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DEGRADACION ENZIMATICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

RESUMEN

Los plasticos forman parte fundamental en las actividades cotidianas del hombre moderno,
son materiales muy versatiles que en el transcurso de los afios se convirtieron en una industria
completamente independiente que desplaz6 a otros materiales como el metal y el vidrio en distintas
aplicaciones. Ligado a la amplia utilizacion de los plasticos, el problema de la contaminacion a causa
de estos materiales es un tema que también ha generado tecnologias y lineas de investigacion con la

finalidad de buscar soluciones al problema ambiental.

La degradacion biologica es el proceso mas amigable con el medio ambiente en la gestion de
residuos de plastico. Para facilitar el proceso de mineralizacion el material debe sufrir cambios fisicos
y quimicos para permitir que los microorganismos metabolicen estos polimeros sintéticos. Tales
cambios se hacen posibles cuando los plasticos son oxidados por factores abidticos o por
catalizadores. En este trabajo se investigé la utilizacion de catalizadores biolégicos para modificar
guimicamente uno de los plasticos mas abundantes utilizados hoy en dia, el polietileno. En el plastico
tratado con la enzima lacasa del hongo C. gallica UAMH 8260 auxiliada de moléculas denominadas
mediadores se observaron cambios en la hidrofobia de la superficie de las peliculas de polietileno.
Quimicamente la superficie se vio alterada a causa de la oxidacién producida por la enzima y los
mediadores. A través de espectroscopia infrarroja se detectaron nuevos modos vibracionales
diferentes a los del polietileno original, principalmente vibraciones caracteristicas de grupos carbonilo
en la region de A=1720 cm™. Sin embargo esta oxidacién fue superficial y no generé cambios en las
propiedades mecdnicas y termodinamicas del polietileno que tuvieran correlacién con lo observado en
la superficie. Posteriormente se determind que lo que se observé en las propiedades mecanicas y
termodinamicas del polietileno fue producto de la hidratacion de las peliculas al estar sumergidas en

solucién amortiguadora durante el tratamiento enzimatico.

Finalmente el plastico fue incubado en presencia de un microorganismo modelo (T.
sanguineus CEIBMDO01) y a través de microscopia electrénica de barrido (SEM) se encontré que
aguellas muestras que fueron previamente tratadas con la lacasa y los mediadores favorecieron la
pesencia del hongo a la superficie. Lo cual, en algin momento pudiera traducirse en la
biodegradacion de este polimero bajo ciertas condiciones las cuales no pudieron ser exploradas

durante la realizacion de este trabajo.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades de los plasticos.

“Plastico” proviene de plastikos palabra griega que significa susceptible de ser moldeado. Los
plasticos se llaman asi porgue en alguna etapa de su fabricacibn o de su utilizacién tienen
propiedades plasticas o “moldeables”. Estos materiales pueden ser plasticos so6lo una vez, o pueden
ser tantas veces como se quiera. Sin embargo, esta propiedad no basta para distinguir a los plasticos
de otros materiales. El vidrio y el hormigén pueden tener un comportamiento analogo, pero no son
plasticos®. Los plasticos son materiales basados en la quimica del carbono de elevado peso
molecular formados por unidades repetidas conocidas como monémeros, los cuales se enlazan para

formar moléculas de alto peso molecular?.

Los primeros plasticos, como el celuloide o la malaquita, partian de polimeros a los que se
afladian sustancias plastificantes. El proceso que condujo a los plasticos modernos fue la sintesis
quimica a partir de moléculas sencillas para obtener polimeros®. En la década de los 1930s, se
descubri6 que el gas etileno polimerizaba bajo la accién del calor y la presion, formando un
termoplastico al que llamaron polietileno (PE). Al reemplazar en el etileno un atomo de hidrégeno por
uno de cloruro se produjo el cloruro de polivinilo (PVC), un plastico duro y resistente al fuego. Al
agregarles diversos aditivos se logra un material mas blando, sustituto del caucho, cominmente
usado para ropa impermeable, manteles, cortinas y juguetes®. Un plastico parecido al PVC es el
politetrafluoretileno (PTFE), conocido popularmente como teflon y usado para rodillos y sartenes
antiadherentes. Otro de los plasticos desarrollados en los afios 1930s en Alemania fue el poliestireno
(PS). También en esta época se cred la primera fibra artificial, el nylon. Su primer uso fue la
fabricacion de paracaidas para las fuerzas armadas estadounidenses durante la Segunda Guerra
Mundial, extendiéndose rapidamente a la industria textil en la fabricacién de medias y otros tejidos
combinados con algoddn o lana. En 1942 aparecieron las melaminas, las resinas epoxicas, el
poliuretano y en 1952 el policarbonato. La evolucién de este tipo de materiales ha sido muy rapida, al
grado que hoy en dia se pueden tener miles de materiales plasticos tomando en cuenta los tipos,

subtipos, mezclas, etc?.

Aunque existen numerosos sistemas de clasificacién para los plasticos dependiendo de sus




propiedades fisicoquimicas, casi todos los polimeros sintéticos pueden ser colocados dentro de dos
grupos principales: materiales termoestables y materiales termoplasticos. A su vez, los materiales
termoestables y termoplasticos pueden subdividirse en espumas, adhesivos, resinas, elastomeros, y
asi sucesivamente. Los plasticos termoestables se “curan” o adoptan una forma rigida de manera
permanente®. El “curado” es una reacciéon quimica irreversible conocida como reticulacién que
generalmente se produce bajo calor. Los termoplésticos difieren de los plasticos termoestables en
gue no pasan por el fendmeno de “curado” como lo hacen los termoestables. Los termoplasticos
simplemente se ablandan o se derriten cuando se calientan y bajo estas condiciones pueden ser
transferidos a un molde frio para tomar la forma del mismo®. Esta caracteristica permite a los
termoplésticos tener varios ciclos de fundicion y endurecimiento de manera limitada, ya que la
exposicion repetida a altas temperaturas produce un desgaste en el material, la cual conduce a la
eventual degradacion de los materiales. En general, los materiales termoplasticos tienden a ser mas

duro y menos fragiles que los termoestables®.
1.2. Problematica generada por los plasticos.

Los polimeros sintéticos se han vuelto tecnolégicamente importantes desde décadas pasadas,
reemplazando diversos materiales dentro de diversas aplicaciones industriales, comerciales y
domésticas’. Las caracteristicas que han integrado a los materiales plasticos en la vida cotidiana del
ser humano han sido también las causantes del grave problema ecol6gico que rodea a estos
materiales. La produccion anual de los plasticos en el afio 2012 rond6 cerca de las 290 millones de
toneladas en el mundo, En América del Norte se produjeron cerca de 60 millones de toneladas (20%
del total) en ese mismo afio®. Dentro de los plasticos sintéticos de mayor consumo en el mundo estan
los polietilenos (Polietilenos de alta densidad, baja densidad, etc.), seguido del polipropileno, cloruro

de polivinilo poliestireno, como se presenta en la Tabla 1.1.9*°

Tabla 1.1. Produccion mundial de plasticos en el afio 2012 &,
Porcentaje de producciéon

Plastico (%)
_ _ Pol_ietileno_s _ _ 28
(alta densidad, baja densidad y lineal de baja densidad)
Polipropileno 19
Cloruro de polivinilo (PVC) 13
Polietilentereftalato (PET) 5
Poliestireno 4
Otros 31

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

se tiene un sistema de desecho adecuado™. La mayoria de los plasticos se confinan en rellenos



sanitarios o se incineran,en promedio s6lo un 7% se recicla. Actualmente, la opcién del relleno
sanitario se considera inadecuada, ya que los volimenes de los residuos plasticos actuales hacen
que los espacios para rellenos sanitarios sean cada vez mas escasos y por lo tanto, también elevan
su costo™. Por su parte, la incineracion de plasticos podria ser considerada una alternativa aceptable
tomando en cuenta la gran cantidad de energia liberada por la combustién de los plasticos (46000
KJ/Kg vs 4300 KJ/L de petréleo); sin embargo, las legislaciones dentro de diversos paises prohiben
esta practica ya que se liberan productos contaminantes como CO, CO., dioxinas, hidrocarburos

policiclicos aromaticos (PAHSs), hollin, entre otros®.

Una alternativa que ha funcionado en algunos paises es la pirdlisis. La pirdlisis es la
incineracion de un material en ausencia de oxigeno, produciendo moléculas de menor peso molecular
evitando oxidacién del material en CO, y agua®*?. La investigacion se enfoca en el uso de esta
tecnologia para eliminar los residuos plasticos y obtener nuevos productos, principalmente liquidos.
gue pueden ser utilizados directamente como combustible u otros productos quimicos de valor
agregado. Algunos autores*®™** mencionan una alta flexibilidad con respecto a las caracteristicas de la
materia prima, asi como también la posibilidad de utilizar residuos plasticos mixtos tomados de los
desperdicios, y plasticos laminados y peliculas de envasado que son dificiles de reciclar con el uso de
tecnologias de reprocesamiento tradicionales®. Sin embargo, el método de pirdlisis sufre de varios
inconvenientes. En el documento de Kumar® y colaboradores se menciona que los catalizadores
empleados en la pirdlisis pueden desactivarse por la deposicion de residuos carbonosos, sales,
compuestos nitrogenados y demas compuestos presentes en el residuo plastico. Estos materiales
pueden permanecer en los catalizadores, lo que dificultaria su reutilizacion. Esta discrepancia entre
autores es importante de considerar, ya que por un lado, se menciona que los residuos plasticos
pueden ser empleados sin ningln inconveniente y por otro lado, se menciona que se requiere de una
pureza relativamente alta en éstos ultimos. Por lo tanto, diversos estudios son necesarios todavia

para poder considerar a la pirélisis como una alternativa al tratamiento de los residuos plasticos.

Otra de las alternativas para reducir la velocidad de acumulacion de desechos es el reciclado;
sin embargo, esta metodologia conduce inevitablemente a que los nuevos productos tengan una
calidad inferior y con esto se limita el reciclaje a sélo unos cuantos ciclos de utilizaciéon*®. El reciclaje
primario es el mas popular y consiste en la conversién de los residuos plastico en productos que
tienen un nivel de rendimiento comparable al de los productos hechos a partir de plasticos virgenes.
Los residuos pueden ser mezclados con material nuevo para asegurar la calidad del producto®.
Posteriormente, sigue el reciclaje secundario, del cual se obtienen productos de menor calidad que la
del ciclo anterior. Existe la posibilidad en este ciclo de reciclado de volver a separar a los plasticos por

tipos genéricos o utilizarlos de manera mixta®2. Finalmente, el orden y el nimero de operaciones en



un sistema de reciclado secundario, dependera de los residuos y la calidad final deseada, ya que
estos pueden continuar hasta un tercer ciclo, en donde se incluye un reciclado quimico como la
pirélisis, la cual ya fue explicada previamente'®. Tomando en cuenta el grave impacto ambiental
producido por compuestos xenobioticos como los plasticos, es posible que en algdn momento otro
tipo de materiales como los bioplasticos resulten en la mejor alternativa a nivel mundial. Sin embargo,
a la par del desarrollo de nuevos materiales, se necesitan nuevas técnicas que resuelvan los
problemas ecol6gicos que se generaron a partir de la gran utilizacion de los plasticos de alta

recalcitrancia.
1.3. Polietileno.

Como ya se mencion6 anteriormente, el polietileno representa un volumen muy importante a
nivel mundial en cuanto a producciéon®. Comercialmente es el material termoplastico mejor conocido y

cuya estructura se muestra en la figura 1.1.

\ / Polimerizacién

Etileno Polietileno
Figura 1.1. Férmula quimica del polietileno y sintesis a partir del etileno.

Se trata de un polimero muy versatil debido a sus propiedades quimicas, las cuales le
proporcionan al material una alta tenacidad, ductilidad, resistencia quimica, permeabilidad y absorcion
de agua muy baja. El polietileno es estable a 290°C en ausencia de O, y a temperaturas mayores se
descompone y genera polimeros de menor peso molecular. Cuando se incrementa la temperatura a
mas de 350°C se generan productos gaseosos como buteno. En presencia de oxigeno el polietileno
es mucho menos estable y a temperaturas menores es posible generar cambios fisicoquimicos,
producto de la oxidacién del material'’. Los cambios producidos impactan en su mayoria en la

disminucion del peso molecular.

Un carécter importante de la estructura quimica del polietileno es la cristalinidad parcial del
sélido. Las variedades de polietileno producido comercialmente tienen que ver con el grado de
ramificacion del material y por ende, con el grado de cristalinidad del mismo, de esta manera se
tendra un material mas cristalino mientras menos ramificaciones se tengan?®. En la figura 1.2 se puede

observar el grado de ramificacién de polietilenos de diferentes densidades.



Figural.2. Arreglo molecular de algunos tipos de polietileno?.

1.4. Degradacidon abidtica y bidtica del polietileno.

La degradacion abidtica es aquella que sucede por fuentes de energia naturales como la
radiacion solar y la temperatura’®. Durante este proceso se ha observado que se generan grupos
polares en el polietileno, asi como también escisiones en las cadenas moleculares. Los efectos netos
de este proceso son disminucion del peso molecular, disminucion de las propiedades mecanicas,
disminucion de las regiones cristalinas, en la densidad y, en etapas prolongadas, rupturas
superficiales'®. De manera general, los factores que retrasan la degradaciéon del polietileno y otros

plasticos son los siguientes:

e Alta hidrofobia.

e Alto peso molecular.

¢ Arreglos moleculares cristalinos.

e Grupos funcionales poco reactivos.

Debido a esas barreras energéticas, en condiciones naturales la degradacién de los plasticos,
incluyendo al polietileno, ocurre de manera muy lenta y requiere de ciertas condiciones tales como
temperatura, radiacion solar y presencia de oxigeno®. Cuando el polietieno se degrada
abidticamente se incorporan nuevos grupos funcionales de menor energia de enlace (Ej. Enlace C-H:
414 KJ / mol v.s. enlace C-O: 352 KJ / moal). En la figura 1.3 se muestran algunos productos de

degradacion del polietileno debido a factores abidticos.
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Figura 1.3. Productos de degradacion abiotica del polietileno.

