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Resumen

En este estudio se evalué la biodegradacion detpetio de baja densidad (LDPE) a
través de hongos filamentosos que se aislaroreliieho sanitario de Pichacay (Cuenca)
y hongos que pertenecen al cepario institucioras. dislados fangicos pertenecen a los
géneroAspergillus Penicillium,Fusarium Trichodermay Mucor. El estudio se hizin
vitro y para la valoracion, las perlas de LDPE se s@mgtia un proceso de desinfeccion
con una solucion de Tween 80, e NaOH, posterioreniast muestras del polietileno se
colocaron en cajas Petri de 9 cm con medio SabduRIDA y agar extracto de Malta,
sobre este material se colocaron inéculos de lskdais fangicos, el periodo de
valoracion fue de 90 dias. La pérdida de peso guol@tileno fue un indicador de la
capacidad biodegradadora de los aislados fangiademas del analisis mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de EoufirTIR). Los espectros FTIR
evidencian cambios en la naturaleza quimica deinawb, por lo que nos sugiere que
esta particularidad sea el efecto de los aisladogi¢os (biodegradacion). Los
porcentajes de biodegradacion de los aislados daadiueron:FusariumRSZ1M13

(5.94%)AspergillusRSZ4M6 (5.16%) yirichodermall (4.98%).

Palabras Clave: LDPE, actividad enzimatica, hongos filamentosoleme sanitario,

plasticos, FTIR.



Abstract

This study evaluated the biodegradation of low-dgmp®lyethylene (LDPE) through
filamentous fungi that were isolated from the Pazhalandfill (Cuenca) and fungi that
belong to the institutional cepario. The fungalases belong to the genera Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Trichoderma, and Mucor. Bhedy was done in vitro and for the
evaluation, the LDPE beads were subjected to afdition process with a Tween 80
solution and NaOH, later the polyethylene sampleewplaced in 9 cm Petri dishes with
Sabouraud's medium, PDA and Agar extract from Maltathis material inoculums of
fungal isolates were placed, the titration peri@asWw0 days. Weight loss in polyethylene
was an indicator of the biodegradable capacityuafél isolates, in addition to analysis
by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)e FTIR spectra show changes in
the chemical nature of the polymer, so it suggtsisthis particularity is the effect of
fungal isolates (biodegradation). The biodegradiaiercentages of the fungal isolates
were:FusariumRSZ1M13 (5.94%)AspergillusRSZ4M6 (5.16%) andrichodermall

(4.98%).

Keywords: LDPE, enzymatic activity, filamentous fungi, lantfplastics, FTIR.
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Capitulo 1.

Introduccion.
1.1 Antecedentes

El medio ambiente sano garantiza el goce pkmda vida y la salud, que segun la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es el estamopleto de bienestar fisico y social que
tiene una persona. Si se considera esta afirmaegwalido preguntarse como influye el
deterioro del medio ambiente en la salud. El biemeepende de la capacidad de una sociedad
para mejorar la interrelacion entre las actividddesanas y los factores ambientales que nos
rodean (Estrada Paneque, Gallo Gonzalez, & Nufiexydy 2016; Morales, Alfonso, & Jean-

Claude, 2011).

El desarrollo y la industrializacién aun eargmento en el siglo XXI propicia el uso y
explotacion de combustibles fésiles, producienddesnivel creciente de la calidad del medio
ambiente y su capacidad para mantener la vida (®ed al., 2011). La industria del plastico
abarca un amplio espectro del mundo manufactuiantg geograficamente como en términos
de bienes producidos. A medida que se descubrerplementan nuevas aplicaciones, las
empresas contindan expandiéndose, generando umphloto econémico en la produccion de
innumerables productos manufacturados y por emde| eonsumo de las personas (INEGI,

2017; Kutz, 2011).

Los plasticos aparecieron en la década de 195(Q)lenrmuchos propdésitos y actualmente
se utilizan en todos los sectores industriales. Hplicacion notable es el embalaje de
productos, que actualmente utiliza alrededor ded@ de la produccion mundial anual de
plastico (Galgani, Pham, & Reisser, 2017). En sstdido, el polietileno de baja densidad
(LDPE) es el material de embalaje mas utilizaddoglv el mundo debido a sus excelentes
propiedades: mecanicas, hidrofobicidad, peso ligea costo y su alta eficiencia energética

(Kyaw, Champakalakshmi, Sakharkar, Lim, & Sakhgrkad2). Aproximadamente el 35% de



los plasticos producidos en los paises desarraladautilizan para el empaquetado, de este
porcentaje entre el 8 y 10 % se utiliza para ebsatio de alimentos (Veethahavya, Rajath,
Noobia, & Kumar, 2016), en los paises en vias dardello desde el afio 2007 al 2011 la
generacion de residuos se incrementd en un 37.8Rouc equivalente a un 8% por afio
(Kunlere, Fagade, & Nwadike, 2019). Las industagsgcolas, horticolas y areas relacionadas
estan emergiendo como grandes consumidores deptstonsumiendo 2’'250.000 toneladas
al afo de plasticos en forma de peliculas, laminderias y productos moldeados para la
agricultura (A. L. Andrady, 2003).

En promedio, cada tonelada de plastico elalmopaioduce 2.5 toneladas de emisiones de
C0,. Ademas, el carbono incrustado en el materialesponde a otras 2.7 toneladasLdg
(Material Economics Sverige AB, 2016). No obstalds,biopolimeros o bioplasticos y los
plasticos biodegradables representan una alteanaaira el futuro, en particular a los productos
de vida util corta (Virginie, 2011). Sin embargontinian perpetuando el problema real: el
modelo actual de consumo de usar y tirar. Y, par laido, la propia etiqgueta biodegradable
incita a consumir igual o incluso mas, creando nam gnpacto (Gonzalez Castro, 2019).

Uno de los grandes problemas es la ineficienciel emnejo de desechos plasticos, siendo
los principales: los rellenos sanitarios, la inciw@n y el vertimiento (Advisors, de Wit,
Hamilton, Scheer, & Stakes, 2019). Entre 1950 y52@lacumulacion de residuos plasticos
primarios y secundarios (reciclados) ascendié & 68lones de toneladas métricas (Mt). De
esto, aproximadamente el (12%) de plasticos hanisainerados y el (9%) reciclados, de los
cuales, solo el 10% han sido reciclados mas deeméGeyer, Jambeck, & Law, 2017).

Basados en proyecciones del desarrollo de la péblattumana, el nivel de
industrializacion, y el desarrollo de los sistem@gestion de residuos, se estima que entre 100
a 250 millones de toneladas de basura plasticasagin a los océanos entre 2010 y 2025

(Gutow & Bergmann, 2018). A nivel terrestre el desba se agrava notablemente, porque para



la produccién anual actual de alrededor de 400oned de toneladas de plésticos, se
requeririan 150 millones de hectéreas de tierravable o el 11% del total disponible en la

Tierra, mientras que para alcanzar un crecimieraggetado a 1900 millones de toneladas,
para el afio 2050, se necesitaria alrededor deldi@36nible en la Tierra (Rhodes, 2019).

1.2  La problemética

Los plasticos, representan una de las mayores aammpara el medio ambiente, existen
plasticos que resisten la degradacion, algunoseguiegradan hasta cierto punto y otros que
permanecen como contaminantes organicos persist@@Ps) (Gnanavel, Mohana, Valli, &
Kannadasan, 2012). El plastico es un polimeroralaente recalcitrante, una vez acumulado
en el medio ambiente permanecera alli durante nsuafios, inclusive un tiempo mayor a los
1000 afos (Koshti, Mehta, & Samarth, 2018; Munayéda, Priyani, & Suryanto, 2018).

En las ultimas 3 a 4 décadas, el polietileno regmashasta el 64% de los plasticos sintéticos
gue se desechan en un corto periodo de tiempoékedpwsu uso (Harshvardhan & Jha, 2013,
Koshti et al., 2018), ademas representa el 60% deduccion total de plastico a nivel mundial
(Kunlere et al., 2019). Los mercados de América\aete, Europa occidental y Asia consumen
aproximadamente del 25 al 30% de polietileno prabitua nivel mundial (Anthony L. Andrady
& Neal, 2009). En este sentido, la gestion de esisiduos va mas alla de su tratamiento fisico,
guimico, biolégico, mecanico o su disposicion fiealrellenos sanitarios (Gaggino, 2008).

En nuestro pais la importacion de maquinaria payegsamiento de plastico se incrementé
en un 52% desde el 2007, la mayoria de los prodsuetaricados fueron destinados a los
sectores: agricola, pesquero, floricola y en ghsado de alimentos (CS, 2012). De igual
manera, la industria de materiales plasticos yasstrecio a un promedio del 10% anual entre
2005 y 2008. La mayoria de las materias primastipdés que se importaron, eran

especialmente el polietileno (PE) y el polipropdé®P) (IBP, 2015).



En el canton Cuenca, desde el 2006 se implemeriisteima Integral de Reciclaje, que
tiene por objetivos ampliar la vida util del relesanitario de Pichacay y apoyar a los
recicladores del cantén (EMAC, 2014), proyectandaseivel nacional como una de las
ciudades pioneras en materia de reciclaje. En@Rai2, la estimacién de plastico reciclado
fue de 79,81%, este valor se incremento en el fi6 2 91.02% (EMAC, 2017). La cantidad
de pléstico generado en el afio 2012 fue de 1318dadas, donde los plésticos blandos y
rigidos representaban el 10.18% y 3.15% respecémtan(Lopez, 2015). En la ciudad de
Cuenca, se recuperan cada mes 176 toneladas tiegal&ntre todos los desechos que llegan
al relleno sanitario de Pichacay, esto represqmtaas el 1% de toda la basura que ingresa,
donde los plasticos blandos constituyen un 6.67%syplasticos rigidos un 4.67%, que
corresponden al porcentaje en peso fisico de tlmdodesechos finalmente dispuestos en el
relleno (Cobos Maldonado, 2011; Parraga, 2019).

1.3  Justificacion

En base a lo expuesto, la biodegradacion se geesemo una alternativa viable y amigable
con el medio ambiente y que tiene como propésitinigie el tiempo de degradacién. Este
estudio busca hacer una valoradidwitro para luego proyectar a una valoracion en campo a
futuro. Los resultados que se encuentren en egtatigacion aportaran seguramente a nuevos
conocimientos sobre el uso de hongos filamentosogprecesos de biodegradacién de
polietilenos.

1.4  Objetivos

1.4.1 General.

» Valorar la capacidad de biodegradadidritro de polietileno de baja densidad a través

de hongos filamentosos aislados del relleno samitier Pichacay.



1.4.2 Especificos.

* Aislar cepas de hongos filamentosos presentes snedd del relleno sanitario de
Pichacay que se utilizaran en la biodegradaci@otietileno de baja densidad (LDPE).

» Determinar el potencial biodegradador del poliablele baja densidad de las cepas
aisladas y las cepas de la Universidad Politécdatasiana, en términos de porcentaje
de degradacion.

e Comparacion de la capacidad biodegradadora mediantelaciones de pérdida de
peso y porcentaje de transmitancia-absorcion FTIR.

