determining Aerobic Biodegradation of
Radiolabeled Plastic Material in an Aqueous or Compost
Environment

Suelo

ISO 17556:2003

Plastics-Determination of the ultimate aerobic biodegradability in
soil by measuring the oxygen demand in a respirometer or the
amount of carbon dioxide evolved

ASTM D5988-96

Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation in
Soil of Plastic Materials or Residual Plastic Materials After
Composting

Lodos

ASTM D5210-92

Standard Test Method for Determining the Anaerobic
Biodegradation of Plastic Materials in the Presence of Municipal
Sewage Sludge
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1.2 Compostaje

Uno de los problemas ambientales de las explotaciones agricolas y de las ciudades
son los desechos solidos organicos que se generan (restos de poda, cosecha, post-
cosecha, pasto, fruta, residuos urbanos) y con frecuencia son la causa de graves
problemas para el medio ambiente y la salud. En estos materiales, se incluyen los
residuos soélidos organicos los cuales representan una amenaza potencial de
contaminacion al medio ambiente si no se les aplica un tratamiento que los haga
mas seguros ya que debido al desconocimiento, falta de espacio adecuado, o de
tiempo, las practicas habituales son la quema, enterramiento o el abandono a la
intemperie para su pudricion. En consecuencia, es importante encontrar un

tratamiento para la proteccién del medio ambiente (Roman et al, 2013).

El composteo es uno de los procesos mas efectivos en el reciclaje de desechos
organicos debido a que proporciona la posibilidad de transformar de manera segura
los residuos organicos en insumos La FAO define como compostaje a la mezcla de
materia organica en descomposicion en condiciones aerobicas que se emplea para
mejorar la estructura del suelo y proporcionar nutrimentos (FAO, 2015). Es un
proceso de degradacidn bioquimica, de un sustrato organico, sélido y heterogéneo,
en condiciones aerobias. Los desechos organicos son estabilizados, los nutrimentos
se hacen disponibles para las plantas, se destruyen los organismos patégenos y se
abaten malos olores (Roman et al, 2013). Su objetivo principal es garantizar un
producto final con caracteristicas homogéneas, que sea no solo seguro para un uso
agricola sino también de un alto valor fertilizante.
Algunas ventajas del uso del compostaje son las siguientes:
e Cierre del ciclo de la materia organica
o Recuperacion y reciclaje de nutrientes
e Reduccion de la cantidad de residuos sélidos urbanos destinados a rellenos
sanitarios e incineracion, evitando problemas de contaminacion de suelos y
mantos acuiferos por lixiviados, ademas de la prevencién de emisiones de

gases de descomposicidon de los residuos en los rellenos al ambiente.
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El compost es un producto de alto contenido nutritivo, protector contra la
erosion y es un mejorador de suelo ya que es un fertilizante natural (Herrera-
Lépez, 2001).

1.2.1 Proceso de compostaje

Las fases por la que los residuos solidos pasan hasta convertirse en composta son

las siguientes:

Etapa mesodfila. Es la primera etapa del proceso de composteo en la cual la
temperatura de los residuos aumenta hasta 40°C debido a la actividad de los
microorganismos presentes que se reproducen y colonizan la superficie del
sustrato iniciando su degradacion. La descomposicion de compuestos
solubles, como azucares, produce acidos organicos por lo que el pH puede
bajar hasta 4.

Etapa termdfila. En esta fase, la temperatura aumenta de 40 hasta 70°C
aproximadamente y las bacterias mesdfilas que iniciaron el proceso
empiezan a ser reemplazadas por bacterias termofilas que facilitan la
degradacion de fuentes mas complejas de carbono como la celulosa y la
lignina y se destruyen la mayoria de patdgenos como E. coli y Salmonella
spp. asi como huevos de helminto Las bacterias termofilas transforman el
nitrogeno en amoniaco por lo que el pH del sustrato se vuelve alcalino.
Etapa de enfriamiento y maduracién. Son las ultimas fases del proceso, la
actividad biolégica de microorganismos termdfilos disminuye paulatinamente
al agotarse las fuentes de carbono y en especial de nitrégeno, de material
facilmente degradable, la temperatura desciende hasta los 40°C y se produce
un segundo reemplazo de microorganismos por los que son capaces de
degradar la celulosa y otros polimeros, pueden aparecer hongos a simple
vista, y los mesodfilos reinician su actividad, el pH se mantiene alcalino.
Después de esto empieza la maduracién de la composta a temperatura
ambiente en la cual existen reacciones de polimerizaciéon de compuestos

carbonados para la formacién de acidos humicos (Roman et al, 2013).
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1.2.2 Técnicas de compostaje

Existen diferentes técnicas de compostaje, la eleccién se basa en el factor

economico, disponibilidad de espacio y produccion. A continuacion se presentan las

mas comunes segun Galicia-Martinez, 2014.

Compostaje en monton: Se basa en la construccion de un montén formado
por las diferentes materias primas y en el que es importante realizar una
mezcla correcta.

Compostaje en silos: Se emplea en la fabricacion de composta poco
voluminosa. Los materiales se introducen en un silo vertical de dos o tres
metros de altura, redondo o cuadrado, cuyos lados estan calados para
permitir la aireacion.

Compostaje en superficie: Consiste en esparcir sobre el terreno una delgada
capa de material organico finamente dividido, dejandolo descomponerse y
penetrar poco a poco en el suelo. Este material sufre una descomposicion
aerobia que asegura la cobertura y proteccién del suelo

Pilas aireadas estaticas: Este sistema consta de pilas formadas por residuos
organicos, mezclados con residuos de jardineria para que se formen
espacios de aireacion. Las pilas formadas no se mezclan ya que cuentan con
una red de tuberia que permite una aireacién forzada necesaria para la

conservacion bioldgica de residuos.

1.2.3 Materia organica

La materia organica del suelo esta conformada por dos grandes grupos. La fraccion

viva que incluye raices, microorganismos y fauna del suelo que participan en la

descomposicion y transformacion de los residuos organicos. Y la fraccion no viva

que incluye hojarasca superficial, raices muertas, metabolitos microbianos y

sustancias humicas. Los residuos humicos son polimeros aromaticos condensados

resistentes a una mayor descomposicion y comunmente se estabilizan en el suelo.

La fraccion de la materia organica que llega a ser estabilizada mediante

mineralizacién, libera nutrimentos minerales que pueden ser absorbidos por las

raices de las plantas. Una vez que un suelo es cultivado, los niveles originales de
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materia organica van disminuyendo paulatinamente, es por esto que la composta
es una gran fuente de materia organica (Julca et al, 2006).
La materia organica tiene importancia fundamental en la fertilidad del suelo, sus
principales funciones son:
e Aportacion de macronutrimentos como: nitrégeno, fésforo, potasio, azufre,
calcio, sodio y magnesio
e Aportacion de micronutrimentos como: hierro, zinc, cobre, cobalto, boro y
manganeso
e Reguladora de pH
e Al biodegradarse forma CO2 que actua impartiendo propiedades fisicas
Optimas para los suelos
e Al descomponerse produce acidos organicos y CO2 que permiten la
disolucion de minerales como el potasio, dejandolo disponible a la vegetacién
e El humus, impide la lixiviacion de los fertilizantes amoniacales, reteniendo el
amonio para uso de la planta.
e Es alimento de organismos indispensables en el suelo como lombrices y

hormigas (Julca et al, 2006).

1.2.4 pH

El pH del suelo puede modificarse durante un periodo de tiempo relativamente corto,
por ejemplo, un afio. Suelos excesivamente acidos (debajo de 5.5) presentan poca
disponibilidad de nutrimentos como fésforo, calcio, magnesio, potasio y molibdeno
y aumenta la solubilizacién de zinc, cobre, hierro, manganeso y aluminio, que en
funcion al manejo del suelo y fertilizantes aplicados pueden alcanzar niveles toxicos
para las plantas. En pH de 7.8 o mas, el calcio y el magnesio son abundantes,
cuando el pH esta por encima de 8.6 el sodio esta presente. La acidez o alcalinidad,
dependen de varios factores, en sistemas naturales, el pH es afectado por la
precipitacion, erosién, vegetacion aporte de materia organica, practicas agricolas,
fertilizacion (Porta et al, 2008).