Estas modificaciones impactan en las caracteristicas antes mencionadas,de esta forma es
posible que estos materiales puedan ser mas susceptibles a ser atacados por poblaciones
microbianas inespecificas, lo cual lleva a su biodegradacion® (degradacion biética).Un material puede
ser considerado como biodegradable cuando se vuelve susceptible al ataque microbiano. El resultado
de la biodegradacion es la formaciéon de H,O, CO, 6 CH4; nueva biomasa y ausencia de materiales

téxicos u otro tipo de subproductos®?,

Entendiendo la gran importancia que representa el polietileno en la actualidad y que su baja
reactividad es una barrera energética que necesita superarse para lograr su biodegradabilidad, la
necesidad de convertir al polietleno en un material menos recalcitrante en un tiempo
significativamente corto se ha vuelto un campo de estudio actual. Una propuesta es la utilizacién de
aditivos capaces de acelerar la reaccién del plastico con el oxigeno atmosférico, a los cuales se les
denomina como prooxidantes, con los cuales se puede acelerar el proceso abiodtico de degradacién
oxidativa'®?!, Este tipo de tecnologia es la que se emplea en los plasticos oxodegradables cuyo
mecanismo general inicia cuando los iones metalicos incorporados en los plasticos forman especies
oxidantes a causa de la radiacion solar o la temperatura. Estas especies metalicas seran capaces de
tomar electrones del polietileno, generar radicales libres que inicien una cadena de reacciones de
oxido-reduccion que finalmente produzcan grupos funcionales como los que se observan en la figura
1.3. Se debe mencionar que en proceso de degradacion abidtica no hay mineralizacion de los

plasticos, en otras palabras, el plastico no es convertido a CO,, agua 0 metano*®?+%,

En cuanto a la biodegradacion de polietileno, se ha observado que una vez oxidado el plastico
abidticamente, los microorganismos son capaces de crecer en la superficie del polimero y utilizarlo
como fuente de carbono®2°. Por ejemplo, cuando el polietileno se trata con agentes abiéticos como

luz UV (durante 8 semanas) y posteriormente es incubado con Streptomyces viridosporus, se



comprobd que el polimero resultante es de un tamafio menor debido a la presencia de la bacteria
(pérdida de peso molecular de 60000 Da a 40800 Da) y ademas de que las propiedades mecénicas
también se vieron afectadas (el polimero tratado es 50 % menos elastico que el control). La evidencia
que asociara las pérdidas de las propiedades del polimero con el metabolismo bacteriano (como
evolucion de CO, o aumento de la biomasa) no fueron demostrados, sin embargo, si se evidencié que
un tratamiento abidtico permitiera que un polimero sintético presentara deterioros propios de una

biodegradacion?.

La hipétesis que se ha planteado es que una vez incorporado el plastico al interior de las
células las enzimas metabdlicas, como la alcohol deshidrogenasa, seran capaces de utilizar y seguir
oxidando al sustrato hasta que se incorpore al metabolismo central de los microorganismos. Lo
anterior se comprob6 parcialmente cuando se incubaron muestras de polietileno con cultivos
celulares de Pseudomonas putida y Bacillus brevis’, encontrandose que al colocar un inhibidor como
CO, la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa se abatié y no fue posible encontrar cambios
oxidativos en el polimero incubado en este sistema?’. El mecanismo exacto de incorporacion de los
plasticos al metabolismo microbiano es adn desconocido, sin embargo, si existen evidencias de la
biodegradacién de polietileno en ambientes aerobios controlados, ya que se ha detectado la
incorporacién de nuevos grupos funcionales en el polimero residual, el incremento en la produccion
de CO, y consumo de O, asi como el aumento de la biomasa durante periodo de incubacion, entre

otros”?128

En la literatura existen trabajos en los que se asocia la oxidacién del polietileno con la
biodegradacion por distintos microorganismos. En la tabla 1.2 se muestran algunos trabajos
seleccionados en los que se describen los cambios oxidativos que sufre el polietileno y como es que
posteriormente, este puede ser biodegradado por distintos microorganismos, ya sean hongos o
bacterias identificados*%-* o poblaciones inespecificas de microorganismos provenientes de suelos
de composta?®*3, Los trabajos de biodegradacion fueron realizados en polietileno de baja densidad
(LDPE) asi como en polietileno linear de baja densidad (LLDPE), mezclados con iones metalicos
como moléculas prooxidantes. Los polietilenos utilizados no se mezclaron con ningan otro material
como almidén u otro material biodegradable, asi que los efectos observados fueron directamente a
causa de la de oxidacion abidtica (envejecimiento acelerado con luz UV y temperatura); y
posteriormente, a causa de la incubacién con microorganismos. Sin embargo, los mecanismos por los
cuales los microorganismos provocan la biodegradacion de un material como el polietileno no ha sido
descrito en la literatura, ni tampoco el papel que pueden jugar enzimas extracelulares como las

celulasas, en el caso de microorganismos celuloliticos, por ejemplo®.

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



bacteriana la cual se propuso como la principal responsable de las oxidaciones observadas en
polietileno, pero no de que esta enzima participara de manera directa en el mecanismo de
biodegradacion. Al comparar esta la lacasa aislada de R. ruber con una lacasa comercial del hongo T.
Versicolor se observo que soélo la lacasa de R. ruber generaba oxidaciones en el polietileno mientras
gue la otra enzima no lo pudo hacer ya que la enzima bacteriana se encuentra adaptada a ser activa

a temperaturas superiores a los 60°C, mientras que la enzima fangica no*.

De esta manera, al encontrar una enzima que forma parte de un microorganismo que es
capaz de proliferar en presencia del polietileno, se pudiera pensar que tal vez esta lacasa si es parte
del mecanismo de biodegradacién del polietiieno ya que quiza el microorganismo necesita un
polietileno oxidado para posteriormente continuar, mediante otros procesos, la utilizacion de este

sustrato como parte de su metabolismo.



DEGRADACION ENZIMATICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

Tabla 1.2. Catalisis oxidativa de

Catalizador

33 Identidades no mencionadas.
Estearatos:
34 Mny Fe.
Nanoparticulas
29 superparamagnéticas
de oxido de hierro

(SPION)

30 Estearatos: Ca y Fe.

28 Bionolle® polyester.

32 -

31 -

25 Estearatos: Fe, Coy Mn.

Condiciones oxidativas

Luz solar
Oxidacion térmica
(45. 55. 65 °C).

Oxidacién térmica (70°C)

Medio minimo

Radiacion
(A=300-800nm)

Medio acuoso

Radiacién UV

HNO3
(0.65%)
Oxidacion térmica
(55. 60y 70°C)
Radiacion
(A=300-800nm)

Microorganismo

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

Poblaciones microbianas inespecificas de suelo de

composta y de suelo forestal

Microbacterium sp.
Pseudomona putida
Bacterium Te68R
Cepa PN12

Bacillus cereus
B. megaterium
B. subtillis
B. borstelensis.

Poblaciones microbianas del suelo.

Rhodococcus ruber C208

Microbacterium paraoxydans
Pseudomona aeruginosa

Bacillus cereus
B. megaterium
B. subtillis

polietileno por factores abidticos, prooxidantes metdlicos y su posterior tratamiento con microorganismos.

Observaciones
finales
Fragmentacion molecular
Enlaces C- O
|co =+47 %
Colonizacidj
Enlaces C - O
|co: +100%
PM=-15 %

Enlaces C - O
Cambio en PM
Fragmentacion molecular

0= - 11.5%
T=+44.1%
Enlaces C - O
|co: -75%
Colonizacién
m =-0.6%
Rt =-50%
Er =-99%
Colonizacién
m = -3%
PM = -20% (de 120 a 96 KDa)
Enlaces C - O
|co = +40%
Cri%= + 42%

60% de mineralizacion del sustrato.
PM =-96% (de 71 a 2.5 KDa)
Enlaces C - O

|co = -90%
50% de mineralizacion del sustrato

Ico: Indice de carbonilo, PM: peso molecular relativo, : &ngulo de contacto, 1:

relativa, Cri%: porcentaje de cristalinidad.

tension de adhesion, m: pérdida de masa, Rr: resistencia a la tension, Eg: elongacion
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DEGRADACION ENZIMATICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

1.6 Oxidacion enzimatica del polietileno.

Maneras alternativas y recientes para la oxidacion del polietileno involucran la maquinaria
enzimatica de ciertos microorganismos capaces de producir un efecto oxidante sobre este polimero.
Tal es el caso de algunas oxidoreductasas, principalmente se han reportado lacasas y peroxidasas
como los principales biocatalizadores de estas reacciones de oxidacion*323¢3" aunque en algunos
casos no es evidente el efecto de la enzima. En la tabla 1.3 se encuentran algunos trabajos en los
que se han empleado alguna de estas enzimas para la oxidacion de polietileno y los cambios
fisicoquimicos que han producido en el material, cabe sefialar que estos trabajos se enfocan a
describir los cambios fisicos y quimicos sobre el plastico y no se ha tratado de comprobar el efecto en

la biodegradacion después del tratamiento enzimético.

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

Referencia Enzima Observaciones

38 Peroxidasa de soya Nuevos grupos funcionales ( -C=0. - C-OH)

6=-28.7%
32 Lacasa Nuevos grupos funcionales ( -C=0. - C-OH)
(R. rubber) PM=-20%
. PM=-83%
36 Manganeso peromdaga Rr= -50%
(1IZU-154. Deuteromycotina) Er= -100%
= - 0,
37 Lacasa + HBT F;zM— E?(?‘V?
) =
(T. versicolor) Er= -100%

PM: peso molecular relativo, 6: angulo de contacto, t: tension de adhesion, m: pérdida de masa, R: resistencia a la tensién, Eg: elongacion
relativa.

Estas oxidoreductasas son capaces de catalizar reacciones de oxidacién en una variedad
amplia de sustratos con estructuras quimicas muy diversas®. En estas enzimas, el sitio activo se
encuentra parcialmente expuesto al disolvente, son capaces de generar radicales libres o especies
reactivas, llamados mediadores, los cuales difunden al medio de reaccién y son capaces de oxidar
sustratos de gran tamario, sin necesidad de que el sustrato se interne en la cavidad del sitio activo®.
En el caso especifico de plasticos como el polietileno, debido a la alta energia del enlace C-C (375
KJ/mol) se requiere que las especies involucradas en las reacciones enzimaticas tengan suficiente
poder oxidante para modificar la estructura del plastico®®. Por este motivo, es deseable utilizar
aguellas enzimas de mayor poder oxidante que son capaces de generar radicales libres lo

suficientemente reactivos como para vencer la barrera energética dentro de las moléculas de los
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plasticos. Adicionalmente, estas reacciones pueden llevarse a cabo a temperaturas moderadas y en

condiciones de bajo niveles de toxicidad.

1.7. Oxidoreductasas empleadas en este estudio.

1.7.1 Lacasa.

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas oxidorreductasas que contienen atomos de cobre en
su sitio activo. Pueden catalizar la oxidacién de una gran variedad de sustratos, tales como fenoles y
anilinas, utilizando como aceptor de electrones al oxigeno, el cual se reduce a agua. Durante la
reaccién de oxidacion del sustrato se forman radicales libres, los cuales pueden reaccionar entre si
para formar dimeros, trimeros y polimeros*; aductos con otras moléculas** o pueden actuar como
mediadores, oxidando o generando radicales libres sobre otros compuestos®*, Este tipo de enzimas
pueden ser obtenidas a partir de los denominados hongos de pudricidon blanca, tal es el caso de
Coriolopsis gallica, el cual es un hongo capaz de producir lacasa y manganeso peroxidasa. Las
capacidades oxidativas de estas enzimas son de gran interés ya que esta reportado que la enzima
lacasa de C. gallica (UAMH 8260) es capaz de oxidar una gran variedad de compuestos en
disolventes organicos como acetonitrilo al 20% y retener hasta 80% de su capacidad catalitica®***.
Esta enzima tiene ademas un valor de potencial redox alto comparado con otras lacasas *°, lo cual,
como se menciond anteriormente, es deseable para contender con sustratos dificiles de oxidar. Por
otro lado, el rango de sustratos para las lacasas puede ser extendido con la adicion de sustratos
mediadores como ABTS (&cido 2.2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) é HBT (1-
hidroxibenzotriazol). De manera general, un mediador debe ser una molécula que tenga las

siguientes caracteristicas**%:

e Sea sustrato de lacasa.

e Sea suficientemente estable en su forma radical para difundir en el medio de reaccion y
alcanzar el sustrato blanco.

e Tener energia de ionizacidon o potencial redox lo suficientemente altos para llevar a
cabo la oxidacion del sustrato blanco.

¢ Preferentemente barato y de bajo impacto ambiental.

Ejemplificando la reaccién de un mediador, en la figura 1.4, se muestra los estados de
oxidacion del ABTS, uno de los mediadores mas utilizados en reacciones de oxidacion con lacasa, de

acuerdo con la literatura®®-°.
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Figura 1.4. Transformaciones redox del ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) a su forma
radical catiénica (ABTS™) y dicatiénica (ABTS?)

1.7.2. Citocromo ¢ modificado con polietilenglicol.

El citocromo ¢ no es una enzima, es una proteina que participa en la cadena de transporte de
electrones en las células eucariotas. Su funcion bioldgica es transportar electrones entre los
complejos citocromo ¢ oxidasa y citocromo c reductasa. En su sitio activo tiene un grupo prostético
hemo el cual, a diferencia de las peroxidasas clasicas, esta ligado a la proteina por dos enlaces
covalentes del tipo tioéter a través de las cadenas laterales de las cisteinas 14 y 17. Su actividad
catalitica en sistemas vivos no se ha reportado hasta la fecha sin embargo existen trabajos en los que
se reporta su actividad peroxidasa en solucién, degradando hidroperéxidos, oxidando 4-nitrofenol,
acido 2-ceto-4-tiometil butirico, ABTS, entre otros®.