1.5 Los polimeros sintetizados

Son compuestos adevado peso molecular formados por combinaciomndgran numero
de moléculas de uno o varios compuestos de baj pedecular (Geissman, 1973Fon
moléculas muy grandes constituidas por la repetidé unidades moleculares llamadas
monomeros y cuya reaccion de unién entre si sengdeaopolimerizacion (Allinger et al.,
1988). Esta es una caracteristica de distincida deyor parte de otros compuestos quimicos
organicos, donde su tamafo y forma dependen deteena en que estan organizados para
formar una estructura (Kalpakjian & Schmid, 200Z&yisten muchos tipos diferentes de
materiales poliméricos que tienen gran numero dieagones, entre las que se incluyen:
plasticos, elastomeros (o cauchos), fibras, resuentos, adhesivos, espumas y peliculas.
Dependiendo de sus propiedades, un polimero putlitearge en dos o0 mas de estas
aplicaciones (Callister, Molera Sola, & Anglada Glam2007). Su degradacion implica dos
aspectosPor un lado, se busca que el material sea estatddas condiciones de uso. Por el
otro, el descarte, la eliminacion y degradacionnggla problemas con relacion a su
incorporacion a los ciclos quimicos del planetgeriodos de tiempo razonables (Aldabe et

al., 2004).



1.5.1 Polietileno de baja densidad (LDPE).

Es un hidrocarburo de alto peso molecular obtepaida polimerizacion a altas presiones
del gas etileno. El etileno (punto de ebulliciéd 2C) puede obtenerse por deshidratacion del
etanol o por hidrogenacion del acetileno (BillmeyiE375). Posee una estructura molecular
ramificada (figura 1), y pertenece a la familidaketermoplasticos. (Trujillo Mejia, 2012). La
densidad del polietileno estd comprendida entr2 9,0,94 g/cm3 y su peso molecular entre
500 y 50000 unidade¥ian Ortufio, 1999). Es un solido mas o menos flexible y ligero segun
el grosor, que por sus caracteristicas y bajo @reei utiliza mucho en envasado, en la

elaboracion de tuberias y el revestimiento de salfleanquet Bernis, 2005).

Figura 1: Formulacion del polietileno de
baja densidad.
Fuente (Franquet Bernis, 2005).

1.5.2 El polietileno y la contaminacién ambiental.

El polietileno (PE), es un plastico compuesto panémeros de olefinas y a su vez los
plasticos son materiales poliméricos organicosmkyoria elaborados con derivados del
petrdleo. Los productos elaborados con polietilpnesentan dos tipos de problemas: el
deterioro cuando estén siendo utilizados y la coimacion ambiental posterior a su uso
(Méndez, Vergaray, Béjar, & Cardenas, 2007). Ea @imo caso, debido a sus caracteristicas
de resistencia no son degradados por los microsmas del suelo y permanecen visibles en

el medio ambiente por tiempo indefinido (Mangiar@@aretta, Nelli, & Piontelli, 1994).



El polietileno es quimicamente muy inerte, no ssuelve en ningun disolvente a
temperatura ambiente, son solubles con solvergegltis como el benceno y el tetracloruro
de carbono a temperaturas superiores (Billmeyeué&r, 1975).

1.6 Importancia de la degradacién de plasticos

De la biodegradacién de polimeros se sabe muy pespgcialmente sobre la
biodegradacion en el medio ambiente acuéatico, prrohos estudios hacen referencia a la
biodegradacion en suelos o compost (Eubeler, 20&E6).asi, que se han iniciado e
implementado una serie de estrategias para rethlugicumulacion de desechos plasticos
(Ameen, Moslem, Hadi, & Al-Sabri, 2015; Munir et,a2018) Si bien los plasticos no se
degradan con facilidad como es el caso de los esetatravés de la corrosion (degradacién
superficial). Para el caso de los plasticos laattagion se produce o se da a nivel interno, lo
gue dificulta su descomposicion (Pancorbo Floris2éd 0).

La biodegradacion se fundamenta en la capacidatienen ciertos microrganismos para
degradar o descomponer polietileno en este casmegta particularidad se presenta debido a
gue estos microrganismos toman el carbono e hidmgemo fuente de energia (Dela Torre,
Delos Santos, Reyes, & Baculi, 2018; Gnanavel.e@al 2).

1.7  Elimpacto ambiental de los bioplasticos frente ak polimeros convencionales

Para resolver el problema, a nivel global se biscr uso del plastico biodegradable o
fotodegradables (Hill & Kolb, 1999). Es un nuevaotide material considerado un reemplazo
del plastico convencional y que tiene multiplestags. Sin embargo, todavia hay algunos
obstaculos para su uso de forma masiva, como e#tswosto de produccion, la falta de
tecnologia, y lgestion especifica para su recoleccién y tratamig@nt, Li, & Zhang, 2019).

La mayoria de los plasticos biodegradables sonidemslos materiales compuestos,
fabricados con derivados de recursos naturalesmavables. (Lopez Martinez, Gbmez Galan,

Sanchez Salinas, & Martinez Lao, 2019).



Al igual que los plasticos convencionales como elietileno o polipropileno, los
bioplasticos tienen un impacto durante su ciclalfae vida. Cuando se eliminan, de manera
incontrolada en el medio ambiente pueden llegarcamalarse y fragmentarse en
microplasticos y nanoplasticos (Shen et al., 2020ando sucede este tipo de fragmentaciéon
se extiende la contaminacién por todos los rincaleeks océanos, hasta llegar a mezclarse
con el plancton, el primer peldafio de la cademaeaiticia marina (Sepulveda, 2012).

1.8 Cepas fungicas con capacidad de degradar plasticos

Avances en temas biotecnoldgicos indican gueddegradacion de plasticos es el método
mas efectivo, podrian ser el método mas segucorydenico para la sociedad (Boerger, Lattin,
Moore, & Moore, 2010). En la actualidad las invggtiones se centran en microorganismos y
enzimas extracelulares capaces de alterar laseolagés fisicas y quimicas del polietileno,
incluso utilizandolo como Unica fuente de carbdaoilitando los procesos de degradaciéon de
los desechos plasticos presentes en la naturddeibe ( Giraldo, & Gutiérrez, 2010).

El reino de los hongos estd compuesto por orgaiguoariotas que se distinguen por la
presencia de paredes celulares quitinosas, egjagismos cumplen una funcion vital como
recicladores de material organico y con una esiiinade mas de 1 millon de especies
diferentes (Troiano, Orsat, & Dumont, 2020). Losndpms pueden ser unicelulares o
multicelulares y, dependiendo del organismo, puedttptar multiples formas morfolégicas
basadas en el modo de divisién y crecimiento celRowers-fletcher, Kendall, Griffin, &
Hanson, 2016). Son organismos heterotréficos quetsian enzimas intra y extracelulares,
estas tienen capacidad para transformar practidenceialquier tipo de sustrato organico y
participan en la oxidacion en algunos compuestogy@micos (Méndez et al., 2007). Poseen,
ademas, una pared gruesa, semejante en grosocorgosicion quimica a la pared de las
células vegetales, sin embargo, los hongos noatosifitéticos y aunque algunos, como las

setas, que se asemejan a plantas, estas no pogegrdilos ni raices (Garcia Cortés, 2004).



1.8.1 Estructuras somaticas de los hongos.

El tallo (cuerpo) de los hongos filamentosos estén&do por filamentos largos de células
unidas; estos filamentos que se denominan hifa&jgucrecer hasta proporciones inmensas.
Las hifas de casi todos los hongos filamentosoBerten tabiques que las dividen en unidades
separadas similares a una célula (un nucleo). ifas ¢recen alargadndose desde sus extremos,
cada parte de una hifa puede crecer y cuando pectiele un fragmento puede alargarse para
formar una hifa nueva (Carrillo, 2003; Paucay Q&i216; Tortora, Funke, & Case, 2007). Las
hifas pueden presentar septos, entonces el miggtifotabicado, el micelio es un conjunto de
filamentos, y un trozo del mismo se denomina HEfdgs tabiques estan ausentes se habla de
micelio continuo, (figura 2) (Carrillo, 2003). Earfcion de las hifas de un hongo y pueden
clasificarse en (vegetativas) que son siempre gyidas, ademas, son las encargadas de
absorber los nutrientes para el crecimiento, cshifa tipo reproductor que crecen sobre la

superficie del medio denominadas (aéreas) (Caréi063; Paucay Ortiz, 2016).

hifas sin seplas

levaduras hifas con seplos

I -
prosénqgquima
w“i apresorios

rizowdes rizomoria haustorios

Figura 2: Estructuras Somaticas que presentan los hongos
filamentosos.
Fuente: (Carrillo, 2003; Paucay Ortiz, 2016)

1.8.2 Estructuras reproductivas de los hongos filamentoso
Los hongos pueden producir estructuras sexualesexuales, los conidioforos o

esporangioforos son estructuras asexuales que gaodpropagulos por division o
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redistribuciéon de ndcleos sin fusién nuclear. Dejpmmdo del género, estos propagulos
asexuales pueden llamarse conidios o esporasti®dado, las estructuras sexuales como la
cleistotecia, peritecia, basidios o cigosporangapcen propagulos después de la unién de
dos nucleos haploides compatibles. Dependiendofildel estas esporas sexuales estan
contenidas dentro de los sacos, llamados ascakifpiscomycota), o son externas (phyla
Basidiomycota o Zygomycota) (Powers-fletcher et 2016). Las esporas permiten la
perpetuacion de la especie y pueden estar encegada esporangio o ser externas (conidios),
(figura 3) (Carrillo, 2003). Su reproduccion sedamenta principalmente mediante esporas
asexuales; mientras que otros lo hacen formandwa&spexuales (Pascual, 2005). Las esporas
son cuerpos resistentes que forman los hongodamodatente o de reposo, estas se producen
de dos maneras diferentes, sexual y asexualmasntsekuales tienen nucleo derivado de dos
células progenitoras, y sus esporas haploidesyaldeos de sus células antecesoras se funden
para formar un nucleo diploide (zigoto), la espoam&xuales se producen por simple

diferenciacion en la hifa de crecimiento (Arias &étos, 2008).

didimospora alantospora
O helicospora
amerpspora
fragmospora m ‘@3
estaunspora
aleuriospora
escolescospora
dictiospora
P I"‘"'!‘f" s /7 blastosporas
@ 'L_‘*I:- 5
L [3] DS P
VEImucosa equinulada "' fusiforme

Figura 3: Tipos de esporas que presentan os hongos filasento
dependiendo del género.
Fuente: (Carrillo, 2003; Paucay Ortiz, 2016).
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1.8.3 Clasificacién de los hongos filamentosos.

Se basa en los mecanismos de reproduccion sexaslegporas que resultan en la mayor
parte de los casos, ademas, cepas que puedenrapage® presentan fusion nuclear, meiosis
e intercambio de informacion genética (Toromorendi€anda, 2012).