La produccion de composta proveniente de residuos agricolas, industriales vy

municipales constituye una fuente importante de recuperacion de materia organica
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y un método esencial de tratamiento de residuos. La composta o compost se aplica
a tierras de cultivo para mantener y mejorar la estructura del suelo y la nutricion de
las plantas, sin embargo la presencia de metales pesados, es la principal causa de
los efectos adversos a la salud animal y humana a través de la cadena alimentaria

desde el suelo, aguas subterraneas y plantas (Zeng-Yei, 2004).
1.2.5 Normativa mexicana

En México la unica norma referente a la composta es la NADF-020-AMBT-2011 que
establece los requerimientos necesarios para la produccion de composta. Se
especifican los tipos de residuos adecuados para fungir como materias primas, el
proceso de compostaje a partir de residuos organicos, la ubicacion e instalaciones
basicas en plantas de composta y las caracteristicas de la composta terminada asi
como su uso recomendado y algunos métodos de prueba. La tabla 1.2 muestra las

caracteristicas que debe tener la composta para ser utilizada.

Tabla 1.2. Caracteristicas generales que deben de cumplir los tipos de composta segun la
NADF-020-AMBT-2011

Parametro Tipo de composta
A B Cc

Uso recomendado Sustrato en viveros y Agricultura ecoldgica y Paisaje, areas verdes
sustituto de tierra para reforestaciéon urbanas y reforestacion
maceta

Humedad 25-35 % en peso 25 — 45% en peso

pH 6.7-75 65-8

Conductividad eléctrica <4 dS/m <8dS/m <12 dS/m

Materia organica >20 % MS >25% MS

Carbono total Debe indicarse en la etiqueta el resultado del ultimo analisis realizado

Nitrogeno total % MS

Relacion C/N <15 <20 <25

Macronutrientes (NKP) en De 1% a 3% en cualquiera de ellos y su suma <7% portara la leyenda “Composta-

% MS mejorador de suelos”. Si cualquiera excede 3% o la suma es mayor a 7% Debe portar la
leyenda “Composta para nutricion vegetal” y se indicaran las cantidades para cada
macronutriente.

Granulometria <10mm <30mm

Fitotoxicidad (1G) 1G285% 1G=75% 1G=60%

Diferencia de temperatura | £10°C £15°C

con el ambiente medida a

una profundidad 250 cm
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1.3 Toxicidad de peliculas de polietileno

La toxicologia es definida como el estudio de los efectos adversos de agentes
quimicos o fisicos en un organismo y se divide en tres grande areas: Descriptiva,
Mecanica y Regulatoria, de éstas tres nos concierne para este estudio la Toxicologia
Descriptiva que se relaciona directamente con pruebas de toxicidad que proveen
informacion para la evaluacion de riesgos a los seres humanos y al medio ambiente
debido a la exposicidn de productos quimicos especificos. En estas pruebas se usan

modelos animales, vegetales y cultivos celulares (Klaassen, 2008).

El estudio de la toxicidad de los plasticos se ha enfocado en analizar la posibilidad
de que los aditivos que contienen se liberen y provoquen algun efecto dafiino en los
seres vivos. Los aditivos que no estan incorporados en la cadena del polimero
pueden migrar en el material. En el caso de aditivos pro-oxidantes (sales de metal)
que se encuentran dentro de la cadena del polimero, pueden bajo ciertas
condiciones (biodegradacion), liberar los metales pesados que contienen durante
su disposicion cuando son desechados (compostaje) y causar un efecto adverso

(Teuten et al, 2009) asi como el plastico no biodegradado en la composta.

1.3.1 Metales pesados
Los metales pesados son abundantes en residuos industriales y por el cambio de
estilo de vida, esto ocasiona una acumulacién de ellos en el suelo. Una vez
acumulado el metal, puede ser transferido a niveles elevados en la cadena
alimenticia y puede terminar en problemas de salud en los humanos. El problema
ambiental con los metales pesados es que durante la degradacion de residuos
organicos no se ven afectados y a la larga se presentan efectos adversos sobre los
organismos si se superan los limites permitidos en cada pais. La exposicion a estos
agentes puede causar enfermedades en huesos y sangre, dafio neurolégico y dano
renal. El contenido del metal aumenta cuando el volumen de reduce durante la
biodegradacion, es decir, se concentra, por lo que es necesario hacer pruebas de

toxicidad al producto terminado (Romeela et al, 2014).
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1.3.1.1 Cobalto

El cobalto (Co) es un elemento de origen natural y esta ampliamente distribuido en
rocas, suelos, el agua y vegetacion. Es esencial en cantidades traza para los seres
humanos y otros mamiferos ya que es un componente integral de la vitamina B12,
a pesar de eso, en dosis excesivas resultan una variedad de respuestas adversas
que llegan a ser toxicas para los humanos, animales acuaticos y terrestres.

Las plantas pueden acumular pequenas cantidades de cobalto proveniente del
suelo y aunque generalmente la acumulacion se da en las raices, también es posible
encontrar depdsitos en otras partes que son consumidas como los frutos, granos o
semillas. Esta acumulacién puede potencialmente resultar en concentraciones
suficientemente tdxicas para causar efectos adversos en aves y mamiferos. Este
fendmeno se conoce como envenenamiento secundario. El cobalto interactia con
otros elementos formando complejos con la actividad cito- y fitotdxica, por ejemplo,
altos niveles de Co?* inducen la deficiencia de hierro en plantas y suprime la

absorciéon de cadmio en las raices (Gal et al, 2008).

1.3.1.2 Manganeso

El manganeso (Mn) es un elemento esencial en cantidades traza y es requerido
para el desarrollo de procesos fisiolégicos. Funciona como cofactor de enzimas,
entre ellas, la glutamina sintetasa y la superoxido dismutasa, necesarias para la
actividad neuronal. También es importante en el crecimiento de huesos, desarrollo
de cartilago y tejido conectivo. Normalmente los mecanismos regulatorios se
encargan de mantener niveles adecuados de manganeso en el cuerpo. Sin embargo
una exposicion excesiva puede alterar estos mecanismos, lo que conlleva a la
acumulacién del metal en huesos, higado, rindn y pancreas (O’Neal et al, 2014).

Existen seis formas en las que el manganeso se encuentra en el suelo: a) Mn soluble
que puede ser facilmente absorbido por las plantas, b) Mn intercambiable que se
adsorbe a los coloides del suelo y puede ser sustituido por otros cationes y asi es
liberado y absorbido por las plantas en solucién del suelo, c¢) ligado organicamente
como Mn disponible, d) Mn facilmente reducible, e) relativamente inactivo e
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insoluble como parte de los 6xidos e hidréxidos y finalmente f) como complejos

organometalicos insolubles (Chatzistathis et al, 2015).

1.3.2 Clases de pruebas de toxicidad
Las pruebas de toxicidad son clasificadas segun el objetivo que se busque con ellas,
el area de estudio y el espacio que se limite para las mismas, como se muestra a
continuacion:

1.3.3 Ensayos de toxicidad segun su respuesta:

¢ Pruebas de toxicidad aguda
Generalmente la primera prueba de toxicidad realizada a un producto es la toxicidad
aguda, determinada a partir de una sola exposicion. Los objetivos de estas pruebas
son la estimacion de la toxicidad intrinseca de la sustancia, muchas veces
expresado como una dosis letal aproximada. Proporciona informacion sobre
organos diana y otras manifestaciones de toxicidad, identifica las diferencias entre
especies y las especies sensibles, establece la reversibilidad de la respuesta toxica
y proporciona informacion que apoyara en la seleccion para un disefio de estudios

cronicos y subcronicos si se desean realizar (Klaassen, 2008).

e Pruebas de toxicidad subcrénica
En estas pruebas de toxicidad se obtiene informacién sobre la toxicidad de un
xenobidtico después de una administracion repetida. La exposicion subcronica
puede llevarse a cabo en diferentes periodos de tiempo, lo mas comun es usar test
desde 15 hasta 90 dias. El principal objetivo es establecer el NOAEL (no observed
adverse effect level) y la identificacion y caracterizacion del érgano diana u érganos
afectados durante y al término del ensayo. También puede calcularse el LOAEL
(lowest observed adverse effect level) dependiendo de las dosis aplicadas. Ambos,
(NOAEL y LOAEL) tienen numerosas implicaciones regulatorias como el calculo de
la dosis de referencia el cual se utiliza para establecer valores aceptables de

contaminantes (Klaassen, 2008).
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e Pruebas de toxicidad crénica
Estas pruebas de toxicidad son muy similares a los estudios subcrénicos excepto
que el periodo de la prueba es mucho mayor a 3 meses. En algunas especies como
los ratones se hacen test desde 6 meses hasta 2 afos. El objetivo es hacer un
estudio que cubra, al menos una generacidon del organismo de prueba. Permiten
evaluar la exposicién continua al toxico y los efectos subletales que puedan
presentarse, tales como reduccién de crecimiento o reproduccion y sus resultados
se expresan en niveles NOEC (no observed effect concentration) y LOEC (lowest

observed effect concentration) (Klaassen, 2008).