El uso de esta proteina como catalizador puede justificarse por el hecho de que es bastante
versatil en cuanto al rango de pH (entre 5y 9) y temperaturas (de 50 a 80 °C) en las cuales mantiene
arriba del 60% de su actividad catalitica tipo peroxidasa®. Adicionalmente, como ya se menciond, el
grupo hemo se encuentra unido covalentemente, estabilizando la estructura y reduciendo asi la
pérdida del grupo prostético por la adicion de disolventes organicos: por ejemplo, se ha reportado que

este citocromo c es cataliticamente activo en 90% de tetrahidrofurano®.

Se sabe que la modificacién quimica de las enzimas con PEG o polisacaridos puede conferir



cierta termoestabilidad en un intervalo de temperatura de 50 a 70° C. Dicha estabilizacion se explica
por la solvatacion de los residuos de aminoacidos unidos al PEG, ya que éste restringe su movilidad
molecular, disminuyendo asi la tasa de desnaturalizacién de la proteina®. Utilizando esta técnica se
ha demostrado que el citocromo c de corazén de caballo modificado con PEG puede llegar a ser
termoestable en temperaturas superiores a los 80°C en solucion acuosa y ademas ser cataliticamente
superior a la proteina original (incremento del doble en actividad) en presencia de sustratos
hidréfobos como los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH's)*. De esta manera se podria
incrementar la oxidacién del polietileno, ya que como se sabe, al incrementar la temperatura, éste
material se puede volver mas reactivo, al ser mas susceptible a la oxidacion en presencia de agentes

oxidantes como el oxigeno®'.



2. HIPOTESIS.

La oxidacién enzimatica del polietleno generara un material mas susceptible a la
biodegradabilidad.

3. OBJETIVO GENERAL.

Establecer condiciones de reaccion y utilizar una bateria de andlisis para evidenciar que el

polietileno de baja densidad puede ser oxidado por enzimas

3.1. Objetivos particulares.

1. Evaluar diferentes sistemas enzimaticos (s6lo enzima, enzima + mediador. temperaturas

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

2. Caracterizar las propiedades mecanicas y fisicoquimicas del polietileno oxidado por las

enzimas.

3. Observar a través de SEM la interaccién entre el PE tratado enziméaticamente y un

microorganismo modelo (T. Sanguineus) para.



4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Enzimas.

Las enzimas a emplear en este trabajo, son enzimas producidas en el laboratorio y consisten
en una lacasa del basidiomiceto Coriolopsis gallica*y un citocromo ¢ modificado con polietilenglicol
(PEG)*.

4.1.1. Laccasa (Lac).

La enzima lacasa se produjo en laboratorio de acuerdo a Pickard y colaboradores® y se
purificé de acuerdo a Rodriguez y colaboradores®. Debido a que la enzima se encontraba en una
solucion de glicerol, antes de utilizarla fue necesario dializarla contra una solucion amortiguadora de
60mM de fosfatos, pH=6.0. Para la didlisis se utilizé una membrana de 12-14 KDa marca Spectrum
Labs®.

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

El citocromo ¢ (C2506) y el metileter de polietilenglicol de peso molecular 5 KDa (81323) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (Milwaukee. WI). El polietilenglicol activado con cloruro ciantrico (PEG-
(CN);CI) se utiliz6 para modificar las lisinas (20 residuos) en la superficie del citocromo ¢ a través de
una reaccién de sustitucion nucleofilica entre el carbono de los grupo nitrilo y el amino primario de las
lisinas. El procedimiento anterior se basé de acuerdo a lo descrito por Boada®*. Abuchowski® y
Garcia-Arellano®. A continuacién se desglosan brevemente los pasos seguidos para la sintesis del
PEG-CI(CN)s.

1. En un matraz de 250mL se colocan 10g de PEG y aproximadamente 1mL de acetonitrilo, para ayudar a
disolver el PEG, esta operacion se realizé a 70°C en un bafio de agua.

2. Una vez disuelto el PEG. esta solucion se le afiadié a 40mL de tolueno en donde previamente se le habia

agregado el carbonato de sodio y el cloruro ciandrico.

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

separé el carbonato de la solucién.
4. Alfiltrado se le agregaron 100mL de hexano frio (ayudandose de un bafio de hielo).

5. El precipitado junto con la solucién se dividié dentro de tubos de teflon para su posterior centrifugaciéon a
12100 g durante 10min a 4°C.



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

cianurico residual.
7. ElI PEG activado se sec6 por 48h en presencia de malla molecular para reducir su hidratacion.

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

El rendimiento de la reaccién de modificacion del PEG, se determind con la metodologia descrita por
Garcia-Arellano® en la cual se realizé una valoracién de los iones cloruros disueltos en agua
mediante la técnica de nitrato de plata y cromato de potasio®. Los rendimientos alcanzados fueron
alrededor del 30%.
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Figura 4.1. Reaccion de modificacion del polietilenglicol con cloruro ciandrico. La reaccion
se llevo a cabo en tolueno bajo agitacion constante durante 24h.

La madificacion del citocromo c se realizé de la siguiente manera:
1. Se pesaron 9mg de Cit C y se disolvieron en 5mL de solucién amortiguadora de boratos 40mM. pH=10.

2. Por separado se pes6 el PEG-CI (CN)s tomando en cuenta el nimero de lisinas presentes en el citocromo.
en este caso 20. Se requiere un exceso molar de 20:1. por lo que se utilizd al rededor de 2g de PEG-
CI(CN)s.

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

un vial de vidrio a temperatura ambiente.

4, Al terminar la reaccion. la mezcla se dializé6 durante 24h a 4°C contra un volumen de 4L. Durante ese

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

5. Para observar el grado de modificacion del citocromo se realiz una electroforesis en gel desnaturalizante
de acrilamida (SDS-PAGE) y se comprob6 el aumento en peso molecular del citocromo modificado. Como

control. se utilizé un Cit C puesto en contacto con PEG-CI (CN); en un amortiguador a pH=6. en donde no

deberia ocurrir la reaccion de sustitucion nucleofilica que ocurre cuando el pH es basico.
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Figura 4.2. Reaccion del citocromo c con el polietilenglicol modificado (PEG-(CN);ClI. El citocromo c reacciona a través de
los residuos de lisinas que se encuentran en su superficie. Se forma un citicromo que se encuentra rodeado de una capa de
polietilenglicol.

4.2. Sustrato.

El sustrato a oxidar fue polietileno comercial de baja densidad (no se posee informacion sobre
el paso molecular ni la densidad del sustrato) en forma de pelicula con 32 um de espesor y 1.5 cm X
3.5cm 6 1.5 cm x 14 cm, dependiendo de la prueba a realizar. Para obtener el ancho de 1.5 cm se
utilizé una guillotina con doble hoja y con un espacio de corte estandar de 1.5cm de espesor. El
polietileno una vez en pelicula se preparé lavandolo dentro de tubos falcon de 35mL en el vortex con
agua desionizada y una solucién de extran, posteriormente con etanol al 96% y finalizando con un

secado a temperatura ambiente.
4.3. Tratamientos enzimaticos.

Los tratamientos enzimaticos se realizaron en medios acuosos, en el pH 6ptimo para cada
enzima y por periodos de 24 h. Para la lacasa, se utilizé un amortiguador de succinatos pH = 4.5, 60
mM, asi como también soluciones de los mediadores ABTS (acido 2.2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-

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

Para el citocromo C se utiliz6 una solucién amortiguadora de fosfatos pH=6 y concentracion
de 60mM. En este caso en particular, la temperatura utilizada fue de 80°C controlada mediante un
bafio de agua y adicionando al medio de reaccién 5uL de peréxido de hidrégeno 200mM cada hora
hasta cumplidas 18h de tratamiento, posteriormente se dejoé que la reaccidn continuara hasta cumplir
las 24 h.



4.4. Caracterizacion del polietileno.

4.4.1. Angulo de contacto.

Originalmente los plasticos estan disefiados para no ser permeables al agua, su naturaleza
hidréfoba se debe a que las moléculas que los componen tienen enlaces que no son polarizables y
que no presentan afinidad por el agua. Para esta técnica se utilizé un goniémetro marca Ramé-Hart®
modelo 100-07-00. Las condiciones de operacion fueron 16uL de agua destilada grado laboratorio en

3 distintas posiciones de la superficie de la membrana de polietileno (ver figura 4.1).
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Figura 4.3. Posiciones en la superficie de las membranas de polietileno evaluadas con angulo de contacto.

Se utiliz6 una atmosfera saturada de agua y una temperatura de 28 + 2 °C. Para cuantificar el
angulo de contacto, se grabé una filmacion de 1.5 minutos de duracion con una video cadmara con
lente ajustado a grabar Unicamente la superficie de polietileno. El programa en el que se grabd fue
“Pinnacle studiol5”. Posteriormente para cada filmacion se extrajeron 4 imagenes a los 22.5. 45.0.
67.5 y 90.0 segundos y se visualizaron con el programa “ImageJ 1.48r". Para obtener las mediciones
del &ngulo de contacto se siguié la metodologia establecida por Kwok y colaboradores®® y Neumann y
colaboradores®. En ésta se debe de seguir un andlisis de imagen para reducir el ruido generado por
la poca calidad de la imagen digitalizada. Primero se debe transformar una imagen en escala de
grises a una en blanco y negro capaz de ser analizada facilmente por el programa ImageJ (ver figura
4.2).

Figura 4.4. Procesamiento de imagen utilizado para la medicion de angulo de contacto en las peliculas de polietileno.

El programa mediante un método de iteraciones determiné el area en blanco y el angulo que



se forma con la horizontal. La metodologia se le conoce como el método de Analisis Axisimétrico de la

Forma de la Gota (método ADSA por sus siglas en inglés®). Finalmente través de este andlisis de
imagen se obtiene de manera directa el valor del &ngulo de contacto (6) el cual sirve para calcular la
tensién de adhesidn (t). Ambos pardmetros son importantes en cuanto a la identidad hidréfoba de la

superficie**®°. La ecuacién para determinar la tensién de adhesion (t) es la siguiente:
— (1)
T=YHh,0C08 (6)
En donde “yio" €s la tension superficial del agua y “6“es el angulo de contacto determinado.

4.4.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR).

Debido a que el polietileno se encuentra conformado Unicamente por enlaces carbono e
hidrégeno (C-H), una forma de evaluar la oxidacion es determinar si después del tratamiento oxidativo
hay presencia de nuevos grupos funcionales, principalmente aquellos en donde haya oxigeno unido a
través de un doble enlace con carbono (C = O). La espectroscopia infrarroja es una técnica analitica
gue ayuda a determinar los modos vibracionales de los enlaces covalentes en moléculas organicas,
de esta manera se pudo comparar el tipo de enlaces en el polietileno control y en el polietileno

tratado.

Se utilizé un equipo PerkinElmer® Spectrum RXI con un accesorio “Miracle Single-Reflection
ATR". Los espectros fueron obtenidos en el equipo previamente mencionado y analizados en el
software “Spectrum v5.3.1". A través de esta técnica analitica fue posible obtener el parametro I,
(indice de carbonilo)®, el cual es una relacién entre absorbancias y se determina a través de la

siguiente ecuacion:

I = Ayx—1720
co—

(2)

A?\ =1462

Donde Ai720 ¥ Aussz COrresponde a la absorbancia de las bandas de los modos vibracionales
que aparecen a 1720 cm™ y 1462 cm™ respectivamente. El indice de carbonilo es considerado una
medida de la oxidacién del polimero de polietileno, ya que establece la relacién de grupos carbonilo

(aldehidos, cetonas, etc.) en relacion a los grupos metilenos del polietileno.
4.4.3. Resistencia a la tensidon y elongacidn relativa.

Las propiedades mecéanicas de los plasticos que se trataron enzimaticamente fueron la



resistencia a la tension (RT) y la elongacion relativa (ER). Se empled un tensiémetro marca Instron®,
de la serie 5860. Con la ayuda de este instrumento las peliculas de polietileno de dimensiones 1.5cm x
15cm fueron sometidas a un estrés mecanico en el cual se estiraron longitudinalmente hasta el punto
de ruptura. Para cada pelicula se obtuvo los datos de carga maxima (cmax) y longitud maxima (li) que

finalmente fueron utilizados en las siguientes ecuaciones.

CmCIX ¢ g

= x 1000 (3)
15mme32um

T
Donde g es la constante de aceleraciéon de la gravedad (9.81 m/s?), 15mm representa la
longitud transversal de la pelicula de polietileno que es sometida a la tensién y 32um es el espesor de

la muestra.

E .= ?—lx 100 @
0

En donde Al es la diferencia de longitudes maximas alcanzadas por las peliculas de polietileno

antes y después del tratamiento enzimatico y ly es la longitud maxima de la pelicula antes del

tratamiento.
4.4.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Con el fin de determinar los cambios en la reactividad del polimero transformado
enzimaticamente, se realizd una calorimetria diferencial de barrido empleando alrededor de 4mg de
polietileno dentro de crisoles de aluminio con tapa. La medicion se realizé en un calorimetro marca
NETZSCH® modelo DSC 200F3. Se siguié una rampa de calentamiento de 10°/min durante 30min
hasta llegar a los 160°C, posteriormente se mantuvo la temperatura durante 5min y se prosiguié con
el enfriado a la misma rampa de 10°/min hasta llegar a los 50°C (ISO 11357-3). Mediante esta técnica
fue posible la determinacion de la temperatura de fusién (Tn), la entalpia de fusion (AHn) y el

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

La determinacion de la temperatura de fusion se realiz6 de manera grafica a partir del

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

Para la obtencion de la entalpia y el grado de cristalinidad, los datos se graficaron en el
programa “QtiPlot 0.9.8.8 svn 2255, las graficas se integraron en una region que comprendié desde

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



correspondiente al area se empled la siguiente ecuacion:

_A
AH, =) (5)

Donde A es el area medida por el programa, m es la masa de la muestra colocada en el
equipo y k es una constante que corresponde al material de referencia utilizado en la termo balanza,
en éste caso se utilizd un valor de 144.14 que corresponde a los crisoles de aluminio. Para la
estimaciéon del porcentaje de cristalinidad se empleé la siguiente ecuacién, que parte del valor de la

entalpia de fusion de polietileno 100% cristalino (293 J/g).