1.8.3.1 ClaseDeuteromicetos.

En este grupo presentan hifas tabicadas y prodooeidias a partir de conidiéforos y
células conidiégenas, la reproduccién de las lenedes por gemacion, mientras que las
formas miceliales forman conidias por un procesgeateacion, en el cual algunos segmentos
de las hifas se dividen en células individualestmeonidias (Murray, Rosenthal, & Pfaller,
2006).

1.8.3.2 ClaseBasidiomicetos.

Los basidiomicetos poseen un micelio bien desadollconstituido por hifas septadas,
cuyas células tienen uno o dos nucleos segundaitadesarrollo en que se encuentre el hongo
(Roaro, 1975). Las hifas de diferentes tipos da ¢epnan filamentos en los que cada célula
contiene dos nudcleos uno de cada progenitor, latesuno se fusionan hasta que se han
formado células diploides especializadas llamadesdims (Audesirk, Audesirk, & Byers,
2003).

1.8.3.3 ClaseZigomicetos.

Hongos sin zoides (esporas siempre inertes tursgadan talo frecuentemente sifonado
con esporas formadas en esporocistos, y en lasscelehcto sexual es una cistogamia, es decir
la union de los dos gametocistos (Des Abbayes. el @89).Sus hifas carecen de tabiques
cruzados, se reproducen de forma asexual por egposporas formadas en el esporangio, o

de forma sexual por medio de zigosporas (Vazquak,&2000).
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1.8.3.4 ClaseAscomicetos.

Forman el grupo mas grande de los hongos de ldsscpiaeden ser saproéfitos o parasiticos.
De los ultimos, muchos causan enfermedades etalaisp cultivadas (Lasser, 1959). Las hifas
se encuentran separadas por septos, ademaspealeizida comprende tanto la reproduccién
asexual como la sexual. Las esporas asexualesraetetezan por ser muy pequefias y
numerosas y se denominan conidios (del griemgus,polvo). La reproduccién sexual implica
la formacién de un asco (“pequefio saco o bolsatyuetura que caracteriza a este grupo
(Curtis & Schnek, 2008).

1.8.4 Caracterizacion morfo-molecular de aislados fungic®

Las cepas fungicas que se utilizaron en este estalihicieron en base a un analisis
macroscopico, considerando ciertas caracteristioaso el color y forma del crecimiento
miceliar sobre medio de cultivo sélido SabouraudAR agar extracto de Malta con incubado
a 26°C. En cuanto a las caracteristicas microsa®piee busco diferentes estructuras de
desarrollo como por ejemplo la forma y tamafio dedios, fidlides y tipo de conidiogénesis,
adicionalmente la forma y el didmetro de las hifasidentificacion de las diferentes morfo-
especies se efectuaron acorde a las claves popstdSeifert et al. 2011).

1.8.5 Géneros de hongos con capacidad biodegradadora deliptileno

1.85.1 Aspergillus sp.

Hongos filamentosos que se reproducen medianteaspseexuales llamadas conidios, en
los inicios del crecimiento fangico, ciertas cétutkel micelio vegetativo se agrandan y forman
una pared gruesa (M.K. Rai, 2017). El lugar dorae dsporas o conidios se producen,
denominado esporangio o conidiéforo, tiene una ahagfa similar al abanico que forman los
dispositivos de riego por aspersi¢g@arrascosa, 2011)

Clasificacion y morfologia.
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La clasificacion de las especies del género Aslhasdia sido dividido en 18 grupos, con
132 especies. (Moreno Martinez & Benavides Ocanf8@88). Division: Ascomycota,
subdivision: Deuteromycota, clase: Eurotiomycetes, orden: Eurotiales familia:
TrichocomaceaeagéneroAspergillus(Forbes, 2009)

Caracteristicas macroscopicas de los aislados fungs:

Las colonias se desarrollan de forma rapida erfrelids con un margen exterior distintivo,
con una zona blanca de crecimiento nuevo y presaht@rsas tonalidades: blanquecinas,
amarillentas, marrén-amarillentas, negruzcas, mamggruzcas o verdosas. A medida que se
producen los conidios durante la maduracion, leedigie de las colonias adquieren una
consistencia azucarada o granular (Soriano dellldag007; Winn & Koneman, 2008).

Caracteristicas microscopicas

Presentan hifas septadas de las cuales surgerniéforod que terminan en vesiculas de
forma tubular o globular. De la vesicula, brotamypicciones en forma de dedos de las células

productoras de conidios llamadas fidlides o estag)(Sankar Sastry & Sandhya K, 2017).

Conidia—¢ § & i
<_‘: Phialides

Phialides-

Vesicie

Vesicle

Semaie hypha Septate
i hynhd

Conidiophore- Conidiophore I{ L
|

) —
Figura 4: Estructura reproductiva y sus partes
Fuente: (Sankar Sastry & Sandhya K, 2017).

1.8.5.2 Trichoderma sp.
GéneroDeuteromicetosgjue viven en asociacion con numerosas plantagreatr contacto
con las raices y las cubren con su micelio formamdobarrera que las protege de la actividad

de algunos hongos patégenos (Lifidn Carral, 2015).
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Es cosmopolita en suelos, madera en descomposicidateria vegetal, las especies de
Trichoderma son frecuentemente componentes dominantes de deoftara del suelo,
capacidad atribuida a su diversa actividad meteddli a su naturaleza agresivamente
competitiva (Harman & Kubicek, 1998).

Clasificacion y morfologia

Comprende un conjunto de especies sin fase sexiginte ubicados en la Sub-division:
DeuteromycotaClase: HypomycetesQrden: Hifales (Moniliales) y GéneroTrichoderma
(Chavez, 2006; Martinez et al, 2015).

Caracteristicas macroscopicas

Este género crece formando colonias blancas quéaimna pelicula sobre el medio segun
lo indicado por (Arias & Pifieros, 2008). En cep#srdntes se observa en el medio una
pigmentaciéon de colonias verdes después de laacaubdurante 5 dias (Afiya & 1., 2019).
Las colonias presentan un crecimiento de 5 a 8rcel medio de cultivo Agar papa-dextrosa
en 5 dias de crecimiento a 26°C, se puede obslarfamacion de pustulas algodonosas de
un color blanco, algunas cepas no presentan etatacteristico a coco (Acurio Ramiro et al.,
2017).

Caracteristicas microscopicas

Las hifas que llevan las esporas o conidiéforos reonificadas (Gonzalez, 2019). Los
conidiéforos muestran ramas laterales pareadamitasas que forman un angulo de casi 90°
con respecto al eje de donde surgen, las fidlideseptan una forma alargada, algo anchas en
el centro y con un cuello alargado de color hialeo forma de botella, en algunas
observaciones las conidias se presentan incrustaddes fidlides a manera de un racimo
globoso bien definido, algo que se puede comparan@yor exactitud son las ramas o brazos,

las ramas o brazos que se encuentras mas cerdagjaspaincipal son mas largas que las
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ramificaciones secundarias (Acurio Ramiro et @172 Chavez, 2006). En otros analisis las

conidias se muestran muy derramadas al obsenamasroscopio (Afiya & 1., 2019).

Fialide Conidios

Conidiéforo

Conidiéforo

Figura 5: Estructuras caracteristicas de Trichoderma harmian(A) y Trichoderma sp.

(B).
Fuente: (Barros, 2016; Infante, Martinez, Gonzalez, & Reg€§9)

1.8.5.3 Fusarium sp.

Es un género fangico incluido dentro de la Clasgphomycetes(subdivision
Deuteromycotpque produce macroconidios, microconidios y clamgmbras, considerandose
estas Ultimas como las esporas mas resistentesespasies déusarium sp comprenden
especies patdégenas, parasitas y saprofitas y puestan presentes en todas las partes
vegetativas y reproductivas de las plantas (Suzsgella, 2002).

Clasificacion y morfologia

El género pertenece al fil&.scomycotaclase’ Ascomycet® ordenHypocrealesmientras
gue los teleomorfos de las espediesarium sp,se clasifican principalmente en el género
Gibberella y para un numero menor de especies, los géemdeasanectriay Albonectria
(Moretti, 2009).

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias se muestran con una variedad de eolmasados en la pigmentacion de
conidios, siendo los tonos de rojo los mas fre@mphte observados en el cultivo para
identificarF. solani(Powers-fletcher et al., 2015). El crecimiento dbgias es de apariencia

algodonosa y de color blanquecino-rosado en longras estados de desarrollo pé&ta
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oxisporum en forma que avanza el crecimiento el micelicade#ia un color purpura en el
centro de la caja Petri y por el reverso de la sajabserva un color morado oscuro y menos
claro a los costados (Kenneth et al., 2018). Eisrento algodonoso y el tamafio de la colonia
esta dentro de los 3 a5 cm de diametro (Paucig, @016).

Caracteristicas microscopicas

En este género presentan la forma tipica de logav@auidios, aunque con algunas
diferencias entre ellos, puesto que unos son um IPAS cortos y otros menos curvos (Kenneth
et al., 2018). El rasgo principal es la apariciém esporas asexuales, los distintivos
macroconidios en forma de platano, las especiésisi@rium sgroducen tres tipos de esporas:

macroconidios, microconidios y clamidosporas (Morg009).

MACROCONIDIAS

Gy

MONOFIAUDES

MCROCONDIAS
E NI:JL/? "'@ CLAMIDOSPORAS

Figura 6: Macrocon|d|as y mlcroconldlas de Fusarium oxysporif) y estructuras caracteristicas
de Fusarium sp (B).
Fuente: (FEITOSA, 2000; Icochea, 1997).

1.8.5.4 Penicillium sp.

Son considerados como contaminantes habitualesifdeerdes substratos y pueden
presentar la capacidad de producir diversas micmdex La mayoria de las especies se las
considera saprofitas, existiendo pocas que se naigléinariamente como patdgenas

oportunistas (Soriano del Castillo, 2007).

Clasificacion y morfologia.
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Division: Eumycota Subdivision:AscomycotaClase:PlectomicetosOrden Eurotiales
Familia: AspergillaceagGéneroPenicillium (Margaret & Angela, 2008).

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias se desarrollan rdpidamente y en swni@agon de color verde, azul verdoso,
gris verde, blanco, amarillo o rosa. El reversarmearillo, marrdn claro o rojo y la superficie
es pulverulenta (Sciortino Jr., 2017).

Caracteristicas microscopicas

El tipo de micelio es macrosifonado, es decir @eatd presenta un diametro mayor amt
y varia entre los 2-4m, ademas, es septado y hialino. La mayoria deedpscies son
mitosporicas; sin embargo, hay reportes de algiomasas ascosporadas (Bonifaz, 2012).

Las colonias revelan hifas septadas delgadas as&lias vesiculas estan ausentes y el
conidiéforo se divide directamente en métulas aldag, de las cuales se originan los fialides

gue llevan una cadena de conidios (Sankar Sas8sr&lhya K, 2017).