1.3.4 Ensayos de toxicidad segun su técnica (Escobar et al, 2009):

e Ensayos estaticos
En ellos las soluciones que se utilizan en los ensayos y los organismos a examinar
se colocan en camaras de prueba o montajes.

e Ensayos semi-estaticos
En ellos se renueva periddicamente el medio de ensayo. Por ejemplo, una vez cada
24 horas.

e Ensayos de Flujo Continuo
En los que existe una renovacion continua del medio de ensayo

e Ensayos de reproducciéon
El periodo de exposicion sobre, al menos, tres generaciones de los organismos
prueba. Permiten evaluar el comportamiento reproductivo como consecuencia de la
exposicion al téxico.

e Ensayos de Recuperacion
En los que el periodo de exposicidon es seguido por la transferencia y la observacion

de los organismos de prueba en un medio no toxico.
1.3.5 Curva dosis-respuesta

La relacion dosis-respuesta es la medida de la proporcion de una poblacién que

experimenta efectos adversos como consecuencia de la exposicion a un toxico.
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La obtenciéon de la curva dosis-respuesta descansa en una serie de supuestos
basicos, el primero de los cuales es que la respuesta observada es consecuencia
de la exposicion al agente quimico administrado, es decir, que existe una asociacién
causal entre ambas. Por otra parte, la magnitud de la respuesta debe depender de
la dosis, lo que implica la existencia de un receptor o receptores moleculares con
los que el agente administrado interacciona para desencadenar la respuesta téxica,
de forma que la magnitud de la respuesta dependera de la concentracién alcanzada
por el agente en el tejido donde se encuentra el receptor; concentraciéon que a su
vez depende de la dosis administrada. El ultimo requisito para obtener la relacion
dosis-respuesta es definir un método para cuantificar y expresar de forma precisa
la toxicidad. (Moreno, 2003)

Cuando no es posible trabajar con dosis como en el caso del analisis de suelos, se
construyen curvas concentracion-respuesta, con las mismas caracteristicas de una
con dosis. Generalmente se calcula la concentracion inhibitoria media (Clso),
definida como la concentracion del material en agua, suelo o sedimento que se
estima, afecta al 50% de los organismos de ensayo. Esta concentracion y sus limites
de confianza (95%) son usualmente derivados de andlisis estadistico (Ronco et al,
2004). Este parametro tiene la utilidad de dar informacion rapida y sencilla de
entender sobre la toxicidad de un xenobidtico. Entre mas pequefio sea el valor de

Clso, la toxicidad del xenobidtico estudiado sera mayor.

1.3.6 Modelos de estudio. Bioensayo Fitotoxicidad
Un Bioensayo es un término abreviado para designar a los ensayos bioldgicos.
Estos se llevan a cabo para medir los efectos de una sustancia sobre la vida de un
organismo, incluyendo animales, microorganismos y plantas. Generalmente es un
meétodo sencillo y practico para detectar sustancias toxicas aunque la sensibilidad

no sea la misma que la deteccion con métodos instrumentales (Hodgson, 2004).

Los bioensayos han sido utilizados para diversos propdsitos incluyendo la medicidon
de actividad farmacoldgica, grado de toxicidad de medicamentos, la evaluacion de
la cantidad de contaminantes liberados por una fuente en particular, como aguas

residuales, residuos urbanos y la evaluacion de la mutagenicidad de las sustancias
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quimicas presentes o algun otro efecto que puedan tener en los organismos de

prueba y el riesgo que puede ocasionar en los humanos (Shibamoto et al, 2009).

Los vegetales juegan un rol fundamental, tanto en ecosistemas acuaticos como en
terrestres, por su importancia en la productividad primaria y en el reciclado de
nutrientes, ademas de proporcionar alimento y habitat para otros organismos
(Margalef, 1983).

Las pruebas de fitotoxicidad y crecimiento se realizan in vitro. En compostas, éstas
pruebas son usadas para detectar la presencia de sustancias toxicas que han sido
generadas por un procesamiento deficiente de los residuos y las condiciones no han
sido muy adecuadas (carencia de oxigeno, deficiencia de homogeneizacion de la
masa, corto tiempo de maduracion). Las sustancias toxicas, tanto minerales
(amonio, acido sulfhidrico, sulfatos) como organicas (acidos grasos volatiles,
fenoles, etc.) llegan a ser inhibidores especificos y por esto, son indices importantes
del desarrollo del proceso, en otras palabras, la presencia de sustancias toxicas

significa una insuficiente estabilizacién de la composta (Herrera-Lopez, 2001).

1.3.6.1 Germinacién de las plantas

La germinacion puede ser definida como una serie de eventos desencadenada por
la absorcion de agua en una semilla en reposo y concluye con el alargamiento del
eje embrionario (radicula). La semilla funciona como recipiente de almacenamiento
del embridén y contiene los primeros nutrimentos con los cuales se desarrollara en
el inicio. El signo visible de que la germinacién se ha completado es el crecimiento
de la radicula En suelos, crecen al mismo tiempo el epicotilo en forma ascendente,
lo que permite dar forma a la planta en su parte exterior (inicio del tallo) y el hipocétilo
que se desarrolla de forma descendente formando en un futuro la raiz de la planta
(Sanchez-Ortiz, Sanchez-Melo, 2009).

Para llegar a esta etapa se deben pasar por las siguientes fases (figura 1.9):

e Fase de hidratacion o imbibicion (1): La absorcion de agua es el primer paso
de la germinacién, sin el cual el proceso no puede iniciar. Durante esta fase

se produce una intensa absorcion de agua por parte de los distintos tejidos
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que forman la semilla. Dicho incremento va acompanado de un aumento en
la actividad respiratoria y permite que se reactiven las enzimas y estructuras
necesarias para el reinicio del metabolismo.

e Fase de germinacién sensu stricto (I1): Esta pase la germinacion verdadera y
en ella se producen las transformaciones metabdlicas, necesarias para el
correcto desarrollo de la plantula. En esta fase la absorcion de agua y la
respiracion se reducen significativamente. Durante esta fase ocurre la
sintesis, a partir de las reservas disponibles, de nuevas estructuras y
compuestos necesarios para las fases siguientes del desarrollo. Esta etapa
es principalmente anabdlica, es decir, se consume energia disponible.

e Fase de crecimiento (lIl): Es la ultima fase de la germinacion y se asocia con
la emergencia de la radicula (cambio morfolégico visible). Esta fase se
caracteriza porque la absorcion de agua vuelve a aumentar, asi como la
actividad respiratoria (Herrera et al, 2006).

La aparicion de la radicula a través de las estructuras que rodean al embrién es el
evento que determina el término de la germinacioén y marca el inicio de crecimiento
de la planta. La elongacién de la radicula es un proceso asociado con el aumento

de la turgencia celular.

1.3.6.2 Lechuga

e Caracteristicas
Lactuca sativa, pertenece a la familia Compositae, tribu Cicoreae. Es una hortaliza
de climas frescos. Existen evidencias en tumbas egipcias de pinturas que datan del
afio 4500 A.C con forma de lechuga, es posible que haya sido originada en Asia
menor a partir de un antecesor similar a L. serriola L. la cual era cultivada para
forraje animal. Para el afio 500 A.C era ya muy conocida en provincias griegas y
romanas (Pink, 1993).
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Figura 1.9. Etapas de la germinacion que conducen a la emergencia de la radicula. Se inicia

con la absorcion de agua y la activacion metabolica del embrién. Fuente: Herrera et al, 2006

La lechuga es uno de los vegetales mas consumidos a nivel mundial, contiene
macrominerales (K, Na, Ca y Mg) y trazas de elementos (Fe, Mn, Cu, Zn, Se) que
son esenciales para la nutricion humana. Es sabido que sus compuestos como la
clorofila y los carotenoides tienen un beneficio nutricional y tienen un rol importante
en la prevencion de algunas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. La
lechuga obtenida en campos de agricultura presenta en algunas ocasiones
elementos toxicos no esenciales como Sb, As, cd, Pb, Ni y U por debajo de los
limites permisibles. Sin embargo, aun cuando se cultiva en suelos no contaminados
algunas cantidades de elementos téxicos se pueden acumular en las raices
ya que su absorcion depende factores de transferencia en suelos. Esta
propiedad hace a las lechugas muy sensibles y aptas para pruebas

toxicolégicas por la sensibilidad de elementos traza. (Pinto et al, 2014)
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Dentro de su taxonomia se identifican:

Raiz: Es la primera de las partes embrionarias que se desarrollan durante la
germinacion de las semillas, se distingue primero con una porcidon poco
diferenciada llamada radicula que forma la raiz en su parte inicial.

Hojas: Organo de las plantas especializado en la fotosintesis que crece en el
tallo, generalmente de color verde, ligera, plan y delgada. Su forma depende
de la especie.