AH
cri(%)=——-"-x100 (6)

293J/
g

4.4.5. Incubacion con microorganismos.

Una forma complementaria de evaluar la disminucién en las propiedades recalcitrantes del
polietileno fue la incubacion del plastico tratado en presencia de un microorganismo del suelo. De
esta forma se pensé en que si se encontraba evidencia de la interaccién de dicho microorganismo en
las membranas de polietileno, esto podria indicar que la oxidacion enzimatica favorece la
biodegradabilidad del polietileno ya que en los medios de cultivo, el polietileno seria la Gnica fuente de

carbono.

El medio que se empleé fue un medio mineral cuya composiciéon en gramos por litro fue de®:
K:HPO,, 1 g; KH,PO,, 0.2 g; NaCl, 1 g; CaCl,*2H,0, 0.002 g; (NH4).SO., 1 g; MgSO.+7H,0, 0.5 g;
CuSO0,*5H,0, 0.001 g; ZnSO,7H,0, 0.001 g; MnSO,*H,0, 0.001 g y FeSO,+7H.0. 0.01 g, pH=7.0.

El microorganismo empleado fue un Trichoderma sanguineus (CEIBMDO01)%* (Figura 4.3)
obtenido del laboratorio de biologia molecular de hongos del Centro de Investigaciéon en Biotecnologia
(CEIB), UAEM, Cuernavaca, Morelos, mediante la colaboracion con el Dr. Jorge Luis Folch Mallol.
Este hongo fue aislado de un sitio del estado de Veracruz contaminado por un derrame de petréleo.

La cepa mostré ser termorresistente, halorresistente y ademas de tener actividad de lacasa



Figura 4.5. Trichoderma sangineus en medio PDA a los siete dias de incubacion.

4.4.6. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electronica de barrido fue utilizada para observar la interaccién entre las
membranas de polietileno tratadas enzimaticamente y el microorganismo seleccionado. De tal
manera que en aquellos tratamientos en donde hubiera presencia microbiana se pudiera encontrar
una coorelacion entre la oxidacion del plastico y la colonizacion de las peliculas por parte de T.
Sanguineus. Aunque la colonizaciébn no es un indicador determinante de la biodegradacion del
plastico, si puede ayudar para evidenciar que el tratamiento enzimético disminuye la energia

interfacial del polietileno debido a la oxidacion.

Las micrografias se realizaron en el Instituto de Fisiologia de la UNAM (IFC-UNAM) en Ciudad
Universitaria bajo la asesoria del Dr. Fernando Garcia. Se utilizd un microscopio JEOL®, modelo
JSM-5410LV. La fijaciébn y la preparacion de las muestras corri6 a cargo del Dr. Garcia y el
procedimiento seguido se puede consultar  en la  pagina  del IFC-UNAM
(http://www.ifc.unam.mx/servicios/imagenologia).Finalmente, con ayuda del equipo se explor6 toda la
superficie de cada muestra y se tomaron micrografias que evidenciaron la interaccion del

microorganismo Yy la pelicula de plastico.


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

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Tratamientos de polietileno con el sistema lacasa-

mediador.

Para oxidar al polietileno se realizaron experimentos en los cuales se emple6é una lacasa
proveniente del basidiomiceto C. gallica (UAMH 8260), en pruebas preliminares se empleé la enzima
en un amortiguador de succinatos 60mM, pH= 4.5 y en cantidades relativamente elevadas,
considerando que es un catalizador biol6gico (30 U/mL, equivalentes a 61lpg/mL). En estos
experimentos (no mostrados en este trabajo), no se logré detectar algin cambio que nos indicara que
el polietileno estuviera siendo oxidado por la lacasa (disminucién de la hidrofobia, nuevos grupos
funcionales, disminucién de las propiedades mecanicas). Una posible razén por la cual la enzima por
si sola no pudo oxidar al polietileno es el gran tamafio de ésta, entonces se decidié emplear otro tipo

de sistema de oxidacion que no involucrara la interaccion directa de la enzima con el sustrato.

5.1.1. Medicion de la hidrofobia de la superficie del
polietileno tratado enzimaticamente.

Una de las ventajas de utilizar la lacasa es que cuando hay reacciones en las cuales la enzima
lacasa no cataliza por si sola la oxidacion de algun compuesto, es posible incrementar su capacidad
oxidativa con el empleo de moléculas que cumplan el papel de acarreadores de electrones y los
cuales son capaces de oxidar moléculas que no son sustrato de la enzima a través de un mecanismo
no enzimatico®*. A tales moléculas se les conoce como mediadores, en este trabajo como ya se
menciéno en la marte de métodos, se emplearon dos mediadores cominmente utilizados en la
literatura: Hidroxibenzotriazol (HBT) y ABTS394346-4963-65 "y otro que en principio no funciona como

mediador, el fenol.

El &ngulo de contacto es una propiedad superficial de los sélidos que cuantifica su hidrofobia y
es un parametro importante para analizar la interaccién entre dos fases: una sélida y otra liquida®®. De
acuerdo a la literatuta, al observar el angulo de contacto formado por un liquido sobre un sélido se
puede obtener informacion de las propiedades energéticas de los primeros 5 A de un material®’, en
este caso, el polietileno. En el experimento realizado en este trabajo se compararon peliculas de
polietileno sin tratamiento, contra peliculas tratadas mediante el sistema lacasa-mediador. En las
superficies hidr6fobas, como el caso del polietileno sin tratamiento, se midieron angulos por arriba de
los 80° siendo el disolvente agua destilada; lo observado indica que el polietileno posee una

superficie hidréfoba.



Por otro lado, la tension de adhesién es un parametro que sirve para caracterizar la afinidad
de un liquido hacia una superficie sélida®®. Este parametro es la resultante de una suma vectorial de
tensiones superficiales de las tres interfaces involucradas en el fendbmeno del angulo de contacto
(so6lido/ liquido, sélido/vapor y liquido/vapor), la cual, si es igual a cero, quiere decir que la gota
mantendra su forma esférica, en caso contrario, cuando la superficie es hidréfila, la tensién de
adhesion disminuye y la gota pierde su forma dispersandose en el sélido>®°. Como un parametro
dependiente del angulo de contacto, la tensién de adhesién cambiara con el valor de éste, con la
diferencia que su valor se incrementara al disminuir el angulo de contacto. Cuando el angulo de

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

de acuerdo a la ecuacién (2) de la seccién 4.4.1:

lim 6 Yuo0®cos(0)=0 (7)
6~ 90° !
El incremento de la tension de adhesién fisicamente quiere decir que el liquido se vuelve muy
afin a la superficie del material, y ademas, que el trabajo necesario para separar estas dos sustancias

incrementard®. La tension de adhesion es el producto de la tension superficial del agua (y), que es

una constante, multiplicada por la funcién coseno del &ngulo de contacto (6), debido a esta relacion,
ambos pardmetros no cambiaran linealmente entre dos sistemas distintos. En otras palabras, la
diferencia entre los angulos de contacto medidos en dos sistemas distintos no seré igual que la
diferencia entre las tensiones de adhesién de los mismos sistemas ya que la funcidén coseno
provocara que un cambio pequefio en el angulo de contacto sea un cambio grande en tension de
adhesiéon™. Por lo tanto se compararon los sistemas de manera independiente, Unicamente a través

de &ngulo de contacto o a través de tension de adhesion.

Tabla 5.1. Angulos de contacto y tension de adhesion en PEBD tratado con HBT y lacasa.

Angulo de contacto Tensién de adhesién
Concentracion de HBT (°) (dyn/cm)
0 T
0 mM Control 86.13 +3.42 491 +4.32
m
Lacasa 82.84 £5.79 9.03+£7.28
Control 83.57 £3.19 8.14 + 4.02
0.1 mM
Lacasa 81.83+7.64 10.24 + 9.52

1.0 mM Control 81.55+4.72 10.66 + 5.87



Lacasa 68.30 + 4.88 26.83 +5.72
10.0 mM Control 82.75+£4.72 9.16 +5.93
Lacasa 69.59 +5.16 25.28 + 6.0

En la tabla 5.1 se muestran los datos obtenidos para las muestras tratadas con el sistema
lacasa-HBT, en donde durante un periodo de 24h se incubaron las peliculas de polietileno en
amortiguador de succinatos 60mM y pH=4.5 con 1.2 U/mL de lacasa y tres concentraciones

diferentes del mediador HBT.

Lo esperado era que Unicamente en agquellos sistemas en donde hubiera lacasa y HBT se
observaran cambios, pero para confirmar que dichos cambios fueran provocados por la reaccién de
lacasa + mediador se tuvieron que realizar diversos controles. Por ejemplo, en ausencia del mediador
(OmM) el angulo medido (6 = 80°) indica una superficie hidr6foba®® y es estadisticamente similar al
sistema con lacasa (1.2 U/mL) (comprobado a través de una prueba t de Student con un o de 0.05).
Por otro lado se observd que el mediador por si sélo (en los controles) no fue capaz de generar un
cambio en el &ngulo de contacto en ninguna de las tres concentraciones de HBT empleadas (0.1. 1.0
y 10 mM).

Como era de esperarse solamente en los sistemas en donde el mediador y la lacasa
estuvieron presentes se pudieron detectar cambios en las peliculas de polietileno, sin embargo, no
fue asi para todas las concentraciones de HBT empleadas. Sélo en los sistemas lac HBT 1 mM vy
lac_HBT 10mM fue posible generar cambios en la superficie del sustrato y se encontré que el angulo
de contacto disminuy6, en ambos casos, 16% aproximadamente (ver tabla 5.1). El valor del angulo de
contacto para estos dos sistemas se evalu6 a través de una prueba t de student (con un o de 0.05) y
se determiné que los valores son estadisticamente similares, esto sugiere que el HBT, como
mediador, tiene un efecto maximo en términos de cambios en la hidrofobia de la superficie del

polietileno.

En el caso de la tension de adhesion, los tratamientos control, en los cuales el HBT estuvo
ausente (primeras filas tabla 5.1), tuvieron un valor de t entre 5y 9 dyn/cm, en otras palabras, la
superficie no tuvo afinidad por el agua o ésta es muy baja. Los tratamientos que lograron un aumento
en la tension de adhesiéon fueron lac_ HBT 1mM (1=26.8 dyn/cm) y lac_ HBT 10mM (t=25.2 dyn/cm),
en los cuales se logré incrementar la afinidad de la superficie por el agua casi tres veces mas que en
el control (t=9 dyn/cm). En cuanto al sistema con 0.1mM de HBT, se encontré que la tensioén de
adhesion (t=10.2 dyn/cm) es muy similar a la de su control lo cual confirma que en este sistema no

hubo ninglin cambio, como se observo a través del angulo de contacto.



Tabla 5.2. Angulos de contacto

tension de adhesién en PEBD tratado con fenol
Angulo de contacto

lacasa.

Tension de adhesion

Concentraciéon de Fenol (°) (dynicm)
0 T
0mM Control 86.12 +3.42 491 +4.32
Lacasa 82.84 +5.79 9.03+7.28
0.1 mM Control 80.48 +5.44 11.99 + 6.82
Lacasa 70.66 +9.89 23.74 + 11.55
1.0 mM Control 78.83 £ 3.96 14.07 £4.91
Lacasa 65.33 £6.84 30.18 +7.88
10.0 mM Control 79.47 + 2.40 13.30 £ 3.01
Lacasa 77.82 £3.02 15.34 £ 3.76

Posteriormente se evalué el fenol como mediador. De acuerdo a las caracteristicas que debe
de tener un mediador® el fenol resulta ser una molécula que una vez oxidada no realiza el ciclo
completo de transferencia de electrones entre la enzima y el sustrato principal (polietileno en este
caso). El radical libre formado sobre el fenol es altamente reactivo y capaz de reaccionar con otros
radicales o moléculas de fenol para formar polimeros. Sin embargo, su alto potencial redox (1.03
V)* lo hizo interesante para nuestro estudio. Para este mediador los resultados se muestran en la
tabla 5.2. En los controles de las tres concentraciones de fenol ensayadas (0.1, 1 y 10 mM) se
observo una disminucion de un 8% aproximadamente en el valor del angulo de contacto (6). Al
analizar estos datos estadisticamente, se encontré que las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (comprobado por t de Student, con un o=0.05); el error experimental se encuentra en un
intervalo aceptable, de 10% o menos. Por tanto, se encontré que a través de la técnica del angulo de
contacto, el fenol por si s6lo puede disminuir la hidrofobia del polietileno. Y que esta disminucién es la
misma sin importar la concentracién en la que se utilizé el fenol. Posiblemente esto se deba a que
haya un poco de fenol formando radicales libres y éstos oxiden al polietileno. Pero a ciencia cierta no

se supo con claridad el motivo de dicho efecto.

En presencia de fenol y lacasa, la hidrofobia en las peliculas de polietileno disminuyé adn
mas. En el sistema lacasa fenol 0.1mM el 4ngulo de contacto disminuyd 14% con respecto a su
control; y 24% en el sistema lacasa_Fenol 1mM. Para este Ultimo sistema, se comprob6 que la
diferencia entre control y tratamiento fue significativa y que el efecto que produce el fenol fue mayor
en presencia de la enzima que cuando ésta no esta presente en el sistema. Sin embargo, no fue
posible distinguir un efecto claro como consecuencia de la actividad enziméatica en el caso del fenol a
una concentracion de 10mM ya que el valor de 6 calculado para el control y el tratamiento con

enzima tienen valores estadisticamente son muy similares.