Conidia

Sterigmala
(phialides)

Metulae

J[ T~ Conidiophore
1

_ \v Septate hyphae

el

Figura 7: Estructura esquemdtica de
Penicillium sp.
Fuente: (Sankar Sastry & Sandhya K, 2017)

1.8.5.5 Mucor sp.
Caracteristicas macroscopicas
Posee un tamafio ilimitado que tiende a llenardgssd etri; el color en un inicio presenta

una tonalidad blanca para posteriormente tomartamalidad blanco-grisacea; la forma y el
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aspecto varia entre una textura vellosa, algodoyaseca; y asi mismo no presenta pigmentos
(Bonifaz, 2012).

Clasificacion y morfologia.

Division: Eumycota Subdivision:ZygomycotinaClase:ZygomycetesOrden:Mucorales
Familia: Mucoraceae GéneroMucor (Margaret & Angela, 2008)

Caracteristicas microscopicas

Las diferentes especies de hongos en este grupdisieguen entre si por los
esporangioforos, esporangios y esporangiosporaso0a por la presencia 0 ausencia de
rizoides que anclan los esporangioforos al sustfigiara 8). Ademas, estos organismos tienen

hifas grandes, aseptadas o casi septadas (Waawipbell, & Johnson, 2013).

P~_ 9o

spurangia

Figura 8: Estructuras representativas de Mucor sp.
Fuente: (Warnock et al., 2013).

1.9 Degradacion de polimeros.

Se reporta en la literatura varios ejemplos catioaa cerca de la degradaciéon de polimeros
como es la degradacion de la celulosa en la madk@ucho en los neumaticos de los
automoviles y el agrietamiento de las peliculagidira (Allen & Edge, 1992). Sin excepcion,
todos los polimeros se degradan eventualmenteaddatrambiente al que estan expuestos
durante su ciclo de vida (Hawkins, 2012).

En general, los polimeros especialmente los peliést las poliamidas y los poliuretanos,
son mas susceptibles a la biodegradaciéon y a ladagon hidrolitica que los polimeros cuya

cadena principal esta compuesta de carbono-carbboroyal presenta en estos Ultimos un
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problema en su uso a corto plazo (Grassie & S&988). A medida que aumentan las
preocupaciones medioambientales, se plantean numraandas en la prediccién de las
propiedades a largo plazo de los polimeros sio®tanaturales (Scott, 2002).

En este contexto, existen varios métodos ya seamnict#s, quimicos, mecanicos,
degradacion enzimética o mediante radiacion qudribagen a la degradaciéon de los

polimeros (Kulicke & Clasen, 2004), algunos dedoales se describen a continuacion:

1.9.1 Degradacion térmica.

La rotura de enlaces en las cadenas moleculareisi¢es, produce una disminucion del
peso molecular del polimero, que disminuye perbkptiente sus cualidades fisicas y
guimicas (Hijes & Lorente, 2004). Durante la deg@dén térmica ocurren 3 procesos
simultdneos: se producen roturas en cualquier pdaetta cadena polimérica, que generan
cadenas mas cortas, rotura de los bordes de laaatdeniéndose el monémero de partida, y
la abstraccion de grupos funcionales (Miranda et 2008). En consecuencia, algunos
polimeros experimentan reacciones quimicas queuperd especies gaseosas, que Sse
evidencian por la pérdida de peso del materiall{@kl & Callister, 1995).

1.9.2 Degradacion por radiaciones.

La radiacion de alta energia interactia con logymbs, produciendo procesos fisicos y
guimicos rapidos, que conducen a la generacidéadieales libres y otros productos (Hamid,
2000). La susceptibilidad a un proceso de degréadagiotro se establece por la quimica
intrinseca del esqueleto del polimero. Muchos paid® sufren escision y reticulacion, pero a

menudo prevalece un mecanismo (Kausch & Anjum, 2003

1.9.3 Fotodegradacion.
Decimos que un plastices fotodegradable cuando la degradacion se prodoice
resultado de la accion de la luz natural (PancdBal). La fotooxidacion resulta en cambios

guimicos y, la mayoria de las veces, una reduaeal peso molecular (Oosten, Béringuer,



20

& Lorne, 2011) debido a una transformacién fotoqoénde una molécula en fragmentos de
masa molecular mas baja, habitualmente por un goode oxidacion (Costa, 2005). Las
consecuencias de la fotodegradacion envuelvenagaientacion, la decoloracién, la pérdida
de brillo o transparencia y la acumulacion de petakide reaccién de oxidacion (Wright &

Limited, 2006).

1.9.4 Degradacién mecénica.

La degradacioén del polimero se manifiesta por usaiducion en el peso molecular. En
los polimeros a granel puede ocurrir durante etggamiento, la molienda, el fresado o el
aserrado, o cuando se somete a tension o cizafiton{&rassie & Scott, 1988). De igual
manera, provoca la degradacion oxidativa de losrmwbs, y también afecta la resistencia
mecanica y el rendimiento de los materiales detomtsdn poliméricos y los articulos hechos
de ellos (Emanuel, 1987).

1.9.5 Degradacion quimica.

La degradacion quimica incluye la erosion por @nto y la lluvia, la oxidacion, la
fotodegradacion, la degradacién con acidos, basgsia, y la degradaciéon térmica (Seymour
& Carraher, 1995).

La degradacion quimica en polimeros es de dobleripcia. Por un lado, los polimeros
pueden sufrir cambios al contacto con medios agresjue los articulos de polimero no sean
aptos para el servicio y por otro lado, se usenay@samente para mejorar las propiedades
particulares de servicio de los articulos polin@si@Moiseev & Zaikov, 1987).

1.9.6 Biodegradacion.

Los microorganismos son fundamentales en la desesigipn de material organico, las
bacterias, hongos y actinomicetos, estan distrdzuien la tierra y en entornos especiales
pueden atacar los poliésteres alifaticos, los petliunos y las poliamidas (Posada Bustamante,

2012). En consecuencia, estos microrganismos gmatea de degradar una porcion o incluso
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la totalidad del material polimérico bajo las camihes ambientales adecuadas, con
subproductos finales de la porcion biodegradablerdgerial, €lC,0 y H,0 (Kalpakjian &
Schmid, 2002b). Tal es el caso de los hongos, guailzan mas a menudo que las bacterias
en ensayos de degradacion, donde generalmentsee/alel crecimiento de las colonias de
microorganismos, el consumo de oxigeno, el aumamt recuento de células o la produccién
deCO0, (Seymour & Carraher, 1995).

1.10 Degradacion de polimeros mediante hongos filamentos.

Existe un creciente interés en la biodegradacionpdémeros sintéticos utilizando
microorganismos efectivos; los desarrollos de cadades microbianas unidas a los desechos
sintéticos son poderosos agentes degradantesnetiul@leza (Sangeetha Devi et al., 2015).
Tal es el caso de la incuestionable informacioneyiste al respecto (tabla 1), que evidencia
la actividad efectiva de los hongos para degrad@amgeros.

Para el caso del LDPE, los microbios que crecdizando el polimero, llevan a cabo un
aumento de peso debido a la adherencia de susahifasuperficie del mismo, mientras que
una pérdida de integridad del polimero conduce apédadida de peso (Gajendiran,
Krishnamoorthy, & Abraham, 2016). En consecuergiaumento de peso se relaciona a que
los hongos utilizan el LDPE como fuente de carbdamnte su periodo de crecimiefR.
Pramila, 2012).

Los hongos son capaces de adherirse a la supeldicmlimero para posteriormente llevar
a cabo la biodegradacién y a diferencia de lasehbast presentan mayores tasas de
biodegradacion (Muhonja, Makonde, Magoma, & Imbug@®818). Estos analisis son
corroborados por la observacion microscopica quelaa penetraciones y degradaciones de
las hifas de los hongos en la superficie del ptdied, lo que provocaba un aumento de la
rugosidad y una atribucion a su alta hidrofobiciddal la superficie celular (Awasthi,

Srivastava, Singh, Tiwary, & Mishra, 2017; MathMathur, & Prasad, 2011). Asi mismo,
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mediante microscopia electrénica de barrido (SEMesela que la adherencia de los hongos
a la superficie del polimero y su abundante acuciutade biomasa contribuye a la produccién
de mas enzimas ligninoliticas capaces de descomgocensumir el LDPE (Ameen et al.,
2015); resultados que proporciona una soluciohl@ia la amenaza ambiental que plantean

los polimeros para el medio ambiente (Sangeethaddal., 2015).

Tabla 1: Cepas flngicas asociadas con la biodegradaciompdkittileno y otros polimeros.

Género Especie % Polimero Referencia
Degradado
Penicillium. roqueforti, 4.004 LDPE (Tsegaye, 2016).
simplicissimum 7.7 LDPE (Sowmya, Ramalingappa,

Nayanashree, Thippeswamy, &
Krishnappa, 2015).

Aspergillus carneus 0.629 LDPE (Tsegaye, 2016).
ochraceus 0.1124 LDPE (Tsegaye, 2016).
niger 5.8 LDPE (Raaman, Rajitha, Jayshree, &
Jegadeesh, 2012).
japonicus 11.11 LDPE (Raaman et al., 2012).
nomius 6.63 LDPE (Munir et al., 2018).
terreus 58 Poliéster- (Ibrahim, Maraga, Hameed,
poliuretano. Saadoun, & Maswadeh, 2011).
flavus 60.6 Poliéster- (Mathur & Prasad, 2012).
poliuretano.
fumigatus 39.5 Poliéster- (Ibrahim et al., 2011).
poliuretano.
foetidus 26.1 LDPE (S.K. Mohan, 2015).
Trichoderma viride 5.13 LDPE (Munir et al., 2018).
Fusarium solani 72.5 Poliéster- (Ibrahim et al., 2011).
poliuretano.
sp 0.7 LDPE (Sowmya et al., 2015).
Mucor sp sp 20 LDPE (Iparraguirre Quispe & Vivanco

Lépez, 2015)
Géneros y especies de hongos asociados a la degradbe polimeros. Los consorcios asociados a LDPE
presentan menores porcentajes de degradacion tespdos polimeros (poliéster-poliuretano), debalda
diferencia de estructuras entre los dos polimeres e@yidencian la capacidad de los hongos parauefett
degradacion en diferentes medios.
Elaborado por:Los autores.

1.11 Efecto de la actividad fungica en LDPE.

Los sistemas enzimaticos que los microorganismeseoles confieren la capacidad de
hidrolizar macromoléculas y polimeros carbonadogliame la produccion de enzimas
extracelulares, durante la hidrdlisis se originempuestos mas sencillos que pueden ser
transportados a través de sus membranas celudstedleciendo asi su principal fuente de

carbono (Moreno et al., 2015). Durante la degrauha@l polimero se convierte primero en sus
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monomeros, luego estos monémeros se mineralizah($tasan, Hameed, & Ahmed, 2008).
Este proceso se lleva a cabo por una variedad denas extracelulares que degradan los
polimeros insolubles hasta unidades monoméricasblesl (Cepero, Restrepo, & Franco,
2012). La degradacion se debe a la enzima exttacelecretada por el organismo (tabla 2).
Algunos estudios han investigado el proceso deegi@tiacion de polietileno utilizando
aislamientos fungicos, comenicillium simplicissimunfSowmya et al., 2015Renicillium
roqueforti, (Tsegaye, 2016)Trichoderma viride(Munir et al., 2018),Aspergillus flavus
(Ibrahim et al., 2011), (Mathur & Prasad, 2012)ar{§eetha Devi et al., 201%Aspergillus
niger (Mathur et al., 2011; Raaman et al., 2012) y otragecies del género Aspergillus

incluidasAspergillus oryza¢Muhonja et al., 2018).