Tallo: Tiene una forma cilindrica y ramificada de poca longitud debido a la
parte genética de la especie.

Semillas: Es la pepita cuyo nombre es espermatofitas las cuales estan
provistas con todo el material genético que debe emplear el desarrollo de una
planta (Sanchez-Ortiz, SGnchez-Melo, 2009).

Ensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa L.

Durante el periodo de germinacién y los primeros dias de desarrollo de la plantula

ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia

téxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta,

siendo entonces una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos.

La respuesta de la semilla de lechuga y su conversién a plantula se considera

representativa del efecto en otras especies vegetales por los diversos procesos

fisiolégicos similares entre si (figura 1.10) (Bowers et al, 1997).

a) b)

\ 4
Hipocotilo \
) \

—
Radicula

- "

Figura 1.10. a) Morfologia de semilla y plantula de lechuga. b) Etapas que atraviesa la semilla
L. sativa durante el ensayo de germinacién y elongacién Fuente. Sobero et Ronco, 2008.

24



El bioensayo con semillas de lechuga es una prueba estatica de toxicidad aguda en
el que se pueden evaluar los efectos toxicos de compuestos en el proceso de
germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. La evaluacion abarca la inhibicion en la germinacion y la

inhibicién en la elongacién de la radicula y del hipocétilo (Sobero et Ronco, 2008).

La evaluacién de la radicula e hipocétilo constituyen indicadores representativos
para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta. La
evaluacion del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas
permite ponderar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en niveles de
concentracion tan bajos que no son suficientes para inhibir la germinacion, pero que
pueden retardar o inhibir completamente los procesos de elongacién de la radicula
o del hipocdtilo, dependiendo ello del modo y sitio de accion del compuesto. Este
ensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros
solubles, de aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterraneas, aguas para
consumo humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas de lixiviados

de suelos, sedimentos, lodos y otras matrices solidas (Sobero et Ronco, 2008).
Las ventajas de esta prueba con semillas de lechuga son las siguientes:

¢ Reducido tiempo de exposicion de la prueba (120 h).

¢ No requiere equipamiento sofisticado.

e Bajos costos.

e Es sensible a deficiencias de nitrégeno y fosforo asi como agua. También se
usa en diversas pruebas de fitotoxicidad por su sensibilidad a xenobibticos
téxicos.

e Es de rapido crecimiento (en 2 meses puede incluso, alcanzar un tamano
comercial).

La seleccidon de una semilla adecuada para bioensayos rutinarios depende de varios
factores (Diaz et al, 2004):

e La semilla debe ser sensible a los factores ambientales o materiales en

cuestion.

e Su distribucion tiene que ser amplia y su disponibilidad.

25



Debe ser importante desde el punto de vista econdmico, recreativo o
ecoldgico, tanto su es local como nacional.

Se debe poder cultivar facilmente en el laboratorio.

Tiene que hallarse en buenas condiciones, libre de parasitos o
enfermedades.

Debe ser compatible con las técnicas de bioensayo.
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CAPITULO 2 METODOLOGIA

La metodologia de esta investigacion consta de 2 etapas principales (Figura 2.1).

La primera es la biodegradacion de peliculas de polietileno de baja densidad con

aditivos pro-oxidantes en una composta bajo condiciones controladas de

laboratorio, la segunda es una prueba de fitotoxicidad de la composta después de

la biodegradacion usando semillas de lechuga (L. sativa L.) como organismo de

Evaluacion de la toxicidad del plastico termo-degradado presente en la composta

v

Pruebas de
fitotoxicidad

:

Homogeneizacion
composta con plastico

.

prueba.
v
Biodegradacion de
peliculas plasticas
I
_________ \ AR
I
| Obtencién de peliculas !
. con sales pro-oxidantes ]
e
I
________ vo__
I
: Recoleccion de |
1
200g composta e compo ‘Cftfl ,,,,, !
6 g plastico ¢
55 dias )
5812°C —»  Montaje de reactores
Oscuridad ¢
co.  |e Biodegradacion
Caracterizacion i
Almacen

Semillas de
lechuga L. sativa

Mezcla
composta con
plastico-tierra negra

-

Ambiente, 120 h,
oscuridad, agua

A 4

Siembra de semillas

:

% inhibicion
germinacion,
hipocétilo, indice de
germinacion

Incubacion

.

F 3

Evaluacion de efectos
toxicos

.

Analisis estadistico

Figura 2.1. Diagrama de flujo de la investigacion. Las lineas punteadas indican las etapas que

fueron necesarias en la experimentaciéon total y que fueron realizadas en experimentos

anteriores pero que no se incluyen debido a que dichas actividades no se hicieron durante la

realizacion de esta tesis.
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2.1 Biodegradacién de peliculas de polietileno termo-degradadas en reactores

aerobios

2.1.1 Obtencién de pLDPE con aditivos pro-oxidantes

Las pLDPE oxo-biodegradables utilizadas en este experimento fueron sintetizadas
en el Instituto en Investigaciones en Materiales de la UNAM y en la empresa
Plasticos del Futuro S.A. de C.V. (PLAFUSA). Se adicionaron como aditivos pro-
oxidantes, las sales metdlicas en dos concentraciones diferentes: estearato de
cobalto (Co1 y Co2) y estearato de manganeso (Mn1 y Mn2) a polietileno de baja
densidad. Las sales de metal se mezclaron con granulos de polietileno de baja
densidad y posteriormente la mezcla se extrudié para obtener asi las peliculas. El
proceso de fabricacion y las concentraciones utilizadas, se encuentran en solicitud

de patente, es por esto que esos datos no se incluyen en este trabajo.

Como una etapa adicional, las pLDPE fueron sometidas a un tratamiento térmico
para iniciar la termo-degradacion y reducir el peso molecular de las cadenas de
polietileno. Las pLDPE+Mn1, pLDPE+Mn2 y pLDPE+Co1 durante 16 dias y
pLDPE+Co2 durante 21 dias. Las pLDPE se cortaron en cuadros de 2x2 cm y fueron
sometidas a las condiciones indicadas en la tabla 2.1 en un horno marca Felisa
modelo: FE-2912 a 50°C. Después de esto se inicio el proceso de biodegradacion

en composta y con condiciones controladas.

2.1.2 Recoleccion de composta y montaje de reactores

La composta fue seleccionada de la planta de composta de la UNAM con
aproximadamente 3 meses de maduracion y todo el experimento fue llevado a cabo

en las instalaciones del edificio 8 del Instituto de Ingenieria UNAM.

Los reactores montados fueron frascos de vidrio con capacidad de 1 L. En cada
reactor se colocaron 200 g de composta (base seca) y 6 g de pLDPE con aditivos
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pro-oxidantes (estearato de manganeso y de cobalto), por lo que cada reactor tuvo
2.9% de pLDPE (base seca) oxo-biodegradable.

En la tabla 2.1 se muestra la nomenclatura de los reactores usados en la
experimentacion y el tipo de aditivo presente en las peliculas de polietileno, asi
mismo se muestran los controles usados y también se indica el tratamiento térmico

que tuvieron las peliculas antes de colocarse en los reactores.

Tabla 2.1. Reactores aerobios con peliculas de polietileno con agentes pro-oxidantes.

Cadigo del Aditivo pro-oxidante presente Tratamiento térmico
reactor en la pLDPE
pLDPE+Co1 R1 Estearato de cobalto 50°C / 16 dias 1
pLDPE+Co1 R2 Estearato de cobalto 50°C /16 dias 2
pLDPE+Co2 R1 Estearato de cobalto 50°C /21 dias 3
pLDPE+Co2 R2 Estearato de cobalto 50°C /21 dias 4
pLDPE+Mn1 R1 Estearato de manganeso 50°C /16 dias 5
pLDPE+Mn1 R2 Estearato de manganeso 50°C /16 dias 6
pLDPE+Mn2 R1 Estearato de manganeso 50°C /16 dias 7
pLDPE+Mn2 R2 Estearato de manganeso 50°C /16 dias 8
Comp R1 Control de composta sin plastico 9
Celulosa Control de celulosa 10
Aire 1 Control para la produccion de CO, 11
del aire
Aire 2 Control para la produccién de CO, 12
del aire
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2.1.3 Biodegradacion en reactores

La técnica descrita a continuacion se llevo a cabo conforme a la ASTM D 5338-98.
Standard Test Method for Determining Aerobic Biodegradation of Plastic Materials
Under Controlled Composting Conditions. Se trata de un método de biodegradacion

acelerada mediante el aumento de temperatura en el compostaje.