Los cambios en la tensién de adhesion entre una muestra y otra ayudaron a establecer mejor



las diferencias que el fenol produjo sobre el polietileno en los sistemas ensayados. En otras palabras,
las muestras que mostraron ser menos hidréfobas a través de angulo de contacto confirmaron su
afinidad por el agua a través de la tension de adhesion, como en el caso de los controles (0.1, 1y 10
mM) los cuales clara mente triplicaron su afinidad por el agua comparada con la del polietileno
incubado en buffer (ver tabla 5.2). En cuanto a los sistemas con fenol y lacasa, especificamente en
concentraciones de fenol de 0.1 y 1mM, se pudo observar que la afinidad por el agua en presencia de

la enzima increment6 al doble, con respecto a los controles.

Cuando el ABTS fue utilizado como mediador se encontré6 que entre tratamientos y los
controles, los valores de 6 y 1, no tienen diferencias estadisticamente significativas (ver tabla 5.3). Sin
embargo, mas adelante se confirmé a través de otras téncinas, como el FTIR-ATR (espectroscopia
infrarroja), que el ABTS es un mediador que si pudo oxidar al polietileno aunque no fue tan ectivo

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

El ABTS al igual que el fenol, fue capaz de reducir el angulo de contacto cuando la enzima
esta ausente (muestras control), una posible explicacion a este fendmeno es que por experiencia
previa, y por reportes de la literatura™’? se sabe que el ABTS es poco estable en condiciones
ambientales y es capaz de oxidarse sin necesidad de algun catalizador. Pero a diferencia del fenol en
donde la enzima ayudé a que el angulo de contacto disminuyera alin mas, en estos sistemas no fue
el caso. Lo cudl no quiere decir que no hubiera oxidacién, sino que el efecto final del ABTS sobre el
polietilieno no pudo ser detectado por la técnica del angulo de contacto, ya que como se dijo
anteriormente, el angulo de contacto permite el estudio de los primeros 5 A de espesor del
material®” mientras que el infrarrojo permite explorar de 2 a 5 um de profundidad (de acuerdo a las

especificaciones del equipo).

Tabla 5.3. Angulos de contacto y tensién de adhesion en PEBD tratado con ABTS y lacasa.

., Angulo de contacto Tensién de adhesidén
Concentracion de (°) (dynicm)
ABTS y

0 T

0mM Control 86.12 +3.42 491 +4.32
Lacasa 82.84 +5.79 9.03+7.28

0.1 mM Control 79.84 + 3.90 12.81 + 4.84
Lacasa 78.46 + 2.88 14.55 + 3.58

1.0 mM Control 78.77 £ 2.50 14.17 +3.12
Lacasa 72.32 +4.87 22.03 +5.87

10.0 mM Control 81.12 +2.04 11.23 £ 2.56
Lacasa 78.04 £ 2.97 15.07 = 3.69

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



con estearatos de hierro y calcio se puede incrementar el valor de T en membranas de polietileno de 0
a 0.1 dyn/cm en un periodo de 90 dias empleando radiacion UV-Vis como factor abiotico. Estos
valores bajos de la tensién de adhesion se deben a que en sus muestras control se tiene un angulo
de contacto 8 > 95°, a diferencia de este trabajo, en donde los controles si tuvieron cierta afinidad al
agua (90° > 6 > 80°), lo que indic6 que a pesar de utilizar polietilieno en ambos trabajos, el origen de
fabricacion del material pudiera influir en el grado de cristalinidad o en la pureza del plastico, siendo el
polimero de este trabajo, una muestra que es capaz de permear cierta cantidad de agua que otros

tipos de polietileno no pueden™.

Estos cambios superficiales asociados a la oxidacion de las peliculas pueden ser comparados
a la de otros plasticos reportados en la literatura. En la tabla 5.4 se muestran los valores de los
angulos de contacto de agua con algunos otros polimeros hidréfilos y considerados como
biodegradables. El poli-2-hidroximetilmetacrilato es un polimero utilizado en aplicaciones médicas y
es un material biocompatible. El acido polilactico y sus copolimeros con acido poliglicélico son
utilizados para la encapsulacién y liberaciéon de medicamentos’™, pero también puede ser empleado
para la fabricacion de envases tipo PET. Las caracteristicas quimicas de estos materiales los hacen
muy afines al agua ya que como se observa en la tabla 5.4 tienen enlaces con oxigeno del tipo éter,
carbonilo e hidroxilo, los cuales son enlaces polares que pueden interactuar con moléculas de agua
resultando en superficies altamente hidréfilas, Debido a la naturaleza polar de los tipos de enlaces
gue poseen, hace que los valores de los angulos de contacto estén por debajo de los 80°, mientras
gue nuestros resultados arrojaron que el tratamiento enzimatico disminuy6 el valor de angulo de
contacto en la superficie del polietileno de 90° a 65° aproximadamente, el cual es un valor mayor que
el angulo de contacto del PHEMA (43.5°) y que el PLA/PGA (54.1°) pero es menor que el PLA solo
(71.5°).

El mediador que redujo mas la hidrofobia fue el HBT, la accion oxidante de este mediador se
demostr6 claramente cuando la enzima estuvo presente a diferencia del fenol y el ABTS, los cuales
fueron mediadores que posiblemente debido a su inestabilidad en solucion reaccionaron con el
plastico y tratamientos donde no hubo enzima se midieron angulos de contacto menores a los de las
peliculas que Unicamente fueron sumergidas en solucion. Por dltimo, para confirmar que los cambios
en la hidrofobia se debieron a la oxidacién del polietileno a causa del sistema lacasa-mediador, fue
necesario emplear otra técnica que permitiera analizar la naturaleza quimica del polietileno, tal fue el

caso de la espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR).

Tabla 5.4. Angulos de contacto y estructuras guimicas de algunos polimeros biodegradables.
Angulo de contacto (°)

Polimero
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5.1.2. Deteccion de nuevos grupos funcionales a
través de FTIR.

Se ha observado que a través de tratamientos oxidativos en el polietileno aparecen nuevos
grupos funcionales dentro de su estructura molecular y estos cambios pueden ser estudiados a través
de técnicas espectroscépicas como el infrarrojo?*>2°317677 En este trabajo se esperaba que el
tratamiento enzimatico oxidara al polietileno y que esta oxidacién se pudiera monitorear mediante
espectroscopia infrarroja como bandas de modos vibracionales distintas a las del polietileno original.
Este estudio nos permitié conocer zonas del polietileno que el angulo de contacto no permitié
explorar, de acuerdo con las especificaciones del equipo utilizado, el aditamento de reflectancia (ATR)
permite un estudio que abarca entre los 2 y 5 um de profundidad del analito, entonces fue esperado
gue el andlisis por FTIR-ATR revelara fendmenos que por angulo de contacto no pudieron
encontrarse.

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

el carbono y el hidrégeno los cuales se encuentran en las siguientes logitudes de onda .

a) A= 3000-2800 cm-1: Vibraciones simétricas y asimétricas de tension dentro del plano.
b) A= 1462 cm-1: Vibraciones de deformacion angular dentro del plano.
c) A=720 cm-1: Vibraciones de balanceo fuera del plano.

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



se esperan nuevas bandas, sobretodo en la zona comprendida entre 1740-1650 cm™, la cual
corresponde a las vibraciones del enlace carbonilo (C=0). En la figura 5.1 se muestra el espectro
caracteristico del polietileno (PE) junto con las principales zonas en donde se esperarian las nuevas
bandas producto de un tratamiento oxidativo y el tipo de vibraciones correspondientes a esas

longitudes de onda.

Antes de realizar los tratamientos enzimaticos, se corrieron pruebas control para descartar que
las peliculas de polietileno fueran adsorbentes de proteina, medir su susceptibilidad a la oxidacién por
un agente quimico y evaluar la capacidad de la lacasa como oxidante. Primero, se incubd el
polietileno en presencia de albumina de suero bovino. En caso de que existiera una afinidad del
polietileno por proteinas, se esperarian bandas principalmente en las zonas del enlace amida (1630 y
825 cm-1)*' y como se puede observar en el espectro de infrarrojo (color verde) de la figura 5.2, no se

detectaron bandas diferentes a las tipicas de la membrana de polietileno (grafica color negro).

Cuando se observaron las muestras tratadas con 30 U/ml de lacasa durante 24 horas de
incubacién en solucibn amortiguadora de succiantos, no fue posible observar nuevos modos
vibracionales en las peliculas de polietileno. Las lacasas en solucién tienen un potencial redox no
superior a los 0.8 V*'* este potencial redox relativamente bajo de la enzima y la dificultad del
sustrato para acceder al sitio activo, hacen que la lacasa por si sola no haya logrado oxidar al

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

Por ultimo, con el empleo de un oxidante quimico como el 4cido nitrico como control positivo
se observaron cambios en la pelicula de polietileno (ver figura 5.2). EI 4cido nitrico tiene un potencial
redox de 0.94 V cuando se reduce a NO,. En el espectro de infrarrojo color rojo de la figura 5.2 se
observaron dos nuevas bandas a 1630 y 1550 cm™ correspondientes a grupos carbonilos de amida y
a grupos NO, respectivamente®-’®, En este tratamiento oxidativo con &cido nitrico se determiné el
indice de carbonilo (Ico) el cual es un parametro que nos indic6 de manera semicuantitativa el grado
de oxidacion del material; el indice de carbonilo se calculé como la relacion entre la absorbancia de la
banda de carbonilos (>C=0) entre 1750 y 1620 cm™ y la absorbancia en la banda de 1462cm-1
correspondiente a los grupos metilenos del plastico (- CH, -). La magnitud de esta relacion fue de
0.27 aproximadamente, valor muy similar al reportado por Abrusci y colaboradores® en donde se
obtuvo un lco= 0.44 en PE fotooxidado y utilizando iones metélicos como catalizadores. De manera
similar, en el trabajo de Rajandras y colaboradores® se encontraron bandas en 1630 y 830 cm™
correspondientes a la formacion de amidas producto de la reaccién de oxidacién con acido nitrico. De
esta forma quedd comprobado que si fue posible la oxidacién y determinacién de una magnitud

semicuantitativa que permitié evidenciar un proceso oxidativo.



Debido a que el polietileno es un sustrato muy hidrofobo y recalcitrante, el cual es dificilmente
oxidado por alguna sustancia quimica como el acido nitrico o la lacasa, se decidié utilizar el sistema
de mediadores: lacasa_HBT, lacasa_fenol y lacasa_ABTS a tres concentraciones distintas: 0.1, 1y
10mM; y estudiar los cambios provocados por estos mediadores a nivel de grupos funcionales, ya
que en la seccién anterior se demostré que hay sistemas como lacasa_HBT 10mM y lacasa_fenol
1mM que pueden disminuir la hidrofobia superficial del polietileno.
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Figura 5.1. Espectro de infrarrojo de polietileno (negro) y las zonas principales en donde se esperarian la aparicion de nuevos modos vibracionales debido a la oxidacion
tratamiento enzimatico.
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Figura 5.2. FTIR de la reaccion de polietileno con diversos reactivos. Polietileno original (negro); Polietileno incubado con albimina de suero bovino SBA (verde);
Polietileno incubado con lacasa (azul), Polietileno incubado en &cido nitrico al 65 % (rojo).
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En el sistema lacasa_HBT se pudo detectar una nueva banda a 1720 cm™, la cual incrementé
su intensidad al aumentar la concentracion del mediador (figura 5.3), a su vez, esto contrast6é con lo
observado mediante el angulo de contacto, donde se observé que no habia diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con HBT 1 y 10mM. En éste ultimo caso, se
observé un cambio completo en las bandas en la zona comprendida entre 1400 — 700 cm™ (FTIR azul
de la figura 5.3), cuya identidad fue desconocida pero que pudieran ser atribuidas a la formacion de

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

El siguiente mediador empleado fue el fenol, cuyos resultados se muestran en la figura 5.4. A
diferencia del HBT, los nuevos modos vibracionales son mas intensos e incrementaron solo
ligeramente su intensidad en proporcion a la concentracion de fenol utilizada. El alto potencial redox
del fenol sugeriria una alta capacidad oxidativa y por consiguiente, concordaria con la gran intensidad
de las bandas observadas en estos sistemas. La banda con mayor intensidad vuelve a ser aquella
que aparece a una longitud de onda de 1720cm™ pero también existe otra banda a una longitud de
onda de 1560cm™,la cual corresponde a una banda del enlace C-O de un éter del tipo aromatico,
cuyo origen pudiera ser la formacion de un aducto covalente entre el radical fenoilo y un carbono del
polietileno. De hecho, esta hipétesis se vio reforzada por el aspecto de las membranas tratadas con
fenol y lacasa, las cuales a pesar del lavado con etanol y agua destilada conservaron un ligero color
café, producto quizé de la presencia de grupos fendlicos en la superficie del plastico (figura 5.5).

La interaccion polietileno/fenol se encontré presente tanto en los controles con fenol como en los
tratamientos con lacasa y fenol, de esta forma se explicaria que por angulo de contacto, controles y
tratamientos tuvieran valores de 0 estadisticamente similares. Sin embargo, por FTIR-ATR se

demostro que la lacasa y el mediador produjeran una oxidacion importante en el polietileno.

By

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

succinatos 60mM, pH=4.5.