Para establecer el grado de biodegradacion deheadise consideran: grupos funcionales
en la superficie, hidrofobicidad/hidrofilia, cristadad, topografia de la superficie,

propiedades mecanicas, pesos moleculares, distriibyconsumo del polimero (Shah et al.,

2008).
Tabla 2: Enzimas fungicas y bacterianas Utiles para la bgrddacion de plasticos.
Fuente Enzima Microorganismo Plastico Referencia
Hongos lacasa, Pleurotus Polietileno (Gomez-Méndez
manganeso ostreatus oxodegradable et al., 2018)
peroxidasa y de baja densidad
lignina (LDPEoOXx0)
peroxidasa.
lacasay Penicillium LDPE (Sowmya,
peroxidasa de  simplicissimum Ramalingappa,
manganeso. Krishnappa, &
Thippeswamy,
2014)
lacasay Curvularia LDPE (Sowmya et al.,
peroxidasa de lunata, 2015)
manganeso. Alternaria
alternata,

Penicillium
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Fusarium sp.
lacasay Trichoderma LDPE (Sowmya et al.,
peroxidasa de harzianum 2014)
manganeso.
peroxidasa de Phanerochaete LDPE (Mukherjee &
lignina, chrysosporium Kundu, 2014)
peroxidasa de
manganeso.
Lacasa. Pleurotus LDPE (Rodrigues da
ostreatus Luz, Paes,
Nunes, da Silva,
& Kasuya, 2013)
lignina Phanerochaete polietilenoy el (MikuldSova,
peroxidasa y chrysosporium  polipropileno KoSikova, Alexy,
Mn (1) Kacik, &
peroxidasa. Urgelova, 2001)
Bacterias lacasa y Bacillus subtilisy LDPE (Prabhawathi,
peroxidasa de Pseudomonas Thirunavukarasu,
manganeso. aeruginosa. & Doble, 2014)

Nota: Se resumen las diferentes enzimas implicadas eledeadacion de polietileno, de acuerdo a analisis
realizados a las muestras de polietileno despuésvittenciar degradacion por los diferentes coneserci
microbianos.

Elaborado por:Los autores.

1.12 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourer (FTIR) como método
para valorar la biodegradacion de polietileno de ba densidad LDPE.

La espectroscopia infrarroja por transformada deriEp (FTIR) es una técnica analitica
disponible para sondear materiales poliméricos l@aamidén de un interferdmetro infrarrojo a
un microscopio equipado con detectores especializath espectroscopia FTIR se ha
empleado ampliamente para examinar areas micrasOpn polimeros durante los ultimos
veinte afos (Bhargava, Wang, & Koenig, 2003). Endtimos 20 afios, los avances en el
campo de la espectrometria infrarroja por transéaiende Fourier (FT-IR) han sido notorios,
de manera que en la actualidad los FTIR se instalatasi todos los laboratorios de quimica
analitica del mundo desarrollado (“FTIR,” 2011).dekarrollo de la espectroscopia infrarroja

por transformada de Fourier (FTIR) ha introducido método popular para el analisis
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cuantitativo de mezclas complejas, asi como paravéstigacion de fendmenos superficiales
e interfaciales (Dutta, 2017).

Al exponer muestras de moléculas a la radiacidarirdja estas absorben selectivamente la
radiacion de longitudes de onda especificas, penae el cambio del momento dipolar de las
moléculas de las muestras. Como resultado, loeside energia vibracional de las moléculas
de muestra se transfieren del estado fundamengstado excitado (Birkner & Wang, 2014).
El espectro de la muestra se calcula a partir mtelferograma que es el resultado de la
deteccion de la sefal y contiene toda la infornradi® la muestra en todas las longitudes de
onda a partir de técnicas rapidas de transformaséORourier con algoritmos matematicos
elaborados (Schmitt & Flemming, 1998).

1.12.1E| espectro de absorcion como método para identific los cambios en la
estructura del polietileno sometido a biodegradacid

Es una representacion de alguna funcion de la at@mudel haz de radiaciéon al que una
muestra ha sido expuesta, frente a la longitudndia,da frecuencia o el numero de onda. La
ordenada puede ser el porcentaje de absorciomaflantitancia T, la absorbancia A o el
logaritmo de la absorbancia) (Buceta Fernandez &#icheva, 2000).

El analisis espectral se fundamenta en el estudidosl espectros para identificar los
elementos que componen una determinada sustaheigpéctro es caracteristico del atomo o
molécula que lo ha producido (Fernandez Ferrer $olPQerrera, 1992). Los resultados
analiticos se asocian a una base de datos deddegitle onda de absorcion, de modo que el
espectro resultante se puede analizar con la ayeidablas (tabla 3) que correlacionan las

frecuencias de las bandas de vibracion con grupusdnales (Moore, 2016).

Tabla 3: Sefiales de absorbancia en espectros FTIR.
Frecuencia(cm™1) Descripcion

3300-3400 Grupos OH unidos a H de alcoholes, fenoles y acidos
organicos, como, asi como grupos N-H unidos por H
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2920-2930 C-H estiramiento de estructuras de alquilo

1660-1600 Aromatico y olefinico C-C, C-O en carboxilo; amidpg
cetona y grupos de quinonas

1550 Amidas Il, arométicas C-C
1450y 1380 OH de fenoles, COO-, -CH3, amida Il
1260-1200 Amida Il o éteres aromaticos C-O-C
1070-1030 -C-O-C de carbohidratos, éteres aromaticos,

agrupaciones Si-O-C

Nota: Principales absorciones de polietileno en la refffop sus asignaciones a grupos funcionales
de interés.
Fuente: (Amir et al., 2010).
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Capitulo 2
Metodologia
El presente estudio se desarroll6 en dos partésalajo en campo para la toma de muestras
en el Relleno Sanitario de Pichacay, ubicado gateoquia Santa Ana, a 21 Km de la ciudad
de Cuenca. Geograficamente se encuentra en ladetmatas: ESTE 730030 y NORTE
9672002 (Pintado, 2011). EIl trabajovitro se desarrollé en los laboratorios ciencias de la
vida-Universidad Politécnica Salesiana.
2.1  Muestreo
211 Muestreo estratificado aleatorio.
Método que busca reducir errores muestréales epoldacion y semejanza en los
componentes (Abascal & Grande Esteban, 2005) (Namwadsh, 2000).
2.1.2 Tamafio de la muestra.
2.1.2.1  Muestreo sistematico (en rejilla).
Este método nos permitio establecer distanciasumés a partir de un punto determinado,

mediante rejilla rectangular (figura 9), se redaceariabilidad de las muestras (Mason, 1992).

Figura 9: llustracion muestreo sistematico mediante
rejilla rectangular.
Fuente: (Mason, 1992).

A partir del area de muestreo, del nivel de repriegiwidad y precision que se pretendio
conseguir; se establecid el tamafio de la malla f@cévilés & Jiménez Ballesta, 2017).
Trazando lineas paralelas y perpendiculares sbbegr@no se forman intersecciones donde se

toman la muestras (Bautista Zaiiga, 2004).
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En la toma de muestras, se utilizd un barreno dfaffita 1), desinfectado con solucién de
NaClO al 2% durante 20 minutos, antes de ser toategjp al area de estudio (Garcia, Araluce,

Rubio, & Milanes, 2004).

o g AF o

Fotografia 1: Barreno para extraccion de muestras del relleno
sanitario.
Fuente: Los autores.

2.1.3 Procesamiento de las muestras.

El suelo humedo sin tratar se mezclé y mantuvq &uitando la compactacion del suelo
durante el transporte al laboratorio, posteriormesd tamizé hasta obtener una muestra
homogénea de suelo, para ello, la muestra atraues&erie de tamices; cada muestra peso
500 g de suelo humedo (Sagardoy & Mandolesi, 2004).

2.2 Aislamiento y formacion de colonias

Se utilizaron los siguientes medios de cultivosara§abouraudjue contiene glucosa y
peptona modificada, pH &cido, que permite el crenito de la totalidad de los hongos
filamentosos (Montoya Villafane, 2008; Rijal, 201%)gar de papa dextrosa cuya base rica en
nutrientes estimulan el crecimiento exuberant@gé&bngos (Aryal, 2018) y agar de malta que
se usa para el aislamiento de levaduras y mohosdl@lab, 2019).

221 Aislamiento mediante la técnica de dilucién de suglen placa.

Una pequefia cantidad de muestra de suelo tami@agiddgr), se diluyé en 10 ml de agua

estéril, una vez agitado y disuelto se procedin@at con una pipeta 1 ml de del primer tubo
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de ensayo y agregarlo en el segundo tubo hastaeslatduciones seriadas dé~* hastal0~>
(fotografia 2).Después se vertieron las muestras de los tubossdg® en las cajas de Petri
con medio PDA, luego se procedi6 a incubar de 8ia%a 26°C, para posteriormente verificar

las colonias desarrolladas que se desarrollarom@@n& Sinclair, 1985).

e

Fotografia 2: Diluciones seriadas de las muestras
de suelo-Relleno sanitario-Pichacay.
Fuente: Los autores.

2.2.2 Aislamiento de hongos mediante placas Warcup.

En cajas Petri estériles se vertio 20 ml de me@ia,Rantes de que enfrie y solidifique se
agreg6 con un asa de platino 0.005-0.015 g de naudst suelo, agitando levemente para
dispersar las particulas (fotografia 3); posteranta se incubd entre 3-5 dias a 28°C (Mier,

Toriello, & Ulloa, 2002). Este procedimiento sedor triplicado (Quéro et al., 2020).

Fotografia 3 Cultivo con muestra de
suelo en caja Petri.
Fuente: Los autores.
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2.3 Identificacion taxondmica

En el analisis microscépico, se identificaron ebtide estructuras y se descartaron los
posibles elementos que den lugar a confusiones ¢itnas de hisopo, calcificaciones, gotas
de grasa etc. En el andlisis macroscopico, sezénaltextura de la superficie de la colonia, la
formay el grosor, la pigmentacion, lo bordesasiafio y la tasa de crecimiento (Porres Osante

& Ruiz Ruiz, 2018).

2.4  Cepas de hongos filamentosos con potencial biodedealor de LDPE

En base a la revision del estado del arte, vanbsr@s reportan que estos hongos pueden
degradar LDPE, entre elldBenicillium roqueforti,(Tsegaye, 2016)Trichoderma viride
(Munir et al., 2018)Aspergillus flavuglbrahim et al., 2011) Wucor sp.(Iparraguirre Quispe
& Vivanco Lopez, 2015)Los mismos se aislaron en muestras de suelo obtedel relleno
sanitario de Pichacay; mientras que el polimertésao elegido para la realizacion del
experimento fue el polietileno de baja densidadREDen forma de perlas (Bardaji, Furlan, &
Stehling, 2019).