Durante 55 dias los reactores con composta estuvieron en un bafo de agua
construido de acrilico y de dimensiones 180 cm x 100 cm, en el cual fueron
colocadas 3 resistencias de 1000 W para regular la temperatura a 58 £ 2°C que
ayudara a la biodegradacion del material presente. A las peliculas de polietileno se
les monitore6 la cantidad de CO2 generado por la biodegradacion de

microorganismos presentes en la composta.

Se inyecto aire con una bomba ELITE 802 marca Hagen con capacidad de flujo de
aire de 1500 cc/minuto. El aire inyectado se purgé del CO2 ambiental pasando por
frascos con agua y luego frascos con silica. Posteriormente el aire que llegaba al
reactor con composta, arrastré el CO2 producido a partir de la biodegradacion y
ademas se conservaron las condiciones aerobias. Finalmente el aire con CO:2 fue
conducido mediante mangueras de plastico a recipientes con 700 mL de una
solucion de NaOH 0.1 N donde se burbujed y atrapé el gas para la cuantificacion

diaria. Por cada reactor hubo 3 frascos de NaOH (Figura 2.2).

Diariamente se les agrego6 a los reactores una cantidad de agua destilada con la
finalidad de mantener la humedad en 50% aproximadamente, ya que con la
temperatura del baio, el agua de los reactores se evaporaba continuamente. Al final
del experimento, la composta se dejé secar en el baiho de agua para poder

almacenarla.

2.1.3.1 Produccién de CO2

La medicion y calculos de la produccién diaria de CO:2 se hicieron también conforme
la ASTM D 5338-98.
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El fundamento de esta técnica es el burbujeo de CO2 en una solucién de NaOH

donde reaccionan como lo indica la figura 2.3.

De esta manera la concentracién inicial de NaOH disminuy6 y el residuo que no
reacciono se cuantificO mediante una titulacion con HCI 0.4 N, usando fenolftaleina

como indicador.

Por diferencia se calcul6 la cantidad de mol de NaOH que si reaccion6 con el COz2

y por lo tanto la cantidad de éste ultimo. Las titulaciones se hicieron diariamente.

‘ Sistema de Inyeccion de Aire ‘ | Reactores aerobios ‘ Sistema de burbujeo de CO2
por triplicado

|1/

=
o

[E=N
[EEN

A,
1
] 2
3
A
i’ Frascos 6

Bombas Frascos o
. con silica 7

de Aire de agua

gel 2

[E=Y
N

Figura 2.2. Esquema del montaje de reactores aerobios y sistema de burbujeo de CO:; los

numeros de los reactores corresponden a la nomenclatura de la tabla 2.1.

ZNaOH(aq)‘l' Coz(g) — N32C03 (aq)+H20

Figura 2.3. Reaccion dentro de los frascos con NaOH donde se burbujeé el CO; producido en

la biodegradacion

Los reactores identificados como “Aire” se usaron como un control con el que se

calcul6 el CO2 que no se purgo del aire y esa cantidad se restd a los reactores
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aerobios, de esta manera se evitaron sesgos en los resultados finales. También se

tuvo un reactor con celulosa, control positivo de biodegradacion.

La cuantificacion de la cantidad de mol de CO: se llevo a cabo a partir de la siguiente

ecuacion:

mol de NaOH — mol de HCl
2

mol de CO, =

Terminada esta etapa, se almacenaron los reactores para la siguiente fase donde
se realizaron pruebas de fitotoxicidad con el material resultante de la biodegradacién
durante 55 dias a 58 + 2°C (Composta+2.9% de pLDPE inicial)

2.1.3.2 Caracterizacion de la composta después de Ila

biodegradacion

Terminado el tiempo de la biodegradacion acelerada (55 dias a 58 £ 2°C) de la
composta+2.9% de pLDPE, se realiz6 una caracterizacion con el objetivo de
conocer las propiedades finales y dictaminar un uso recomendable. La
caracterizacion incluyd las siguientes determinaciones: humedad, pH y materia

organica.

La mayoria de los reactivos utilizados fueron de la marca J. T. Baker, el 6xido de
selenio de la marca Merck Schuchardt y el dicromato de potasio marca Quimica

Meyer.

2.1.3.2.1 Humedad
La cuantificacion de la humedad se realiz6 con tres réplicas por muestra. Se
pesaron 0.5 g de muestra y se dejaron secar por 24 h en una estufa a 110°C (Figura
2.4) de acuerdo a lo establecido por la NMX-AA-16-1984. Terminando este tiempo
las muestras se colocaron dentro de un desecador hasta peso constante a
temperatura ambiente y se pesaron en una balanza analitica. El calculo de la

pérdida de agua se hizo por diferencia de peso.
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Figura 2.4. Charolas en estufa de conveccién para determinaciéon de humedad.

El célculo del porcentaje de humedad se hizo mediante la siguiente ecuacion:

Wcharola conmuestra seca ~ Wcharola sin muestra

% = x 100

Wcharola conmuestra himeda ~— Wcharola sin muestra

Donde:

W= Masa de la muestra.

21.3.2.2. pH
Esta determinacion se realizé conforme la NMX-AA-025-1984 de la siguiente forma:
Con una relacion 10:90 se pesaron 5 g de muestra y se adicionaron 45 mL de agua
destilada agitando por 10 minutos y pasado este tiempo se midi6é el pH con un
equipo Thermo Orion 420 A previamente calibrado. Por cada reactor se hicieron 3

repeticiones y por cada repeticién se hicieron 3 mediciones de pH.

2.1.3.2.3 Materia organica
La determinacion de Materia organica se realizé con base en la Norma Mexicana,
NMX-AA-021-1985 con el siguiente procedimiento:
Se pes6 0.1 g de muestra y se agregaron 10 mL de dicromato de potasio 1N y 20
ml de acido sulfurico concentrado en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. La mezcla

de dejo reposar 30 minutos (Figura 2.5).
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METODOLOGIA

Figura 2.5. a) Adicion de10 mL de K2Cr;07 b) Adicién de 20 mL de H,SO, a la muestra.

Después de este tiempo, se agregaron 100 mL de agua, 10 mL de acido fosférico y
se afnadié 0.5 mL de indicador difenilamina.

La titulacion se realizé con sulfato ferroso 0.5 N hasta el cambio de color violeta
obscuro a verde.

Por cada lote de muestras se preparé un blanco para obtener un factor de correccién

(Figura 2.6) y por cada muestra se hicieron 3 repeticiones.

Figura 2.6. a) Adicién de reactivos para la titulacion. b) Titulacién de la muestra con FeSOa. c)
Vire de color en la titulacién con FeSOa..

El calculo del porcentaje de materia organica se realizé de acuerdo a la NMX-AA-
021-1985.
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(V,N, — VNF)K
P

% Matera organica =

V1= Volumen de solucion de K2Cr207 en mL
N1= Normalidad de solucién de K2Cr207

V= Volumen de solucién de FeSO4 en mL
N= Normalidad de solucion de FeSO4

P= Peso en gramos de las muestras
1.72

K= 0.69 = 0.003 572 % 100; en donde

0.003= Miliequivalente del carbono.
0.74= Factor de recuperacion.
1.72= Factor para convertir el % de carbono en % de materia organica

F= Factor de correccion y se obtiene por la siguiente formula.

VoNy
VBN

F = donde:

Vo=Volumen de solucion de K2Cr207 empleado en el blanco en mL

VB= Volumen de FeSO4 gastado en la titulacion del blanco en mL

2.2 Pruebas de fitotoxicidad

La técnica realizada se baso en el documento “Ensayo de toxicidad aguda con
semillas de lechuga Lactuca sativa L.” (Sobero et al, 2008) con el fin de construir
una curva dosis-respuesta (usando proporciones de composta+2.9% de pLDPE-
tierra negra) y posteriormente calcular la concentracién inhibitoria media (Clso),
evaluando asi la toxicidad de la composta+2.9% de pLDPE y composta sin plastico

como control del compostaje controlado por 55 dias en reactores aerobios.

Se construyd una curva dosis-respuesta por cada composta de los diferentes
reactores, es decir, la composta+2.9% de pLDPE y control de composta sola y se
evaluo el efecto toxico en la germinacién de semillas de lechuga y en la elongacion

de las plantulas.
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En la tabla 2.2 se presenta el disefio de un solo factor para la construcciéon de la
curva dosis-respuesta con la que se evaluo la toxicidad de la composta+2.9% de
pLDPE. El disefio incluyé 4 proporciones de composta+2.9% de pLDPE-tierra negra
(25-75, 50-50 75-25, 100-0%) para 9 reactores, lo cual resulté en 36 unidades
experimentales, cada una con tres repeticiones indicadas como X en la tabla 2.2.
Ademas se uso6 un control negativo de inhibicion usando tierra negra solamente con

el cual compararon las variables de respuesta.