37



DEGRADACION ENZIMATICA DE POLIETILENO DE BAJA DENSIDAD

- = —V
90 4 ‘ ’
] 1720cm™
- 80 banda de
R carbonilos
1 con el
70 - tratamiento
] con HBT
604 — pe
| — PE_LAC_HBT 0.1mM
| —— PE_LAC_HBT 1 mM
4 — PE_LAC_HBT 10mM
50— L I L B L L B B L L R B A A B |
3,400 3,200 3,000 2,800 2,600 2,400 2,200 2,000 1,800 1,600 1,400 1,200 1,000 800 600

cm™

Figura 5.3 FTIR del polietileno tratado con el sistema lacasa y HBT. Polietileno original (negro), polietileno tratado con lacasa y HBT 0.1mM (rojo), lacasa y HBT 1mM

(verde), lacasa 'y HBT 10mM (azul).
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Figura 5.4. FTIR del polietileno tratado con el sistema lacasa y fenol. Polietileno original (negro), polietileno tratado con lacasa y fenol 0.1mM (rojo), lacasa y fenol 1mM

(verde), lacasa y fenol 10mM (azul).
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Cuando se evalu6 el ABTS como mediador a través de FTIR, si se encontrd evidencia de que
el sistema enzimatico, en las tres concentraciones utilizadas, oxid6 al polietileno (a diferencia de lo
observado a través del angulo de contacto). En la figura 5.6 se muestran los espectros de infrarrojo
del polietileno original y los tratados con el mediador ABTS. La intensidad de las bandas de los
nuevos modos vibracionales, sobretodo la sefial de carbonilos que aparece en 1720cm™ fue
aumentando al incrementar la concentracion del mediador, al igual que con el HBT. También fue
posible observar una banda pequefia pero bastante clara a 1642cm™, la cual puede corresponder a
otro tipo de grupo funcional del tipo carbonilo, como lo puede ser un aldehido™, que pudiera

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

En el sistema lacasa_ABTS 10mM en la regiéon de 1200 a 900cm™ se pueden observar bandas
nuevas que no aparecen claramente en los otros sistemas con concentraciones de ABTS mas bajas.
Estas bandas, junto con la de 1642cm™ pueden ser indicadores de que los mediadores tienen
diferentes mecanismos de accién al oxidar al polietileno y que se pueden obtener distintos productos

dependiendo del mediador.

En la figura 5.7 se muestran los espectros de infrarrojo de sistemas control, en donde las
peliculas de polietileno fueron incubadas con los tres mediadores utilizados en solucion
amortiguadora de succinatos pero en ausencia de la enzima. Se pudo observar que en algunos
casos, como con fenol, existe la presencia de modos vibracionales ajenos a los del polietileno, los
cuales aparecieron en los plasticos incubados con este mediador a pesar que no hubo una reaccién
de oxidacion como la detectada a través de las bandas que aparecen en 1645 y 1740 cm-1. Estas
bandas nuevas pudieran corresponder a vibraciones de enlaces de carbonos aromaticos mono
sustituidos™ y la pequefia que aparece a los 3400cm™ podria corresponder a la vibraciéon del enlace
-O-H de alcoholes aromaticos. Estas evidencias, en conjunto con la disminucion del angulo de
contacto en las muestras control con fenol, demuestran que el polietileno si tiene cierta afinidad no

covalente por este mediador aungue no exista una reaccion entre estos dos compuestos.
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Figura 5.7. FTIR de los tratamientos control del polietileno con los mediadores en ausencia de lacasa. Polietileno original (negro) Polietileno y HBT 10mM ( ),
Polietileno y ABTS 10mM (verde) y Polietileno y fenol 10mM (azul).
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En la tabla 5.5 se presentan los resultados de los indices de carbonilo (Ico) de cada uno de los
sistemas evaluados a través de FTIR. El Ico, como se mencioné previamente, es una medida semi
cuantitativa del grado de oxidacion de la pelicula de polietileno ya que representa la relacion que

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

Con &cido nitrico se obtuvo valor muy similar al reportado por Abrusci y colaboradores® en
donde se obtuvo un lco en PE foto oxidado y catalizado con iones metalicos de alrededor de 0.44. A
diferencia de este trabajo, en el tratamiento con HNO; aparecié un modo vibracional en una longitud
de onda diferente (1650cm™ vs. 1720cm™ respectivamente), sin embargo, de acuerdo a la literatura,
en esta region de longitudes de onda es posible encontrar bandas correspondientes a modos
vibraciones correspondientes a enlaces del tipo carbonilo (>C=0). Aunque el grupo funcional al que
pertenezcan si impactara en las longitudes de onda™, por ejemplo, una banda de carbonilo de cetona
aparecera predominantemente a A= 1720 cm™ mientras que una amida (N-C=0-) aparecera a
longitudes de onda menores®”, lo cual indica que los mecanismos de oxidaciéon y el tipo de

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

Tabla 5.5. Valores del indice de carbonilo Ico determinados por FTIR-ATR. Sistema lacasa-mediador.

A (A=1462cm™) A (A=1740-1650 cm™) Aumento
Original 0.04 0.00 0.04 -

HNO; 0.05 0.02 0.42 9.63
HBT 0.1Mm 0.02 0.00 0.01 0.26
HBT 1mM 0.04 0.01 0.29 6.51
HBT 10mM 0.04 0.04 1.03 23.39
ABTS 0.1mM 0.03 0.01 0.17 3.77
ABTS 1mM 0.04 0.02 0.41 9.46
ABTS 10mM 0.05 0.03 0.70 16.08
Fenol 0.1mM 0.03 0.06 2.39 54.58
Fenol 1mM 0.03 0.07 2.21 50.39
Fenol 10mM 0.04 0.08 2.29 52.25

2con respecto al PE original.

Al comparar los valores obtenidos de Ico con los descritos en la literatura, Gnicamente los
trabajos en donde se utilizan catalizadores metéalicos son aquellos que reportan valores para este
parametro, siendo los mas representativos los trabajos de Abrusci et al. (2011)*, Abrusci et al.
(2013)%, Corti et al. (2010)* y Husarova et al. (2010)*. En estos trabajos se utilizan como principales

catalizadores iones manganeso®, hierro®>**** y cobalto*; como factor abiético se utilizaron radiacién
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solar, radiacién artificial o temperaturas mayores a los 60°C (ver tabla 5.6). El indice de carbonilo méas
significativo que se alcanz6 fue superior a 1.2 y se produjo empleando temperatura como factor
abiético (70°C, por 30 dias) y como catalizadores iones Fe* y Mn?*** mientras que la radiacién solar,
el otro factor abiético evaluado, produjo un valor de Ico entre 0.05 y 0.5 2%, Tales diferencias entre
los resultados obtenidos mediante un factor abiético y otro dependen del mecanismo de activacion de
los catalizadores y no por la diferencia entre la cantidad de energia que se puede suministrar
mediante fotones y aquella mediante calor. El i6n hierro (Fe?") empleado en tratamientos de foto y
termo oxidacion es capaz Unicamente de iniciar la catdlisis en presencia de fotones y no asi cuando

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

Tabla 5.6. indices de carbonilo de polietileno tratado con distintos catalizadores metalicos.

Referencia Catalizador Factor abidtico
30 Fe Luz UV/Vis (A=300-800nm) 0.47
33 NR Radiacion solar y temperatura (65°C) 3.6
34 Mn/Fe Temperatura (70°C) 1.3
25 Fe, Co Luz UV/Vis (A=300-800nm) 0.4

NR: No reportado.

5.2.3. Determinacion de las propiedades

mecanicas del polietileno.

Las propiedades mecénicas de los plasticos pueden cambiar mucho cuando se incorporan
ciertos aditivos a la formula. En nuestro caso, se esperaba que la oxidacién producida por las
enzimas y los mediadores generara materiales que presenten una menor resistencia a la deformacion
o cuya fragilidad incrementara de acuerdo a lo que se ha reportado en trabajos en los que el

polietileno es oxidado?3¢*",

En un primer experimento se evaluo la diferencia entre las propiedades mecéanicas de de las
peliculas de polietileno secas y aquellas que fueron sumergidas durante 24h en solucion
amortiguadora de succinatos (60mM, pH= 4.5). Para el caso del polietileno seco, la elongacion
méxima que se alcanzd antes del punto de quiebra fue de 819 * 17mm y para el polietileno
sumergido fue de 825.6 * 87.6mm. A través de un analisis estadistico de t de Student (a=0.05) se
determié que si hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos. Lo cual indica que al
sumergir el polietileno por 24h en buffer succinatos se modifica el arreglo molecular de las cadenas
del polimero y se produce un incremento en la elongacion de la pelicula por 7mm aproximadamente,
lo que corresponde a casi un 1% del valor de la longitud maxima de 819mm. Aparentemente este

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



ablandamiento” que se produjo con la hidrataciéon fue mas importante que el efecto producido por la
enzima y los mediadores ya que en los sistemas enzimaticos ensayados, no se lograron detectar
diferencias importantes mas alld de lo logrado por la hidratacion de las peliculas. En la tabla 5.7 se

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

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

Concentracién HBT EIongaci((z/ls) relativa* Resisten((:li\;alpaa;a tensién
0.1 mM  Control -0.6+0.1 33.1+1.2
Lacasa 8.3+09 31.1+36
1.0mM  Control 7.6+0.8 31.0+3.1
Lacasa 7.7+0.8 32416
10.0 mM  Control 11.3+1.2 31.5+0.8
Lacasa 159+1.9 28.8+4.4

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

A través de un andlisis estadistico mediante una prueba t de Student (o=0.05) se pudo
comprobar que para el tratamiento lac HBT no hubo diferencias significativas en cuanto a la
elongacion relativa entre controles y tratamientos oxidativos, salvo en el caso de lacasa_HBT 0.1mM
en donde se puede observar una diferencia de 8 unidades porcentuales.

A diferencia de lo observado a través del angulo de contacto y FTIR, en donde se comprobdé
gue la pelicula de polietileno se oxiddé (cambié su hidrofobia y aparecieron grupos carbonilos). Los
resultados de la tabla 5.7 si muestran que la pelicula de polietileno se vuelve menos elastica que la
pelicula de referencia (la que fue incubada Unicamente en amortiguador) **4°8° Pero el hecho que en
presencia y en ausencia de lacasa las peliculas hayan mostrado la misma pérdida de elasticidad
ponen en cuestion los resultados obtenidos.

Las propiedades mecdanicas de un plastico dependen en conjunto del seno del polimero y de
su superfice®. Por lo que la oxidacién que se hizo mediante una solucién de enzima y mediador solo
incidi6é en la superficie de la pelicula y no logré impactar en el seno del polimero. Lo méas probable, es
gue al mantener a la pelicula sumergida en solucién amortiguadora durante 24h, ésta se hidratara y

se modificara el arreglo molecular haciéndolo mas susceptible a la deformaciéon mecénica.

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

Elongacion relativa* Resistencia a la tensién

Concentracion fenol

(%) (MPa)
Control -0.5+0.1 329+1.7
0.1 mM )
Enzima -54+£0.7 31824
Control 9.1+1.2 314+2.1
1.0 mM

Enzima -12.1+15 31.3+29



Control -6.6 £ 0.7 30.1+3.2
Enzima -24+£0.4 309+1.6
*Valores relativos a 825.6 mm (PE en amortiguador de succinatos).

10.0 mM

En la tabla 5.8 se muestran los datos de las pruebas fisicas realizadas a las muestras tratadas
con lacasa y fenol. La primera observacion que se hizo es que los tratamientos mostraron una mayor
elongacion que los 825.6mm correspondientes a la longitud maxima lograda por las membranas
controles (ver la seccién 4.4.3). Lo cudl representé un efecto completamente contradictorio con lo

esperado (la oxidacién disminuye la elasticidad).

Se debe recordar que los valores de elongacion relativa representan que tan diferente es la
pelicula original (PE sumergido en solucién amortiguadora) de los tratamientos. En este caso los
datos de la tabla 5.8 indican que la pelicula original es 5.4% menos eléstica que el tratamiento con

lacasa_fenol 0.1mM (ver ecuacion 8 como ejemplo).

_ 825.6mm—870.1mm
R 825.6mm

x100=—5.4% (8)

El dato que mas sobresalid fue el del tratamiento con 1mM el cual tuvo un incremento en la
elongacion relativa de 12.1% comparado con el polietileno original, sin embargo por una prueba
estadistica de t de student se comprobd que esta diferencia no es estadisticamente significativa con
su respectivo control (-9.1%). Para el caso del fenol, al igual que el HBT no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos con lacasa y sus respectivos controles, al igual que la resistencia
a la tensién de esta manera nuevamente, los datos obtenidos fueron puestos en cuestién y alin mas
tomando en cuenta que la tendencia a ser “mas elasticos” fueron en contra de los resultados vistos
por las pruebas de angulo de contacto y FTIR, en donde claramente se demostré que el fenol fue el

mediador mas oxidante.

Finalmente, el ABTS fue similar y en ningin tratamiento fue posible detectar un cambio
significativo en la elongacién relativa y en la resistencia a la tension (entre tratamientos vs controles).
Los resultados para este tratamiento se muestran en la tabla 5.9. Como ya se menciono
anteriormente en esta seccion, los resultados de las pruebas mecanicas no coorelacionaron con la
oxidacidbn que se demostré6 a través de otras pruebas, lo que significa que los tratamientos
enzimaticos no estan siendo lo suficientemente oxidativos para disminuir la capacidad de elongacion
de las peliculas de polietileno asi como tampoco “ablandaron” a la pelicula. La oxidacién parece ser

Unicamente superficial.



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

Elongacién relativa* Resistencia a la tensién

Concentracién ABTS

(%) (MPa)
0.1 mM Control 2.8+0.3 329+1.7
Enzima 6.3+0.7 32624
1.0 mM Control 1.0+£0.1 295+2.2
Enzima 14+0.1 32.7+25
10.0 mM Control -0.4+0.1 30.5+3.1
Enzima -06+0.1 31.4+£39

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

5.1.4. Cambio en entalpia y arreglo molecular.

A través de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) se midi6 el flujo de calor que se le
aplica a un material cuando este es expuesto a un perfil de temperatura controlado. La calorimetria
provee informacién cualitativa y cuantitativa acerca de las transiciones por las que pasa el material
cuando es calentado (por ejemplo: punto de transicion vitrea,punto de fusion, cristalizacién y
descomposicién)®. Ademas de indicar las temperaturas a las que estos procesos ocurren, el DSC es

capaz de proporcionar informacion de la cinética a la que ocurren los procesos®.