Para los ensayos de biodegradacién de polietilertmagh densidad, se eligié 2 especies de
hongos dada su disponibilidad y corresponden a&ddgyos Y1 y J1. Se trabajé igualmente
con 13 especies de asilados fungicos.

24.1 Réplica y aislamiento de hongos filamentosos.

Se replicaron las cepas dspergillus sp, Fusarium sp, Penicillium sp, Trideoma sp
mediante el método de crecimientos sucesivos pavhtencion de cepas puras (Dominguez
Romero et al.,, 2013). Este proceso se realiz6 haBtaner muestras puras de cada

microorganismo, libres de contaminacién de otraggbs o bacterias.
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2.5 Desinfeccién de polietileno de baja densidad preval tratamiento

251 Presentacion y forma del polimero para la experimeacion.

El polimero sintético elegido fue el polietileno daja densidad (LDPE) TX7003
BRASKEM, en forma de perlas (BRASKEM, 2015), obtinde la empresa OVIPLAX S.A

Cuenca-Ecuador (fotografia 4).

B '
Fotografia 4: Polietileno de baja densidad de la empresa OVIPISAX.(A), y

perlas de polietileno puro (B).
Fuente: Los autores.

25.2 Tratamiento de desinfeccion de las perlas de LDPPyevio a la
inoculacién de hongos filamentosos en cajas Petri.

Con el fin de eliminar rastros de contaminacion guedan afectar a los cultivos puros, se
realizo un tratamiento previo, que consistio enexgin las perlas de LDPE en una solucion
gue contenia 70 ml de Tween 80, 10 ml de NaOH pu#83 ml de agua destilada agitando
durante 30 min (fotografia 5). Posteriormente as@aron con agua destilada durante 1 horay
se las trasladd una solucion de etanol al 70% tei@hminutos (fotografia 6); finalmente se

las incubo a 50°C durante la noche (Bardaji eRall9).
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Fotografia ~5: Desinfeccion  de

0g Fotografia 6: Lavado final de
polietileno. polietileno.
Fuente: Los autores. Fuente: Los autores.

2.6 Métodos de andlisis de las muestras resultantes dedperimento

2.6.1 Determinacion del peso seco de polietiieno residualpolietiieno
biodegradado).

Para facilitar la medicion del peso del polietileasidual, la biopelicula formada se lavé de
la superficie de polietileno con dodecilsulfato is6d(SDS) al 2% durante 4 h, seguido de

lavado con agua destilada (Orr, Hadar, & Sivan4200

Para obtener la diferencia de peso se proceditirarras perlas cuidadosamente con una
pinza de diseccion sin dientes (fotografia 7) pess) en una balanza analitica Mettler Toledo,

modelo ML204 serie 8u, con 4 cifras de precisi@odrafia 8).
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Fotografia 7: Extraccion de muestras de
polietileno.
Fuente: Los autores.

Fotografia 8: Pesado de muestras de polietileno.
Fuente: Los autores.

Las perlas, se secaron durante la noche a 60°€ @mteesar. El porcentaje de pérdida de
peso se determind utilizando la formula de (Kyavelet2012; Montazer, Habibi Najafi, &
Levin, 2018): Pérdida de peso (%)=(peso inicialegigsal)/peso inicial x 100.

2.6.2 Andlisis por FTIR de las muestras de polietileno dadadas.

Los cambios en la estructura del polietileno, yfdamacion o desaparicion de grupos
funcionales durante el proceso de degradacion,osgrobaron mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, basada@$orcion molecular de energia en la region

infrarroja del espectro electromagnético (ValcaCates & Gomez Hens, 1988).
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Los anadlisis se realizaron en un equipo marca THERMCIENTIFIC, modelo NICOLET
i510 serie 912A0607, en el rango de nimeros de 580a&000cm ™1, con una resolucion de
2 cm™1, en el laboratorio de cromatografia de la UPS.

El espectro infra-rojo (IR) se analizo separand@{aon de los grupos funcionales que va
de 1200 a 3600m ™! y la region de huella digital desplegada de 6@@G0cm ™~ donde los
picos no varian para un polimero, a menos queheste sufrido el efecto de algun agente
guimico, fisico o bioldgico (Gulmine, Janissek, $¢ei& Akcelrud, 2002; Uribe et al., 2010).

2.6.3 Planteamiento estadistico para el procesamiento diatos finales.

En la determinacién de la degradacion de las magste empled la prueba de t de Student,
para comparar diferencias entre los promedios €I€ labservaciones realizadas a la misma
muestra (Moncada Jiménez, 2005). En este estudiaotejaron los pesos iniciales sin
biodegradacion y los pesos posteriores a la degiadg se calcul6 la diferencia entre tales
mediciones para verificar si entre ambos hay difeee estadistica significativa o no,
considerando un intervalo de confianza (IC) del 9b&f nivel de significacion= 0,05. De
manera, los valor p-valor <0,05 permitieron rechdaaipotesis K,) (LOpez Fernandez &
Expédsito Gazquez, 2016). Para el procesamientooslerdsultados se utilizdé el paquete

estadisticdMinitab Statistical Software no. 19.
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Capitulo 3
Resultados.
3.1 Area de estudio. - muestreo de suelo relleno saniia

Los puntos del &rea de muestreo se puedetificnen la tabla 4 y en el mapa 1.

UBICACION DEL AREA DE MUESTREO N

Leyenda

B Coordenadas

:l Vias Principales
- Area de Muestreo
- Cuenca

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Flaborado por  Juan Cedeifio; Jhonny Merino
Fecha 18/03/2020

D — Mapa de ubicacion del area de
[ - e e NIES escripeion
0 140 280 560 840 1,120 muestre o

Mapa 1: Ubicacion de los puntos de muestreo.

Nota: En el mapa del cantdn Cuenca, el color rojo madas coordenadas y el area establecida para el
muestreo.

Fuente: Los autores.

Tabla 4: Puntos determinados para el area de muestreo.

Punto Coordenada X Coordenada Y Alturam.s.n.m.
1 0730153 9672149 2664
2 0730139 9672146 2664
3 0730142 9672151 2664
4 0730142 9672157 2666
5 0730139 9672154 2665
6 0730142 9672150 2664

Coordenadas de los puntos de muestreo
Elaborado por: Los autores
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3.2  Muestreo
3.21 Resultados del Muestreo sistematico en rejilla.
Se trazé un érea de 60 metros cuadrados (&tad®), y se tomaron 25 muestras de 500

gramos cada una, tomando cada interseccion corpanio de muestreo (fotografia 10).

Fotografia 9: Muestreo en rejilla a partir de la determinacitel drea
de estudio.
Fuente: Los autores.

Fotografia 10: Extraccion de muestras con
barreno.
Fuente: Los autores.
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3.2.2 Procesamiento de las muestras.
Luego de pasar las muestras de suelo por uiz 85 mm-2 mm hasta 0.166n, se
obtuvieron 9 muestras homogéneas de 500 gramosucadéotografia 11), las muestras se

etiquetaron y se conservaron en fundas de pohetierméticamente cerradas (fotografia 12).

Fotografia 11: Tamizado de las muestras de
suelo .
Fuente: Los autores

I
—

Fotografia 12: Conservacion de las muestras de
suelo.
Fuente: Los autores.

3.3 Aislamiento y formacion de cultivos puros
Las colonias formadas en el primer aislamient@pbkaaron (fotografia 13) y ademas se les
adicion6 0,5 gr/L de cloranfenicol para evitar ekaimiento de bacterias, con este

procedimiento se obtuvieron hogos puros (fotogridia
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Fotografia 13:Réplica de Trichoderma sp.
Fuente Los autores.

Fuente: Los autores.
3.3.1 llustracién de los aislados fungicos.

Tabla 5: Identificacion taxonémica de hongos.

CODIGO CAJA PETRI FOTOS VISTAS AL GENERO
MISCROSCOPIO

Divisién: Eumycota
Subdivision:
Zygomycotina
Clase:Zygomycetes
Orden:Mucorales
Familia: Mucoraceae
Género:Mucor
EspecieMucor sp.

RSZ2M5
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RSZ2M1

Division:
Amastigomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Deuteromyceteg
Orden:Moniliales
Familia:
Tuberculariaceae
GéneroFusarium
EspecieFusarium sp

RSZ4M3

Division:
Amastigomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Deuteromyceteg
Orden:Moniliales
Familia:
Tuberculariaceae
GéneroFusarium
EspecieFusarium sp

RSZ1M13

Division:
Amastigomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Deuteromyceteg
Orden:Moniliales
Familia:
Tuberculariaceae
GéneroFusarium
Especiefusarium sp

RSZ1M14

Division:
Amastigomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Deuteromycetes
Orden:Moniliales
Familia:
Tuberculariaceae
GéneroFusarium
Especiefusarium sp

RSZ1M3

Divisién: Eumycota
Subdivision:
Ascomycota
Clase:Plectomicetos
Orden:Eurotiales
Familia:
Aspergillaceae.
GéneroPenicillium
EspeciePenicillium

sp.
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RSZ3M15

Division: Eumycota
Subdivision:
Ascomycota

Clase: Plectomicetos
Orden: Eurotiales
Familia:
Aspergillaceae.
GéneroPenicillium
EspeciePenicillium

sp.

RSZ3M3

Division: Eumycota
Subdivision:
Ascomycota
Clase:Plectomicetos
Orden:Eurotiales
Familia:
Aspergillaceae.
GéneroPenicillium
EspeciePenicillium

sp.

RSZ4M5

Division: Ascomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia:
Trichocomaceae
GéneroAspergillus
EspecieAspergillus
sp.

RSzZ4M7

Division: Ascomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia:
Trichocomaceae
GéneroAspergillus
EspecieAspergillus
sp.
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RSZ4M6

Division: Ascomycota
Subdivision:
Deuteromycota
Clase:Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia:
Trichocomaceae
GéneroAspergillus
EspecieAspergillus
sp.

RSZ3M10

Division: Ascomycota
Subdivision:
Pezizomycotina
Clase:
Soradoriomycetes
Orden:Hypocreales
Familia:Hypocreaceae
Género:Trichoderma
EspecieTrichoderma

sp.

RSZ4M8

Divisién: Ascomycota
Subdivision:
Pezizomycotina
Clase:
Soradoriomycetes
Orden:Hypocreales
Familia:Hypocreaceae
Género:Trichoderma
EspecieTrichoderma

sp.

Trichoder
maYl

Division: Ascomycota
Subdivision:
Pezizomycotina
Clase:
Soradoriomycetes
Orden:Hypocreales
Familia:Hypocreaceae
Género:Trichoderma
EspecieTrichoderma

sp.
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Trichoder Division: Ascomycota
ma J1 \ Subdivision:
Pezizomycotina
_ | Clase:
Soradoriomycetes

Orden:Hypocreales
Familia:Hypocreaceae

Género:Trichoderma
-
Cf — EspecieTrichoderma

_ | sp.

Nota: En la tabla 5 se muestran todos los hongos aisla@bselleno sanitario Pichacay del canton Cuenca y
los dos hongos finales J1y Y1 que son del ceplaria Universidad Politécnica Salesiana,

Fuente: Los autores.