Tabla 2.2. Disefio de experimento para la elaboracion de curva dosis-respuesta.

Porcentaje de composta+2.9% de pLDPE

Tratamientos 25% 50% 75% 100%
pLDPE+Co1 R1 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Co1 R2 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Co2 R1 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Co2 R2 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Mn1 R1 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Mn1 R2 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Mn2 R1 XXX XXX XXX XXX
pLDPE+Mn2 R2 XXX XXX XXX XXX
Composta XXX XXX XXX XXX
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2.2.1 Homogeneizacion de composta+2.9% de pLDPE

La composta+2.9% de pLDPE y composta control resultante de la biodegradacion
acelerada se dejo secar a temperatura ambiente y se homogeneiz6 antes de llevar

a cabo la mezcla con tierra negra.
2.2.2 Mezcla de composta+2.9% de pLDPE y tierra negra

Se pesaron las cantidades necesarias para tener las concentraciones apropiadas
de composta+2.9% de pLDPE vy tierra negra con sus réplicas (Tabla 2.3).
Posteriormente se mezclaron en una bolsa de plastico que se agité durante 20
segundos para homogeneizar. Finalmente en cajas Petri estériles se colocaron 10

g de cada mezcla codificadas previamente (Figura 2.7).

Tabla 2.3. Cantidades necesarias para obtener los porcentajes sefalados en la tabla 2.2.

Porcentaje de composta Composta+2.9% de Tierra negra (g)
para curva dosis- pLDPE (g)

respuesta (%)

100 30 0

75 22.5 7.5
50 15 15
25 7.5 225
Control tierra negra 0 30

2.2.3 Siembra de semillas de lechuga

Una vez que en las cajas Petri se coloco la mezcla correspondiente, se humidifico
con 10 mL de agua destilada y se sembraron cuidadosamente 20 semillas de
lechuga L. sativa L. con ayuda de una pinza, dejando espacio suficiente para

permitir la elongacion de las raices (Figura 2.7). Las semillas se obtuvieron de la
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tienda comercial Wal-Mart sucursal Copilco, en sobres de 3 g de la marca “Rancho
los molinos”. Se verificd la viabilidad de las semillas con pruebas preliminares
concluyendo que el porcentaje de germinacion era mayor al 90% por lo que eran

adecuadas para realizar las pruebas.

Figura 2.7. Pesado de composta+2.9% de pLDPE y tierra negra y colocacion de mezcla en

cajas Petri, humidificacion y siembra de semillas de lechuga (Lactuca sativa L).

2.2.4 Incubacion

Ya sembradas las semillas, las cajas Petri se envolvieron en papel aluminio ya que
es requisito de esta técnica conservar en oscuridad durante 120 horas (5 dias). Se
mantuvieron a temperatura ambiente que fue de 20 + 2°C y se procuré que la

humedad no se perdiera (Figura 2.8).

Como variable de respuesta se conto el porcentaje de germinacion de las semillas
y también se midié la elongacion del hipocétilo, para calcular el porcentaje de

38



METODOLOGIA

inhibicion de germinacioén y porcentaje de inhibicién de la elongacion del hipocétilo

respecto a las semillas con 0% de composta.

Figura 2.8. Incubacién de semillas de lechuga en cajas Petri en oscuridad.

2.2.5 Evaluacion de los efectos téxicos
2.2.5.1 Porcentaje de inhibicion de la germinacion

Pasado el tiempo de la prueba, se contaron las semillas que germinaron. La
condicién para esto fue que la radicula estuviera visible, significando que hubo
desarrollo de la plantula. Se calculd el porcentaje de semillas inhibidas (que no
germinaron) por cada tratamiento (Figura 2.9) y se construyé una curva dosis-

respuesta para la germinacion.
2.2.5.2 Porcentaje de inhibicion de la elongacion del hipocétilo

Una vez hecha la cuenta del porcentaje de germinacion de semillas se procedio a
medir el hipocdtilo con una regla. Se construyd una curva dosis-respuesta para el

porcentaje de inhibicion de la elongacion del hipocatilo (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Conteo de semillas germinadas y medicion de la elongacion de las raices.

2.2.5.3 indice de germinacion

Con los datos obtenidos de las pruebas de fitotoxicidad se calculé el indice de
germinaciéon (IG), util para este estudio comparando con la normativa

correspondiente.
El IG se determina con la relacién del (PGR) y el (CRR) de la siguiente manera:

No de semillas germinadas en la mezcla de tierra — composta
PGR = - - x 100
No de semillas germinadas en el blanco

Elongacién de raices en la mezcla de tierra — composta
CRR = — - x 100
Elongacién de raices en el blanco

PGR: Porcentaje de Germinaciéon Relativa
CRR: Crecimiento de Raices Relativo

El indice de germinacion (IG) se obtiene por la siguiente férmula

- PGR X CRR
N 100
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2.2.6 Analisis estadistico

Como resultado de rechazar la hipétesis de que los porcentajes de composta+2.9%
de pLDPE proporcionaron la misma concentracion inhibitoria media mediante una
ANOVA, se concluye que no hay igualdad entre las medias de los tratamientos, lo
que permite hacer una comparacion visual y estadistica de las medias de
germinacién con el método de tuckey a un nivel de confianza del 95%, para saber

cuales tratamientos son diferentes entre si.

Para los analisis estadisticos se usé el programa de computo Statgraphics
Centurion XVI version 16.2.04
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados de la investigacion. En la primera parte
se visualiza lo relacionado a la biodegradacion acelerada de las peliculas plasticas,
tanto la produccion de CO2 como los parametros fisicoquimicos de la
caracterizacion final de la composta. En la segunda parte se presenta todo lo
relacionado a las pruebas de toxicidad realizadas a la composta+2.9% de pLDPE
con L. sativa L. como organismo de prueba. Por ultimo se muestra el uso
recomendado de la composta después de la degradacién de las pLDPE con aditivos

pro-oxidantes estudiadas, de acuerdo a la normatividad mexicana.

3.1 Biodegradacién de peliculas plasticas termo-degradadas en reactores

aerobios
3.1.1 Produccion de CO2

En la figura 3.1 se muestra la produccién acumulada de CO2 promedio desde el dia
1 hasta el dia 55. La cuantificacion se hizo en gramos de CO2 (gCOz2) por kilogramo
de materia seca inicial (kg MSI), es decir, la composta seca al empezar el
experimento. Al inicio no parece haber diferencia de la produccion entre los
reactores debido a que el sistema debe estabilizarse durante un tiempo. Las

diferencias aparecen alrededor del dia 40.

Puede destacarse que los reactores pLDPE+Co1 y pLDPE+Co2 producen una
mayor cantidad de CO2 que pLDPE+Mn1 y pLDPE+Mn2. Dicho comportamiento
puede explicarse con lo publicado en 2013 por Abrusci et al, quienes realizaron un
estudio, reportando que el estearato de cobalto es mejor para la oxidacion del
polietileno aunque tiene la caracteristica de ser mas toxico que el manganeso. Esto

ultimo se evaluara con las pruebas de toxicidad que se presentan mas adelante.

Los reactores pLDPE+Co1 y pLDPE+Co02 siguieron una tendencia similar al de
celulosa (control positivo de biodegradacion). No se realizaron analisis estadisticos
para estos datos por lo que no es posible afirmar si la degradacién fue igual o

diferente entre estos reactores
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Figura 3.1. Produccion acumulada de CO: en el proceso de compostaje durante los 55 dias

de estudio.

3.1.2 Caracterizacion final de parametros fisicoquimicos
3.1.2.1 Porcentaje de Humedad

La humedad se mantuvo durante el experimento en 50% aproximadamente. Al
terminar con el proceso de biodegradacion, los reactores con composta se dejaron
secar en bafio de agua para poder almacenarlos y hacer las determinaciones
fisicoquimicas. Los datos presentados en la tabla 3.1 son el porcentaje de humedad
con el que se almacend la composta y que se considero en los analisis de materia
organica. Como esta humedad no fue propia del proceso, puede ajustarse a los
valores indicados en la NADF-020-AMBT-2011 y tener un uso.

Tabla 3.1. Caracterizacién final de la humedad de la composta+2.9% de pLDPE

Reactor Humedad (%)
pLDPE+Co1 23.59+2.77
pLDPE+Co02 9.88+1.22
pLDPE+Mn1 24.58+2.70
pLDPE+Mn2 16.82+0.90
Composta 19.23+0.19
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3.1.2.2 pH
El pH ligeramente alcalino de la composta en todos los reactores (Tabla 3.2) puede
explicarse por la produccion de amonio proveniente de la degradacion de aminas
provenientes de proteinas y bases nitrogenadas presentes en los residuos
organicos. En 2006, Zenjari et al sugirieron que la estabilizacién del pH durante el
compostaje se debe a la formacion de sustancias humicas las cuales actuan como
amortiguadores de pH. Este humus se sintetiza durante la maduracién de la

composta y generalmente, el pH permanece estable y es 6ptimo entre 6 y 8.