En el caso de tratamientos de catalisis oxidativa de polietileno se han medido parametros
como la temperatura de fusion (T.), la entalpia de fusion ( AHm) y el grado de cristalinidad de la

muestra®. A través de estos pardmetros se puede saber si la oxidacion afecté el arreglo molecular del

plastico o y si hay productos de menor peso molecular a causa de la oxidacion®%2,

En este experimento se seleccionaron Unicamente tres condiciones a evaluar basandonos en
algunas de las pruebas anteriormente realizadas. Las condiciones seleccionadas fueron: lacasa-HBT
10mM, lacasa-fenol 1mM, lacasa-ABTS 0.1mM y se compararon contra el polietileno original (sin

sumergirlo en soluciéon amortiguadora). Los resultados de la calorimetria se muestran en la tabla 5.10.

Tabla 5.10. Caracterizacion calorimétrica del polietileno oxidadas con el sistema lacasa-mediador.
™ AHn, Cristalinidad

(J/g) (%)

Original 123.53 97.38 33
HBT 10mM  122.38 77.73 27
ABTS 0.1mM  122.17 78.58 27
Fenol ImM  122.87 74.95 26

2 con respecto al AHn, del PE original.



La temperatura de fusion (Tm) entre el polietileno original y los tratamientos enzimaticos fue
muy similar (al rededor de los 122-123 °C), lo cual indicé que el tratamiento enzimatico no produjo el
efecto esperado. Si la enzima y el mediador hubieran oxidado al polietileno, se esperaria que el
polietileno se fragmentara en cadenas de menor peso molecular y por consiguiente de menor punto

de fusién®.

Sin embargo, la entalpia de fusion (AH.), otro parametro que se determind mediante
calorimetria, reveld que si hay un cambio entre el polietileno original y las muestras, ya que como se
ve en la tabla 5.10, en los tres sistemas de lacasa con mediador, la entalpia de fusién se redujo
aproximadamente un 20% (en los tres casos). Esto significa que la estructura molecular del polietileno
requiri6 menor cantidad de energia para pasar del estado sélido al estado liquido, o sea que
disminuyeron las fuerzas intermolecurales entre las cadenas del polietileno, pero sin haber ruptura de
las mismas (ya que el T, no cambid). Estos resultados coorelacionaron con lo observado en las
pruebas mecénicas, en donde las peliculas de polietileno sumergidas en solucién amortiguadora
sufrieron un ligero “ablandamiento” a causa de estar sumergidas en solucién durante 24h y su
elongacion fue menor que el polietileno original. De la misma manera la hidratacion del polietileno en
el caso de la calorimetria, pudiera ser la explicacion de la pérdida de fuerzas intermoleculares entre
cadenas de polietileno. Se sabe que la hidratacién de los polimeros depende de la hidrofilia de éste y
resulta en la perturbacion de la estructura intermolecular estabilizada por las fuerzas de van der
Waals y enlaces de hidrogeno*. Entonces, después de la hidratacion, las cadenas de polimero
pudieron adquirir un grado de solvatacién que diera lugar a la pérdida de fuerza en polimero®*, como
se vid en las pruebas mecanicas realizadas al polietiieno sumergido. En calorimetria este mismo
efecto daria lugar a un decremento de la entalpia de fusién, ya que al disminuir las fuerzas
intermoleculares debido a la solvatacién, la energia necesaria para fundir al plastico seria menor®,
Sin embargo, al producirse el mismo efecto en los tres sistemas evaluados, sin importar la
concentracion ni el tipo de mediador, la hidratacion del polietileno pudiera ser la Unica razén del efecto
observado ya que adicionalmente se analizaron las diferencias entre los tres tratamientos a través de

una prueba de ANOVA y no se encontré alguna diferencia significativa.

El AH. también se encuentra relacionado con la abundancia de regiones cristalinas en
plasticos semicristalinos como es el caso del polietileno. EI cambio producido por la hidratacion redujo
la entalpia de fusiébn, como ya se mencion6, y por consiguiente en términos del arreglo molecular,
hubo una disminucién de la cristalinidad de alrededor del 20% en los tres casos, como se observa en
la tabla 5.10.

En la figura 5.8 se muestran los termogramas del polietileno original (gréfica negra) y los tres

tratamientos con los tres mediadores: HBT (azul), Fenol (rojo) y ABTS (verde). En la gréfica se sefialé



la temperatura de fusion (Tm) y las temperaturas en las que se realizé la integracion para determinar
el area (45.5 a 133.5 °C). Al hacer la integracion de la grafica a través del programa QtiPlot entre los
puntos previamente sefialados fue que se pudo determinar las entalpias de fusion. En la gréfica 5.8
se pueden observar también algunos maximos locales, los cuales representan fragmentos de menor
peso molecular que funden a menor temperatura que el resto del polimero. Para cada sistema hay
distintos intermediarios, lo que pudiera indicar que el sustrato con el que se trabaj6é no es totalmente

homogéneo y se tienen fragmentos de distinto peso molecular’.

Figura 5.8. Curvas calorimétricas de las peliculas de polietileno tratadas con el sistema lacasa-mediador. Polietileno original
(negro), HBT 10mM (azul), Fenol (rojo), ABTS 0.1 mM ( ).

5.1.5. Interacciéon de un microorganismo con el

polietileno oxidado enzimaticamente.

Una vez que se demostré la oxidacion superficial de las membranas de polietileno a causa de
los mediadores y la lacasa, éstas se sometieron a un tratamiento biolégico, el cual es un indicador
directo de que el plastico se convirti6 en un material menos recalcitrante a causa de las
modificaciones quimicas sufridas en el tratamiento oxidativo. A través de un tratamiento bioldgico el
plastico se puede fragmentar, continuar con el proceso oxidativo, formacién de biopeliculas sobre él
(colonizacion), pero sobre todo, que haya registro de actividad metabdlica del microorganismo con el

gue se haya puesto en contacto’#*7:242832386184-90

Las peliculas de polietileno fueron retiradas de solucién, se enjuagaron con agua estéril y
metanol al 30% para remover la mayor cantidad de sales (provenientes de la solucién amortiguadora)

y cantidades de mediador que pudieran permanecer en la superficie. Posteriormente, como se



menciond en la parte de métodos, se empled un hongo basidiomiceto como microorganismo modelo y
se incubd junto con las peliculas de polietileno tratadas enzima y los mediadores. El medio de cultivo
que se utilizé fue un medio completamente mineral para no introducir una fuente de carbono adicional
a la presente en el agar del hongo. Las muestras se incubaron durante seis semanas con trozos de
agar papa-dextrosa de aproximadamente 2 cm? recubiertos con el hongo T. sanguineus. El cual es un
hongo que puede ser encontrado en habitats y condiciones climatoldgicas poco comunes, en especial
esta cepa (CEIBMDO01) fue aislada en una zona del estado de Veracruz, México, con un alto
porcentaje de humedad, temperatura elevada y ademéas contaminada con petréleo®, lo cual result6

atractivo para este estudio ya que el polietileno es un sustrato hidréfobo y recalcitrante.

Figura 5.9. Crecimiento de Trichoderma sanguineus en polietileno como Unica fuente de carbono, las imagenes
corresponden al polietileno control (sin tratamiento enzimatico) a distintos tiempos de la incubacion. El plastico se coloco
sobre los trozos de agar PDS con el microorganismo.

A) PE_control, tiempo 0. B) PE_control, tiempo 2 dias de incubacion; C) PE_control, tiempo: 14 dias de incubacion.

En la figura 5.9, se pueden observar algunas imagenes que fueron tomadas durante el tiempo
de incubacion. Los tratamientos seleccionados para este experimento fueron: una membrana control
(sin tratamiento), PE_LAC_HBT 10mM, PE_LAC Fenol ImMy PE_LAC_ABTS 0.1mM (los cuales no
se muestran en la figura). Durante el periodo de incubacion no se determind incremento de biomasa,
Unicamente se visualizé que el micelio invadi6 completamente las cajas Petri. Tampoco hubo
evidencia visual de contaminaciones microbianas. Al finalizar el periodo de 6 semanas de incubacion,
las cajas Petri fueron llevadas al Parque Cientifico y Tecnolégico de Morelos (PCyTM) y al Instituto de
Fisiologia Celular (IFC UNAM) en donde se prepararon las muestras para su analisis a través de
microscopia electronica de barrido (SEM. por sus siglas en inglés). Con esta técnica se pretendio
analizar la superficie del plastico para buscar evidencias que nos indicaran que realmente habia una
interaccion entre el polietileno y el microorganismo. A través de la DSC se demostré que los plasticos
tratados enziméticamente si cambian en cuanto a cristalinidad y de acuerdo a la literatura, estas
zonas amorfas en poliolefinas como el polietileno, pueden ayudar a proporcionar zonas de mayor

accesibilidad a los microorganismos y que a partir de ahi éstos empiecen la colonizacién del



material®®32333%77 Un cambio morfolégico puede ser visible en el plastico, por ejemplo, la oxidacién
por radiacion puede ser monitoreada por SEM’ al igual que los cambios que se producen en

polietilenos mezclados con catalizadores metalicos®.

En la figura 5.10 se muestran una serie de imagenes tomadas con el microscopio electronico
de barrido en el que se puede evidenciar la presencia del microorganismo en la superficie del
material. Se observé una proliferacion del micelio en las muestras que fueron tratadas con el sistema

lacasa + mediador.

Figura 5.10. Micrografias de SEM de la interaccion del hongo T. sanguineus con polietileno de baja densidad (PE) después
de 6 semanas de incubacion en medio mineral.

A) PE, 150X; B) HBT 10 mM, 150X; C) FENOL 1 mM, 150 X; D) ABTS 0.1 mM, 150X; E) PE, 750X; F) HBT 10 mM; 750X;
G) FENOL 1 mM 750X; H) ABTS 0.1 mM; 750X.

En el control se realiz6 una busqueda sobre la superficie de toda la muestra y se encontrd
poca evidencia de la presencia del hongo, como se observa en la figura 5.11E. La superficie del
polietileno control se vio homogénea en su totalidad y fue facil poder detectar la presencia de algo
ajeno como el caso de una hifa de hongo. Los tres tratamientos con mediador presentaron
colonizacion en la superficie la cual no se cuantificé por peso seco, por lo que no se determiné en qué

tratamiento hubo mayor colonizacién.

Se debe mencionar que la colonizacién de las membranas empez6 a partir de las orillas y
comenzd a avanzar hacia el centro ya que aqui fue donde hubo ausencia o poca presencia del
microorganismo. Se ha visto en otros trabajos que una vez oxidado el polietileno, existen
microorganismos capaces de crecer en su superficie como el caso de algunas especies de
Pseudomonas®; A. flavus, M. cicinelloides®, R. rubber®, R. rhodochrous®, Aspergillus sp., Fusarium
sp.°* y algunos consorcios microbianos®®2, En estos trabajos se ha demostrado que mediante la
oxidacién de los sustratos usando catalizadores metalicos como estearatos de hierro y manganeso,
es posible de generar un polietileno capaz de ser colonizado por microorganismos de origenes

filogenéticos distintos. En el caso de nuestro trabajo quedd demostrado que es posible oxidar el



polietileno a través de la utilizacién de catalizadores del tipo biolégico como el caso de las enzimas y
gue ademas de eso, el polietileno resultante de la oxidacion también puede ser susceptible a permitir

la colonizacién de un microorganismo como lo fue T. sanguineus.

5.1.6. Comparacion con otros trabajos en los que

se empled el sistema lacasa-mediador.

Fujisawa et al. (2002)* realizaron un trabajo con lacasa del hongo T. versicolor pero no
reportaron datos de FTIR en su sistema lacasa_HBT, asi que no se pudo realizar una comparacion
con dicho trabajo. Por otro lado,en el trabajo de Zhao et al. (2002)* a pesar que no utilizaron una
lacasa si emplearon un mediador con una enzima, en este caso fue un sistema de peroxidasa de
soya (SBP) y el 2,4-benzenodiol como mediador. Estos autores reportan la aparicion de nuevos
modos vibracionales a 1650, 1625 y 3400 cm™ quedando evidenciado el efecto de la oxidacion del
sustrato a causa del tratamiento; sin embargo, le atribuyen el aumento de la absorbancia a causa del
peroxido de hidrogeno. La concentracion que se reporta en este trabajo de H,O, en solucién es de
0.3% (98mM aprox.), se sabe que las peroxidasas en cuestién de minutos se inactivan en presencia
de 1mM de este reactivo®*%. Entonces probablemente los resultados reportados por Fujisawa® y su
grupo de trabajo se deban al efecto Unicamente del peréxido de hidrégeno. Aungue en la literatura se
han visto reportes en los cuales se ha visto la presencia de aductos entre el polietileno y el
mediador®, no fe posible determinar si lo observado en la zona de 1650cm™ y 1670cm™ pudiera ser o
no debido a la presencia de algun aducto; sin embargo, la posibilidad no puede ser descartada ya que

no se demostrd lo contrario en este trabajo.

En la literatura no existen reportes de la utilizacion de ABTS como mediador para
oxidar algun sustrato sobre el cual se hagan pruebas de analisis de hidrofobia a través del angulo de
contacto, infrarrojo o calorimetrias; sin embargo, se sabe que para el caso del ABTS, el mecanismo
por el cual actia como mediador es diferente al del HBT*. Esto implica que el HBT sea capaz de
oxidar compuestos que el ABTS no puede, a pesar que ambos mediadores tengan un potencial redox
muy similar de aproximadamente 0.88mV“. De manera general, se han propuesto dos tipos de
mecanismo para el sistema lacasa-mediador: el mecanismo de transferencia de electrén (ET) y el

mecanismo de transferencia de protén (HAT, por sus siglas en inglés)34"48,

El mecanismo ET depende de las caracteristicas del sustrato, de su potencial redox y de si
posee un grupo funcional que sea lo suficientemente 4cido para desprotonarse y dar lugar al producto
final. Por ejemplo, el alcohol veratrilo y el metil veratril éter difieren anicamente en que el oxidrilo
bencilico del primero tiene un —H y el otro tiene un grupo metilo (-Me). El potencial redox de ambos

sustratos esta alrededor de los 1.4V, sin embargo, con el alcohol veratrilo si hay reaccién cuando se



adiciona lacasa y ABTS, mientras que con el metil éter de veratrilo no ocurre reacciéon*. En este caso
los sustratos se encuentran en un valor de potencial adecuado para que el ABTS pueda sustraerles
un electrén, sin embargo, cuando ocurre el rearreglo electrénico en los sustratos, en el metil éter no
puede ocurrir la desprotonacion que ocurre en el —O-H del primer sustrato ya que este paso se

encuentra impedido por la presencia del metilo.