Elaborado por:Los autores.

3.4 Resultados de la biodegradacion

3.4.1 Andlisis FTIR.

3.4.1.1 LDPE previo al tratamiento de desinfeccion quimica.

En el espectro de absorcidn (grafico 1), se diggénggrupos de bandas correspondientes a
movimientos de tension de los enlaces C-H a 2850, tensién C-C a 1500m ™1, flexién
de —CH, en 700cm™?! (Velandia Cabra, 2017) y la formacion de grupos &B¥#00cm ™!

(Amir et al., 2010), caracteristicos del polietdae baja densidad (LDPE).

1471 .60

(Grupos hidroxilos) (Movimiento de 3
04 C-C = flexi6n, enlaces T
03 C-H (Mm-’imiento; de % sashon Wl kbazue) g

(Movimientos de tension, enlaces 3
tension, enlaces carbono-carbono) 3
carbono-hidrogeno)

ettt

Tmlo | 300 2800 2600 2600 | 200 2000 1800 1800 400 120 e B0 600

Grafico 1:Espectro de LDPE puro, sin tratamiento de desicifat quimica.

Nota: En la gréfica se puede observar las diferentesdsadd absorcién del espectro IR correspondientes al
polietileno de baja densidad.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

3.4.1.2 LDPE posterior al tratamiento de desinfeccién quintga.
La aparicion de 4 grupos funcionales nuevos (gric en las longitudes de onda: 775.73

cm™1,1082.12cm™1, 1195.46cm ™1, 3469.00cm ™1, que corresponden a la region de la huella



43

digital, demostraron que el tratamiento quimicdiaieza, influyd significativamente en la

degradacion de polietileno, lo que es respaldad¢Gamine et al., 2002), (Uribe et al., 2010).

1471 54
~ 14624
#5453
T2

Grafico 2: Espectro de LDPE con tratamiento quimico de desiifn.

Nota: En la gréfica se puede observar las diferentesdsadd absorcion del espectro IR correspondientes al
polietileno de baja densidad con tratamiento quirdie desinfeccion y la aparicion de nuevos gruppsibnales
sefialados en color verde.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

3.4.1.3 Comparacion de los espectros de LDPE antes y despugel tratamiento
guimico de desinfeccion.

La comparacion de los dos espectros, no evideraidbims notables de la muestra de
polietileno con tratamiento desinfeccion quimicavm, en comparacion con el espectro
caracteristico del polietileno de baja densidadfigp 3), a excepcion de la aparicion de los

nuevos grupos funcionales anteriormente mencionados

Tabla 6: Comparacion de LDPE antes y después del tratamigafmico de desinfeccion.

LDPE SIN TRATAMIENTO LDPE CON TRATAMIENTO
Pico (cm™1) Absorbancia Pico (cm™1) Absorbancia
719.03 0.20 719.01 0.18
729.41 0.13 729.40 0.11
- - 775.73 0.03
855.28 0.03 854.53 0.03
- - 1082.12 0.03
- - 1195.46 0.03
1377.57 0.05 1377.61 0.05
1462.48 0.19 1462.43 0.17
1471.60 0.15 1471.54 0.14
1589.43 0.03 1598.28 0.03
2847.06 0.52 2847.53 0.40
2914.40 0.57 2915.33 0.46
3415.85 0.03 - -
- - 3469.00 0.02

Nota: En la tabla se puede apreciar la reduccion de sarbbncia en los picos de LDPE con
tratamiento respecto del LDPE sin tratamiento,septoos corresponden a las longitudes de onda
en (cm™!) de 719.0, 729.40, 1462.43, 1471.54, 2847.53 y 2315nientras que para los picos
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ubicados entre 855.28 y 854.53 la absorbancia sgiena en 0.03, y para 1377.57 y 1377.61 la
absorbancia se mantiene en 0,05.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores

ve | LDPE-TRATAMIENTO
LDPE

2800 2600 240 00 2000 1800 160 1400 1200 1000 800 )

Gréfico 3: Comparacion de los espectros IR de LDPE antesguds del tratamiento quimico de desinfeccion.
Nota: Al comparar los dos espectros, no se observanammtiables en la composicion del LDPE, lo que esinauque el
tratamiento quimico de desinfeccién es quimican@te con respecto al polietieno de baja deshsiddratamiento, por ende, los
indicadores de formacién de nuevos picos quedeneian en las muestras experimentales postesaresponden Unicamente a la
actividad bioldgica de los microorganismos aisladce relleno sanitario de Pichacay.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.
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3.4.2 Analisis de espectros de las muestras de LDPE dedetlas con hongos
filamentosos.

La biodegradacion se comprobé por los cambios rtwimos observados en los espectros
FTIR que brindaron mejor apoyo a los resultados,la@paricion de nuevos picos junto con
la reduccién de los picos antiguos y la disminu@éhpico intensidadgShabbir et al., 2020).

3.4.2.1  Andlisis del espectro IR de la cepa RSZ1M13-usarium sp.

Tabla 7: Comparacion de LDPE con tratamiento y la cepa R&EFZ3- Fusarium sp.

LDPE con tratamiento RSZ1M13+Fusarium sp.
Pico (em™1) Absorbancia  Pico(em™!)  Absorbancia
719.01 0.18 719.02 0.17
729.40 0.11 729.46 0.12
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 -

- - 1123.42 0.03
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1195.46 0.03 - -

- - 1305.33 0.03
1377.61 0.05 1377.51 0.05
1462.43 0.17 1462.38 0.16
1471.54 0.14 1471.53 0.13

- - 1591.26 0.04
1598.28 0.03 - -

- - 1741.14 0.03
2847.53 0.40 2847.68 0.36
2915.33 0.46 2915.69 041

- - 3413.79 0.05
3469.00 0.02 - -

Nota: En la tabla se puede apreciar que existe la desapade los picos de las longitudes
de onda encm™!) de: 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46, 1598.28 6930, lo que
corrobora la degradacion de la muestra de poliaili@icial, después de su incubacion
con el aislado fangico. Por otro lado, los picos &877.61 a 1377.51 mantienen su
absorbancia en 0.05.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (grafico 4), sefialé la formacién devesegrupos funcionales en las longitudes
de onda: 1123.42m~1, 1305.3m™?, 1591.26cm™1, 1741.14cm™1 y 3413.7%m™1; unido
a los aumentos en los espectros de absorbancifisntanon la degradacion de 5,94% en

pérdida de peso por RSZ1MIRBdsarium sp.

Gréfico 4: Espectro IR de la cepa RSZ1M13- Fusarium sp.

Nota: En el espectro IR la cepa RSZ1MEGBsarium spse puede observar la aparicion de 5 grupos fatesonuevos
sefialados en color verde, mientras que se evidenaizmento en la absorbancia en uno de los gistentes sefialados en color
azul.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

3.4.2.2  Andlisis del espectro IR de la cepa RSZ4M6Aspergillus sp.

Tabla 8: Comparacion de LDPE con tratamiento y la cepa RB#Z4Aspergillus sp.

LDPE con tratamiento RSZAMG6-Aspergillus sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(cm™!)  Absorbancia
719.01 0.18 719.01 0.17

729.40 0.11 729.38 0.12




775.73 0.03 - -
854.53 0.03 854.91 0.03
1082.12 0.03 - -

- - 1166.83 0.03
1195.46 0.03 - -

- - 1304.25 0.03
1377.61 0.05 1377.56 0.05
1462.43 0.17 1462.49 0.16
1471.54 0.14 1471.45 0.13

- - 1590.73 0.04
1598.28 0.03 - -

- - 1711.47 0.03

- - 1744.44 0.04
2847.53 0.40 2847.52 0.39
2915.33 0.46 2915.23 0.44

- - 3408.44 0.04
3469.00 0.02 - -

Nota: Se puede observar que existe la desaparicionsdeidos de las longitudes de onda
en(cm™1) de: 775.73, 1082.12, 1195.46 1598.28 y 3469d0que evidencia la degradacion
de la muestra de polietileno inicial, después diecubacién con el aislado fungico. Por otra
parte, los picos en 854.53 a 854.91y 1377. 6I74.58 mantienen su absorbancia constante
a 0.03 y 0.05 respectivamente.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (grafico 5), indicé la formacion de vagegrupos funcionales en las longitudes
de onda: 1166.83m™1, 1304.25cm™1, 1590.73cm™1, 1711.47cm™Y, 1744.44cm™ 1,
3408.44cm™1; incorporado a los aumentos en los espectros s@rl@mncia confirmaron la

degradacion de 5,16% en pérdida de peso por RSZAbfrgillus sp.

— L 1 744 14

...................................................................

Gréfico 5 Espectro IR de la cepa RSZ4M6- Aspergillus sp.
Nota: En el espectro IR la ceRSZ4M6- Aspergillus spse puede observar la aparicion de 6 grupos falesonuevos
sefilalados en color verde, mientras que se evidenaiamento en la absorbancia en uno de los gistEtes sefialados en color

azul.
Fuente: Los autores.
Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.3 Analisis del espectro IR de la cepa J1- Trichoders@

Tabla 9: Comparacion de LDPE con tratamiento y la cepaTrlehoderma sp.

LDPE con tratamiento J1- Trichoderma sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(em™!)  Absorbancia
719.01 0.18 718.97 0.20
729.40 0.11 729.34 0.13
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 - -

- - 1122.32 0.05
1195.46 0.03 - -
1377.61 0.05 1377.60 0.06
1462.43 0.17 1462.49 0.18
1471.54 0.14 1471.38 0.16
1598.28 0.03 1589.42 0.05

- - 1711.33 0.05

- - 1742.98 0.05
2847.53 0.40 2847.02 0.45
2915.33 0.46 2914.44 0.49

- - 3399.64 0.05
3469.00 0.02 - -

Nota: En la tabla se puede observar, que existe la des&pade los picos de las
longitudes de onda efrm™!) de: 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46 y 3469.00gue
confirma la degradacion de la muestra de poligilercial, después de su incubacion con el
aislado fangico.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (grafico 6), sefald la formacion devosegrupos funcionales en las longitudes
de onda: 1122.32m™1,1711.33¢cm™1,1742.98cm™1 y 3399.64cm™1; asociado a los
aumentos en los espectros de absorbancia, confinneadegradacion de 4,98% en pérdida de

peso por J1Trichoderma sp.

Gréfico 6: Espectro IR de la cepa J1- Trichoderma sp.

Nota: En el espectro IR la cepa Jlrichoderma spse puede observar la aparicion de 4 grupos fafesamievos sefialados en
color verde, mientras que se evidencia un aumeid@bsorbancia en 9 de los picos existenteadedian color azul.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.4  Andlisis del espectro IR de la cepa RSZ3M1Urichoderma sp.

Tabla 10: Comparacion de LDPE con tratamiento y la cepa RBHB Trichoderma sp.