Tabla 3.2. Caracterizacion final del pH de la composta+2.9% de plasticos

Reactor pH

pLDPE+Co1 8.600+0.062
pLDPE+Co2 8.476+0.094
pLDPE+Mn1 8.55410.052
pLDPE+Mn2 8.542+0.145
Composta 8.523+0.015

3.1.2.3 Materia organica

El suelo de Ciudad Universitaria de donde se obtuvo la composta para todos los
reactores se considera volcanico. Después de la biodegradacion, la composta+2.9%
de pLDPE de todos los reactores tuvo un porcentaje mayor a 16.1% (tabla 3.3) por
lo que se clasifica con contenido de materia organica muy alto segun la NOM-021-
RECNAT-2000 para este tipo de suelo (tabla 3.4).

El-Fels et al, mencionan que durante la fase termofila, el carbono total disminuye
por la oxidacion continua de compuestos organicos que agotan los compuestos
faciles de degradar, sin embargo en la etapa de maduracion el contenido de carbono
es relativamente estable por lo que las altas concentraciones de materia organica

muestran la riqueza de la materia prima en compuestos de carbono.
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Tabla 3.3. Caracterizacién final de la materia organica de la composta+2.9% de pLDPE.

Reactor Materia organica (%)
pLDPE+Co1 33.865 +£1.95
pLDPE+Co2 41.641 £2.20
pLDPE+Mn1 33.595 +1.94
pLDPE+Mn2 34.408 +2.03
Composta 37.052 £1.80

También es mencionado por Vandecasteele et al en 2013 que el alto contenido de
materia organica se debe a que durante el compostaje existe un pérdida de masa y
agua lo que provoca una concentracion de todo el material presente durante el
experimento. Ya se ha mencionado que el agua afadida continuamente se

evaporaba por lo que es probable que este fendmeno se haya dado.

Tabla 3.4. Interpretacion de Resultados de Materia Organica segin NOM-021-RECNAT-2000

Clase Materia organica (%) Materia organica (%)
Suelos volcanicos Suelos no volcanicos

Muy bajo <4.0 <0.5

Bajo 41-6.0 06-15

Medio 6.1-10.9 1.6-35

Alto 11.0-16.0 3.6-6.0

Muy alto >16.1 >6.0

Se considera que el compostaje es uno de los procesos de estabilizacion biolégica
de residuos urbanos mas conocidos. En el proceso, la materia prima se transforma
en material seguro y puede ser usado como fuente de nutrientes y acondicionador
de suelos en aplicaciones agricolas. Sin embargo, en la practica, es necesario
hacer analisis toxicolégicos para evaluar posibles efectos adversos que
pudieran limitar el uso de las muestras de composta+2.9% de pLDPE que se

usaron en este estudio.
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3.2 Pruebas de fitotoxicidad
3.2.1 Evaluacion de efectos toxicos
3.2.1.1 Porcentaje de inhibicién de la germinacion

A continuacion se muestra la forma en que se calcularon los valores de Clso de las
pruebas de toxicidad de la composta+2.9% de pLDPE resultante del proceso de
biodegradacion. Se presenta como ejemplo la curva del control de composta sin
peliculas plasticas, sin embargo se realizdé asi el calculo para el porcentaje de
inhibicion de la germinacion y el porcentaje de inhibicion de la elongacién del

hipocdtilo de la composta de todos los reactores.

La figura 3.2 representa la curva dosis-respuesta para el control de composta. En el
eje de las ordenadas se coloca el porcentaje de inhibicion de la germinacion (en
este caso) y en el de las abscisas las proporciones de composta+2.9% de pLDPE
(25-75, 50-50 75-25, 100-0% composta+2.9 de pLDPE-tierra negra).

100

5 90
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c 80 y = 8,7052In(x) + 13,485
g 70 R?=0,9859
@ 60
%: 50 ® Control Composta
©
c 40
28 30 e Logaritmica (Control
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% Composta+2.9% de pLDPE

Figura 3.2 Curva dosis-respuesta de la germinacién para el control de composta.

Una vez hecho esto, se obtuvo la ecuacion que describe la tendencia de los datos
(en escala logaritmica) y se calculd la concentracion que produce el 50% de
inhibicién (Clso) para cada composta+2.9% de pLDPE de los reactores aerobios y
para el control sin LDPE. El valor de Clso se calculd con la ecuacion mostrada en la

figura 3.2 donde se escribe en “y” el valor de 50 (media de la poblacién), despejando

46



(1Rt

asi “x” que corresponde a la concentracion de composta+2.9% de pLDPE necesaria
para inhibir al 50% de la poblacion. Se construyd una curva dosis-respuesta para
cada reactor de composta+2.9% de pLDPE. La tabla 3.5 muestra la ecuacion de

cada curva y los valores de Clso promedio de la composta de los reactores.

Tabla 3.5. Valores de Clsp de la germinacién

Reactor Ecuacién de la recta Cl;, (%) germinacién
y = m In(X)+b

pLDPE+Co1 y=28.15In(X) + 16.905 >100

pLDPE+Co02 y=19.89 In(X) + 32.584 >100

pLDPE+Mn1 y =18.24 In(X) + 29.297 >100

pLDPE+Mn2 vy = 10.39 In(X) + 24.898 >100

Composta y =8.71 In(X) + 13.485 >100

En la tabla 3.5, se sefala >100 para todas las muestras debido a que el valor
calculado de Clso rebasa el 100%, es decir, seria necesario mezclar mas del 100%
de composta+2.9% de pLDPE para observar la inhibicién del 50% de la poblacion
lo cual, fisicamente no es posible. Se puede concluir que la composta después de
someterse al proceso de biodegradacion de pLDPE con agentes pro-oxidantes no

presenta efecto toxico en la germinacion de L. sativa L.

3.2.1.2 Porcentaje de inhibicion de la elongacion del hipocétilo

Para esta variable de respuesta, la curva dosis-respuesta se construyé de la misma
forma que la anterior, exceptuando que en el eje de las ordenadas, se grafica el
porcentaje de inhibicion en la elongacion del hipocétilo. La tabla 3.6 presenta la
ecuacion de cada curva y los valores de Clso resultantes. Al igual que en la inhibicién
de la germinacién, los resultados de Clso arriba de 100% no tienen significado fisico

y se indican como >100.

En este analisis se observa diferencia significativa entre las muestras (figura 3.3).
La composta del reactor pLDPE+Co2 con pelicula de polietiieno que tuvo un
pretratamiento de 21 dias en termo-degradacion, presenté un efecto toxico en la
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elongacion de las plantulas con un Clso promedio de 75.89%. Esto se debe a que
posiblemente las cadenas de polietileno estuvieran mas degradadas por el tiempo
de pretratamiento y asi, durante la biodegradacion fue liberada una mayor cantidad
de metal (Co) que en el caso de las peliculas con pretratamiento por 16 dias.
Recordando y complementando la informaciéon del apartado de materia organica,
Vandecastleele, et al en 2013 mencionan que durante la pérdida de masa y agua
durante el compostaje, se ha demostrado que las concentraciones de los metales
también cambian y se concentran. Ademas de que en condiciones aerobias, durante
el compostaje, aumenta la formacion de complejos de metales pesados en los
residuos organicos uniéndose fuertemente a la matriz y limitando su solubilidad.
También se sabe (Gal et al, 2008) que el cobalto afecta el crecimiento y metabolismo
de plantas en diferentes grados dependiendo de la concentracion y estado del
cobalto en suelo. Este elemento interactia con otros elementos para formar

complejos con actividad fito- y citotdxica.