Por otro lado, el mecanismo HAT (por el cual actia el HBT) no depende del potencial redox del
sustrato, sino de la energia de disociacidon de los enlaces C - H que éste tenga, la cual varia de
sustrato a sustrato ya que el ambiente quimico determinard si es de baja o alta energia. Para el caso
de los alcanos alifaticos lineales, la energia del enlace C - H se encuentra alrededor de los 400
KJ/mol®, no importando mucho la longitud de la cadena. El radical HBT"* es un radical N-oxilo que se
encuentra entre dos elementos muy electronegativos (N y O), también el anillo de triazol le aporta dos
atomos de nitrégeno electroatractores, que en suma, generan un ambiente quimico bastante
favorable para que el radical pueda actuar como una base de Brgnsted-Lowry capaz de tomar un
protén del polietileno*’. El polietileno, al no poseer ninglin &tomo electronegativo como nitrégeno u
oxigeno, tendra un ambiente rico en electrones que podra complementar la electroafinidad del radical
HBT" *. Como resultado final, el polimero reaccionara con el radical HBT" * y se formaria un radical
carbaniénico (R- C'-R) que seré capaz de propagar la reaccion por un mecanismo de radicales libres
independiente de la lacasa o el mediador'®. Estas implicaciones, sin embargo, alin no han sido
comprobadas en un sistema de oxidacién de polimeros alifaticos con lacasa por lo que mayores
estudios son necesarios para elucidar completamente la forma de actuar de las enzimas sobre el

polietileno.

5.2. Tratamiento con citocromo ¢ modificado

quimicamente.

Como se comentd en la introduccion, la modificacion quimica en la superficie de citocromo ¢
de corazén de caballo con polietilenglicol de 5000 Da le confiere estabilidad a altas temperaturas
(>80°C)*%3, lo cual nos pareci6 interesante a explorar ya que cuando hay un tratamiento que
involucra temperatura y especies oxidantes el polietileno se vuelve un sustrato mas susceptible a la
oxidacion®*%%, Debido a ésto, en este trabajo realizamos la modificacién quimica del citocromo ¢ de
corazoén de caballo de acuerdo con lo reportado en trabajos anteriores. El citocromo ¢ (Sigma-Aldrich

Cat. C2506), de acuerdo a las especificaciones del distribuidor, tenia una pureza mayor al 95% por lo



que se decidié emplearlo directamente del envase sin pasos de purificacion previos a su modificacion
con PEG.

En la figura 5.11 se muestra la actividad del citocromo ¢ nativo y el modificado quimicamente,
a 80 °C. Los resultados observados concuerdan con lo obtenido anteriormente®** ya que se encontré
que el citocromo sin modificar retuvo casi un 60% de su capacidad catalitica al transcurso de una
hora, a diferencia del Cit c-PEG que en el transcurso de este tiempo sigue siendo 100% activo. La
estabilidad del citocromo modificado con PEG se explica debido a que el polimero unido a las lisinas
superficiales embebe a la proteina en una especie de esfera de solvatacion, al estar rodeado por el
polietilenglicol el Cit ¢ es incapaz de desplegarse al subir la temperatura ya que el movimiento de los
residuos de aminoéacidos son restringidos por la cadenas de PEG y mantienen las interacciones entre

ellos durante mas tiempo a temperaturas altas®.
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Figura 5.11. Curso temporal de la actividad residual del Cit c-PEG de 5KDa y su contraparte no modificada (Cit c) durante

su incubacion a 80°C. La actividad fue determinada tomando una alicuota de 20pL de la solucion de citocromo c, guaiacol
5mM en 1mL de amortiguador fosfatos 60mM, pH=6 y adicionando 5uL de H.O, 200mM para iniciar la reaccién a 25°C.

o

Posteriormente, cuando se realizaron las reacciones de oxidacion con polietileno en presencia
de 0.05mg/mL de proteina (0.001 U/mL) y haciendo adiciones de 50uL de 0.9mg/mL (0.22 U/mL) y
5uL de peréxido de hidrégeno 200mM (1 mM de concentracion final), cada 30 min (hasta cumplir 8h),
no se observaron cambios en la hidrofobia de la superficie de la membrana de polietileno (tabla 5.11).
Especificamente hablando de la tensién superficial, no pudo ser calculada ya que los valores de
superaron los 90° y de acuerdo a la ecuacién (7), valores superiores a 90° ya no significantes ya que
describirian una completa repulsion hacia el agua. Dentro de la composicién quimica (figura 5.12) del
polietileno, ni en las propiedades mecénicas de las peliculas de polietileno se encontraron

evidencias que demostraran la oxidacién a causa del tratamiento con cit c-PEG.



Tabla 5.11. Resultados del analisis de hidrofobia y pruebas mecénicas sobre las muestras de polietileno tratadas con cit c-

PEG.
Angulo de contacto L. . Resistencia a la
. ° Elongacién relativa* . 2
Tratamiento (°) (%) tension**
0 0 (MPa)

Control 92.42 +9.33 6.0+ 0.6 31.4+1.3
Control con 96.01 +5.75 5.3+0.2 28.6+2.2

perdxido
Citocromo ¢ 92.22 +4.16 -0.3+£0.02 27.7+0.5

*Valores relativos a 825.6 mm (PE sumergido en amortiguador de succinatos).
**\/alores relativos a 31.4 MPa (PE sumergido en amortiguador de succinatos).
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Figura 5.12. Espectros de infrarrojo de las peliculas de polietileno después del tratamiento con citocromo c. (negro) control
de polietileno sumergido en amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C durante 24h. (azul) control de polietileno
sumergido en amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C durante 24h y peréxido de hidrégeno 1mM (concentracién
final). (rojo) tratamiento de polietileno con 3.52 U/mL de cit c-PEG, en amortiguador de fosfatos 60mM, pH=6 a 80 °C
durante 24h y peréxido de hidrégeno 1mM (concentracion final).

El citocromo ¢ modificado con PEG ha mostrado en trabajos anteriores el incremento de
actividad (aproximadamente nueve veces) hacia sustratos hidr6fobos como lo son hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH's)*? debido a que el polietilenglicol (PEG) cambia la polaridad de la
region cercana al sitio activo, haciendo a esta proteina mas afin hacia sustratos como los PAH's. Sin
embargo, cuando comparamos PAH's como antraceno o pireno contra un sustrato como el polietileno,
hay diferencias importantes, por ejemplo, el antraceno (PM: 178 g/mol) y el pireno (PM: 202 g/mol)
son moléculas que consisten en tres y cuatro anillos bencénicos respectivamente, mientras que el
polietileno (PM: 20 KDa) es una cadena de diez mil o mas carbonos que no son solubles en el medio
de reaccion, asi que pudiera existir un gran impedimento estérico para que este sustrato pueda

acercarse al sitio activo y oxidarse como lo harian moléculas mas pequefias®.

Al no tener un sustrato donador de electrones lo mas usual en el ciclo catalitico de las



peroxidasas, como el cit c-PEG, es un proceso de autooxidacion que conduce hacia la inactivacion de
la proteina o a la destruccion del hemo a causa de intermediarios con alto potencial redox que se
generan en el grupo prostético hemo de estas proteinas®*®. Al comenzar el ciclo catalitico, el
peroxido de hidrogeno actia como aceptor de electrones, generando un intermediario
oxoferrilporfirinico, el cual es denominado como “compuesto 1" y cuyo potencial redox (°E > 0.8V) es
lo suficientemente oxidante e inestable para oxidar residuos de aminoacidos de bajo potencial redox
(Tyr, Cys, Asn). Estos cambios oxidativos pueden romper enlaces S-S, convertir residuos hidroxilados
(-OH) a sus respectivos acidos carboxilicos o inclusive generar radicales libres que pueden llevar a un

entrecruzamiento entre proteinas’*’.



6. CONCLUSIONES.

El polietileno es un plastico recalcitrante el cual representa en volumen mas del 50% de la
demanda de plasticos a nivel mundial. Para poder incidir en el “debilitamiento” del material fue

necesario modificar su composicién quimica como ya se habia reportado en la literatura.

La oxidacion enzimética ha demostrado ser una alternativa verde para el tratamiento de
distintos contaminantes de naturaleza hidr6foba, sin embargo, el polietileno al ser un sustrato mas
complejo no pudo ser oxidado Unicamente por las enzimas en solucidon. A pesar que se intento
aprovechar las capacidades cataliticas del citocromo ¢ modificado con PEG a altas temperaturas,
probablemente el tamafio del sustrato fuera el principal impedimento por el cual a pesar de utilizar un
total de 1.2 mg de enzima suministrada en pequefias dosis en el transcurso de 8 horas no ocurrieron
cambios en las propiedades quimicas del sustrato. La lacasa por si sola tampoco fue capaz de
cambiar quimicamente al polietileno, sin embargo, se observé que en el medio de reaccion se
desprendié un precipitado blanco de naturaleza aun desconocida pero que al menos por
espectroscopia infrarroja pudimos descartar que no fuera polietileno (informacibn no mostrada).

Posiblemente se traté de algun aditivo presente en el polietileno comercial.

Por otro lado, cuando se emplea un sistema en el cual la enzima no tiene que interactuar
directamente con el polietilieno se encontraron resultados bastante prometedores. Por un lado, se
demostr6é que el polietileno perdié hidrofobia en presencia de 1mM de HBT y fenol; el angulo de
contacto, el cual es una técnica que nos ayudd para medir este parametro, disminuy6é de 90° a 65°
aproximadamente, esta reduccion de 30° resulta en una superficie en el polietileno que se asemeja a
la de polimeros biodegradables como el acido polilactico (71°) y PLA/PGA 50:50 (53°), en términos de
hidrofobia. De estos resultados se dedujo que la oxidacién del polietileno y la introduccién de nuevos

grupos funcionales pudo ser la causa de esta ganancia de hidrofilia.

La oxidacion del polietileno se comprobé mediante FTIR-ATR; el parametro de indice de
carbonilo nos ayudo a comparar nuestros resultados con los reportados en la literatura en los que se
emplearon catalizadores de iones metélicos. El HBT 10mM (Ic0=1.03) y el fenol en las tres
concentraciones empleadas (Ico= 2.2) fueron nuestros mejores resultados y son comparables a los
alcanzados con un tratamiento con el ion manganeso y utilizando temperatura como factor abidtico
(lco=1.3).

Se investigd que el laser del equipo ATR de espectroscopia infrarroja tiene una penetracién de

2 a 5um en las muestras que se pueden analizar en él, lo que quiere decir que la matriz de las



membranas de polietileno no fue explorada. Una oxidacion Unicamente en la superficie del sustrato
podria explicar la ausencia de cambios en las propiedades mecanicas medidas en este trabajo, ya
que quiza el tratamiento enzimatico difundié poco al interior del polietileno y los cambios en las

propiedades mecanicas (que son globales) pudieron no ser perceptibles mediante el tensibmetro.

A pesar de esto se demostré6 que la oxidacién enzimética del polietileno si incidié en su
propiedades moleculares, ya que el porcentaje de cristalinidad disminuyo en 20% en los tres casos
estudiados (ABTS 0.1mM, HBT 10mM y Fenol 1mM).

Finalmente se concluyé que la disminucion en la hidrofobia de la superficie, la oxidacién
parcial del polietileno y el cambio en el arreglo molecular son cambios que fueron suficientes para que
un microorganismo modelo como lo fue el T. sanguineus pudiera tener cierta afinidad hacia el

polietileno, como se observé a través de la microscopia de la superficie del polietileno.
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Transformation of polyethylene films
catalyzed by a fungal laccase
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Objective: to quantify the transformation of
recalcitrant polyethylene films (PE} using a laccase-
medistor system, and to explore the potential
biedegradahbility of the enzymatically-treated

material
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Esperimental strategy: A high redox potential
laccase from foviplopsls gollico was produced and
purified in our laboratory, Cormmerdal, bow density
PE films were treated in aqueous solution (pH 4.5
succinate buffer] in the presence of laccase and 0.1,
1and 10 mh mediator for 24 h.

Results: All of the laccase-treated PE films, with all
mediators and at all concentrations of mediators,
showed signs of oxidation, according to the carbom
index {L..) measured by FTIR (Fig. 1). &s reference, a
PE film treated with HNO, showed an |, of 0.42,
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*Contact angle, reflecting swriace hydrophobicity,
showed a 16 and 17% decrease for the best
treatments [Lac + Phe 1 mM and HBT 10 mbd,
respectivaly], as exemplified in Fg 2.

.Q..l-ﬁﬁ.

Lac+ Plse 1mM  Lac « HET 10 mibd

Figure 2
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*Regarding mechanical

properties, a
maximum decrease in tensile strength of
around -10% was observed for the

treatrient with Lac + HET 10 b,
accompanied by a significantly lower
relative elongation (-27%), suggesting a
decreaie W resistance and elasticty of
treated PE.

san  unexpected  increase {+16%) n
relative elongation was observed for the
treatment with Lag + Phe 1 mM (Fig, 3],
sCalosimetric characterization showed a
slight decrease in PE crystallinity {-10%)
after treatment with Lac + HBT and Phe.

*Potential biodegradabdity of treated PE
wias evakated through Interacton with
Trichoderma  songuwinewm, Hyphae are
readily observed on the surface of PE

treated with Lac + HBT and Lac + Phe but
not on the control sample (Fig. 4)

Conclusions: Laccase-treated PE in the
presence of mediators showed signs of
axidation, that seems to favor interaction
with & soil Tungl, Other properties
{mechanical, surface and calorimetric) do
not appear 50 determinant. HET gave the
best results.
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