Tabla 3.6. Valores de Clso de la elongacién del hipocétilo

Reactor Ecuacion de la recta Cl;, (%)

y =m In(X)+b
pLDPE+Co1 y =14.42 In(X) + 42.514 >100
pLDPE+Co2 y = 18.23 In(X) + 53.634 75.89+1.85
pLDPE+Mn1 y = 15.50 In(X) + 46.449 >100
pLDPE+Mn2 y = 8.66 In(X)+ 42.279 >100
Composta y = 28.95 In(X) + 40.214 >100

Este resultado concuerda con Abrusci et al, 2013 quien afirma que a pesar de que
el estearato de cobalto es mas efectivo en la oxidaciéon del polietileno es
potencialmente mas toxico que el de manganeso. Comparando éstos resultados
con los correspondientes a la inhibicién de la germinaciéon, puede decirse que las
cantidades metal liberadas durante el compostaje (Co, Mn) no fueron suficientes
para inhibir la germinacién (en todos los reactores), pero fueron suficientes para
inhibir la elongacién del hipocdétilo (en pLDPE+Co2). En el caso del manganeso
Chatzistathis et al, (2015), mencionan que a menudo la toxicidad de este elemento

se manifiesta en pH acido (pH<5). En este estudio el pH fue mayor a 8 en todos los

48



casos por lo que la poca influencia pudo deberse a la alcalinidad de la composta, la
poca solubilidad y disponibilidad del Mn, ademas de que las cantidades liberadas
durante la termo- y biodegradaciéon no fueran suficientes para causar un efecto

toxico.
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Figura 3.3 Comparacion de Medias de la Clso del hipocétilo vs Composta+2.9% de pLDPE.
3.2.1.3 indice de germinacion

El indice de germinacién (IG) es una variable que conjunta el porcentaje relativo de
germinacién y porcentaje relativo de las raices. En 2007 Varnero et al mencionaron
que el IG es determinante para establecer niveles de fitotoxicidad y es de suma
importancia cuando se incorpora la composta en pequefios contenedores (efecto
maceta) ya que puede aumentar el potencial fitotoxico, también mencionan que es
el indicador mas completo para explicar el potencial toxico de una sustancia. Los

niveles de toxicidad se indican en la 3.7.

Tabla 3.7. Niveles de toxicidad respecto al IG

%IG Interpretacion

=280 No hay sustancias téxicas o bajas concentraciones
50%< 1G <80 Presencia moderada de toxicos

<50 Fuerte presencia de sustancias toxicas
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Para esta variable en particular, el analisis estadistico se realizé con una mezcla 50-
50 (composta+2.9% de pLDPE-tierra negra) debido a que, es la relacidn maxima
usada por agricultores mexicanos. Se espera que si en esta mezcla, se cumple con
la norma correspondiente, en concentraciones menores de composta suceda lo
mismo y ademas se observe un incremento del IG. En la tabla 3.8 se muestran los
resultados. Se observa que el control de composta tuvo un IG mayor que los

reactores con composta+2.9% de pLDPE, este resultado era esperado.

En la figura 3.4 se observa que no hay diferencia significativa entre las muestras
con Co y Mn, utilizando una proporcién 50-50 (composta-tierra negra) y puede
decirse que hay presencia moderada de téxicos (dichos toxicos se considera que
son los metales pesados liberados de la biodegradacion) ya que presentaron
valores mayores a 50%. En el caso del control de composta no hay una presencia
de dichos agentes con un IG de 85%.

Tabla 3.8. indice de germinacién de composta+2.9% de pLDPE con diferentes aditivos pro-

oxidantes de la mezcla 50-50 composta+2.9% de pLDPE- tierra negra.

Reactor 1G (%)

pLDPE+Co1 60.30+3.70
pLDPE+Co2 54.66+3.89
pLDPE+Mn1 63.94+ 5.92
pLDPE+Mn2 60.45 £8.10
Composta 85.58+1.16

Podria decirse que hay una toxicidad potencial de los reactores con composta+2.9%
de pLDPE.

Al respecto, cabe mencionar que la NADF-020-AMBT-2011 recomienda que con un
IG minimo de 60% la composta sea usada en areas verdes urbanas. Se encontrd
que la composta del reactor pLDPE+Co02, donde la pelicula se termo-degradé por
21 dias, no cumple con dicha norma ya que se determin6 un |G de 54.661£3.89%.
Por otro lado, la composta de los reactores pLDPE+Co1, pLDPE+Mn1 vy
pLDPE+Mn2 con peliculas termo-degradadas por 16 dias presentaron un IG de
60.30+3.70 % 63.94+ 5.92 % y 60.45 £8.10% respectivamente; lo que indica que si
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cumplen con la normativa y pueden ser usadas en areas verdes. La muestra control

(composta-tierra negra 50-50) presento un |G del 85.58+1.16 (%).
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Figura 3.4 Comparacion de Medias del indice de germinaciéon vs Composta+2.9% de pLDPE.

3.3 Uso recomendado de la composta

Como punto final se presenta una tabla que compara los valores de la
caracterizacion realizada en esta tesis con la normativa mexicana (Tabla 3.9). Las
columnas en azul muestran los valores indicados en la NAD-020-AMBT-2011 que
ayudan a determinar el mejor uso para la composta. En las columnas blancas se

muestran los resultados de este estudio.

Como se mencion6 en el apartado de resultados de humedad, es posible que
aunque después del compostaje controlado la humedad resultante sea menor a la
que indica la norma, se pueda ajustar para ser usada. Segun el pH, la composta,
bien podria ser usada para agricultura ecolégica y reforestacion o en paisajes, areas
verdes urbanas y reforestacion, sin embargo los parametros que definen el uso son
el porcentaje de materia organica (que en todos los casos es mayor a 25%) y el
indice de germinacion ( la composta del reactor pLDPE+Co2 no cumple, en los otros
casos el IG esta en el limite de la norma de 60%), por lo que la composta con

peliculas de polietiieno con aditivos pro-oxidantes después del proceso de
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biodegradacion de este experimento puede ser usada unicamente para Paisajes,

areas verdes urbanas y reforestacion.

Tabla 3.9.Comparaciéon de los parametros estudiados en la composta y su posible uso segun

la NADF-020-AMBT-2011. *Indica que los valores mostrados no fueron propios del

experimento por lo que se pueden ajustar para concordar con la norma.

Parametro

Humedad

pH
Materia
organica

Fitotoxicidad
(1G)

Uso
recomendado

NADF-020-AMBT-2011

Composta con 2.9% de pLDPE después de

biodegradacion

Tipo de composta pLDPE+Co1 | pLDPE+Co2 | pLDPE+Mn1 | pLDPE+Mn2
A B c
23-35% en peso 25-45% en 23.59* 9.87* 24.58* 16.82*

peso
6.7-7.5 6.5-8 8.60 8.48 8.55 8.54
>20% MS >25% MS 33.87 41.64 33.59 40.28
IG>85% |I1G>75% 1G > 60% 60.30 54.66 63.94 60.45
Sustrato Agricultura Paisaje, Paisaje, No se debe | Paisaje, Paisaje,
en viveros | ecologica y areas verdes | areas verdes | utilizar areas verdes | dreas verdes
y sustituto | reforestacion | urbanas y urbanas y urbanas y urbanas y
de tierra reforestacion | reforestacion reforestacion | reforestacion
para
maceta
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CONCLUSIONES

Los reactores pLDPE+Co1 y pLDPE+Co2 producen mayor cantidad de COz2
que pLDPE+Mn1 y pLDPE+Mn2. Lo que permite concluir que, la oxidacion
fue mas agresiva en la composta que contenia peliculas de polietileno con

estearato de cobalto.

La composta con las peliculas de polietiieno conteniendo aditivos pro-
oxidantes estearato de manganeso y de cobalto, no inhiben la germinacion
de las semillas de lechuga L. sativa L, por lo tanto no hay efecto téxico de los

aditivos para esta variable.

La composta que contenia pLDPE+Co2 (termo-degradada previamente por
21 dias) presentd un efecto toxico tanto para la elongacion del hipocétilo con

un Clso de 75.89% de composta como para el IG.

La composta conteniendo pLDPE+Co2 no cumple con NADF-020-AMBT-
2011, la cual indica que con un IG minimo de 60% la composta puede ser
usada en areas verdes urbanas, ésta composta obtuvo un IG del 54.66+£3.89
%, lo cual se traduce en que la pLDPE+Co2 aporta sustancias toxicas,

particularmente cobalto.

La composta de poda conteniendo pLDPE+Co1 y pLDPE+Mn1 y 2 (16 dias
termodegradadas), si cumplen con la normativa que establece los
requerimientos (parametros fisicoquimicos e |IG) para la produccién de
composta a partir de la Fraccidon Organica de los Residuos sélidos Urbanos
y pueden ser usadas en paisajes, areas verdes urbanas y reforestacion, ya
que no se encontraron sustancias toxicas o estan presentes en muy bajas

concentraciones.

PERSPECTIVAS

Termo-degradar pLDPE con manganeso durante 21 dias para evaluar el
efecto toxico de este metal después de una biodegradacion.
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Sembrar las semillas de lechuga y monitorear el crecimiento hasta la
madurez, realizando analisis fisicoquimicos, para saber si el efecto adverso
continua en la planta madura y si hay absorcion de metales asi como la

cantidad de éstos en raices y hojas.

Evaluar la toxicidad con diferentes organismos de prueba como distintos tipos

de semillas, crustaceos del género Daphnia o lombrices.
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