LDPE con tratamiento RSZ3M10-Aspergillus sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(ecm™')  Absorbancia
719.01 0.18 719.06 0.20
729.40 0.11 729.40 0.14
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 - -

- - 1167.21 0.05
1195.46 0.03 - -
1377.61 0.05 1377.58 0.07
1462.43 0.17 1462.64 0.19
1471.54 0.14 1471.44 0.16

- - 1588.42 0.05
1598.28 0.03 - -

- - 1711.47 0.05

- - 1742.58 0.05
2847.53 0.40 2847.38 0.45
2915.33 0.46 2914.98 0.51

- - 3436.32 0.05
3469.00 0.02 - -

Nota: En la tabla se puede distinguir, que existe lapseion de los picos de las longitudes
de onda erfcm™1) de: 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46, 1598.286930 lo que ratifica, la
degradacion de la muestra de polietileno iniciegpiés de su incubacion con el aislado fangico.
Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (grafico 7), indico la formacion unide nuevos grupos funcionales en las
longitudes de onda: 1167.2#n1, 1588.42cm™1, 1711.47cm™1, 1742.58m™1, y 3436.32
cm™1; coligado a los aumentos en los espectros deladoscin, confirmaron la degradacion de

2,69% en pérdida de peso por RSZ3MIfichoderma sp.

Graéfico 7: Espectro IR de la cepa RSZ3M10-Trichoderma sp.

Nota: En el espectro IR la cepa RSZ3MTIfiehoderma spse puede observar la aparicion de 5 grupos fulesamaevos
sefialados en color verde, mientras que se evideraianento en la absorbancia en 7 de los pistaress sefialados en color azul.
Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.



3.4.2.5 Anadlisis del espectro IR de la cepa RSZ2MBAucor sp.

Tabla 11:Comparaciéon de LDPE con tratamiento y la cepa REZRIucor sp.

LDPE con tratamiento RSZ2M5-Mucor sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(em™!)  Absorbancia
719.01 0.18 719.04 0.17
729.40 0.11 729.42 0.11
775.73 0.03 775.98 0.02
854.53 0.03 854.38 0.03
1082.12 0.03 1082.23 0.02

- - 1125.97 0.02
1195.46 0.03 - -

- - 1212.70 0.02
1377.61 0.05 1377.68 0.04
1462.43 0.17 1462.47 0.17
1471.54 0.14 1471.54 0.14

- - 1593.50 0.03
1598.28 0.03 - -
2847.53 0.40 2847.20 0.44
2915.33 0.46 2914.66 0.50

- - 3400.92 0.02
3469.00 0.02 - -

Nota: Se puede observar en la tabla que existe la desépaide los picos de las

longitudes de onda ellcm™!) de: 1195.46, 1598.28 y 3469.00 lo que confirma la
degradacion de la muestra de polietileno iniciaspliés de su incubacion con el aislado
fungico. Por otra parte, los picos en: 729.40 a423854.53 a 854.38, 1462.43 a 1462.47 y

1471.54 a 1471.54, mantienen su absorbancia caes&@n0.11, 0.03, 0.17 y 0.14

respectivamente.

Fuente: Los autores.
Elaborado por: Los autores.
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El espectro (grafico 8), sefiald la formacion devosegrupos funcionales en las longitudes

de onda: 1125.9¢m™1, 1212.70cm™1, 1593.50cm™ty 3400.92cm™1; vinculado a los

aumentos en los espectros de absorbancia, confinnedegradacion de 2,41% en pérdida de

peso por RSZ2M5Mucor sp.
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Gréfico 8 Espectro IR de la cepa RSZ2M5-Mucor sp.

Nota: En el espectro IR la cepa RSZ2Nicor sp.se puede observar la aparicion de 4 grupos fafesamievos sefialados en
color verde, mientras que se evidencia un aumeid@bsorbancia en dos de los picos existentdadasien color azul.

Fuente: Los autores.
Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.6  Andlisis del espectro IR de la cepa YIFrichoderma sp.

Tabla 12: Comparaciéon de LDPE con tratamiento y la cepa Yithbderma sp.

LDPE con tratamiento Y1-Trichoderma sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(em~1)  Absorbancia
719.01 0.18 719.10 0.17
729.40 0.11 729.43 0.12
775.73 0.03 775.79 0.04
854.53 0.03 854.15 0.04
- - 905.68 0.03
1082.12 0.03 1082.10 0.04
1195.46 0.03 1195.25 0.04
- - 1212.30 0.04
1377.61 0.05 1377.67 0.05
1462.43 0.17 1462.52 0.16
1471.54 0.14 1471.47 0.13
1598.28 0.03 1596.86 0.04
- - 1744.55 0.04
2847.53 0.40 2847.67 0.37
2915.33 0.46 2915.45 0.42
- - 3421.18 0.04
3469.00 0.02 - -

Nota: Se puede observar en la tabla que existe la desipade los picos de las longitudes
de onda eifcm™1) de 3469.00; mientras que los picos en: 1377.6372.67 mantienen su
absorbancia constante a 0.05.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (gréafico 9), revelo la formacién devasegrupos funcionales en las longitudes
de onda: 905.68m™1, 1212.30cm™1, 1744.55cm™! y 3421.18cm™1; emparentado a los
aumentos en los espectros de absorbancia, confinnteadegradacion de 1,51% en pérdida de

peso por Y1Trichoderma sp.
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Grafico 9 Espectro IR de la cepa Y1-Trichoderma sp.

Nota: En el espectro IR la cepa Yrichoderma spse puede observar la aparicion de 4 grupos fulesomzevos sefialados
en color verde, mientras que se evidencia un aoieeld absorbancia en 6 de los picos existefi@adas en color azul.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.7 Andlisis del espectro IR de la cepa RSZ4MBusarium sp.

Tabla 13:Comparacion de LDPE con tratamiento y la cepa RBZFusarium sp.

LDPE con tratamiento RSZ4AM3+usarium sp.
Pico (em™) Absorbancia  Pico(em™!)  Absorbancia
719.01 0.18 718.99 0.20
729.40 0.11 729.34 0.14
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 - -

- - 1167.01 0.05
1195.46 0.03 - -
1377.61 0.05 1377.56 0.06
1462.43 0.17 1462.51 0.18
1471.54 0.14 1471.41 0.16
1598.28 0.03 - -

- - 1632.97 0.05

- - 1740.38 0.05
2847.53 0.40 2847.01 0.43
2915.33 0.46 2914.47 0.47

- - 3403.87 0.05
3469.00 0.02 - -

Nota: En la tabla se puede confirmar, la desapariciélosg@icos de las longitudes de onda
en (cm™1) en: 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46, 1598.28 §930, que corrobora la
degradacion de la muestra de polietileno iniciegpdiés de su incubacién con el aislado flungico.
Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (gréafico 10), indico la formacion dewvas grupos funcionales en las longitudes
de onda: 1167.0rm™1, 1632.97cm™1, 1740.38cm™1y 3403.87cm™1; asociado a los
aumentos en la absorbancia de los espectros, manéin la degradacion de 0,74% por

RSZ4AM3+Fusarium sp.

Grafico 10 Espectro IR de la cepa RSZ4M3-Fusarium sp.

Nota: Enel espectro IR la cepa RSZ4M8sarium spse puede observar la aparicion de 4 grupos fatesonuevos sefialados
en color verde, mientras que se evidencia un aoieeld absorbancia en 7 de los picos existefi@adas en color azul.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.8 Anadlisis del espectro IR de la cepa RSZ4M8richoderma sp.

Tabla 14:Comparaciéon de LDPE con tratamiento y la cepa RZZ4richoderma sp.

LDPE con tratamiento RSZA4AM8-Trichoderma sp.
Pico (em™) Absorbancia Pico (cm™1) Absorbancia
719.01 0.18 719.01 0.19
729.40 0.11 729.45 0.12
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 - -
1195.46 0.03 - -
1377.61 0.05 1377.61 0.05
1462.43 0.17 1462.44 0.18
1471.54 0.14 1471.60 0.15
1598.28 0.03 1600.91 0.03
2847.53 0.40 2847.23 0.47
2915.33 0.46 2914.73 0.53
- - 3417.15 0.03
3469.00 0.02 - -

Nota: En la tabla se puede observar, que existe la desam de los picos de las longitudes de
onda en(cm™!) de: 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46 y 3469.00pdéétileno inicial, lo que
corrobora la degradacién de la muestra de polnetileicial, después de su incubacion con el aislado
fingico.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (grafico 11), ilustrd la formacion aenuevo grupo funcional en la longitud de
onda correspondiente a 3419¢0~ . De igual importancia, los aumentos en los especie

absorbancia confirmaron la degradacion de 0,40% depa fungica RSZ4M8&richoderma

sp.
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Gréfico 11 Espectro IR de la cepa RSZ4M8-Trichoderma sp.

Nota: Enelespectro IR la cepa RSZ4M&ehoderma spse puede observar la aparicion de un grupo fuhoisea sefialado
en color verde, mientras que se evidencia un aoieefz absorbancia en 6 de los picos existefitdadas en color azul.

Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.
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3.4.2.9 Andlisis del espectro IR de la cepa RSZ4MAspergillus sp.

Tabla 15:Comparaciéon de LDPE con tratamiento y la cepa REZAspergillus sp.

LDPE con tratamiento RSZAMT7-Aspergillus sp.
Pico (cm™) Absorbancia  Pico(em™!)  Absorbancia
719.01 0.18 718.97 0.18
729.40 0.11 729.43 0.12
775.73 0.03 - -
854.53 0.03 - -
1082.12 0.03 - -
1195.46 0.03 - -
1377.61 0.05 1377.58 0.05
1462.43 0.17 1462.45 0.17
1471.54 0.14 1471.58 0.15
1598.28 0.03 1598.12 0.03
- - 1745.67 0.03
2847.53 0.40 2847.08 0.47
2915.33 0.46 2914.56 0.51
- - 3419.10 0.03
3469.00 0.02 - -

Nota: Se puede observar en la tabla, existe la desa@aritg los picos de las longitudes de
onda en(cm™') en 775.73, 854.53, 1082.12, 1195.46 y 3469.00uUe cpincide con la
degradacion de la muestra de polietileno iniciegpiés de su incubacion con el aislado fangico.
De la misma forma, los picos en 719.01 a 718.97,7/81 a 1377.58, 1462.43 a 1462.45,
1598.28 a 1598.12 mantienen su absorbancia en@(8,0.17 y 0.03 respectivamente.
Fuente: Los autores.

Elaborado por: Los autores.

El espectro (gréafico 12), sefialo la formacion devas grupos funcionales en las longitudes
de onda: 1745.6m~1y 3417.15cm™1, que demostraron cambios en la estructura de LDPE.
Igualmente, los aumentos de las absorbancias owrfan la degradacion de 0,37% en pérdida

de peso del polietileno seco de RSZ4REpergillus sp.

Gréfico 12 Espectro IR de la cepa RSZ4M&pergillus sp.

Nota: En el espectro IR la cepa RSZ4M7-Aspergillus spsede observar la aparicion de 2 grupos funasnal
nuevos sefialados en color verde, mientras queidengia un aumento en la absorbancia en 4 de tws pi
existentes sefalados en color azul.

Fuente: Los autores.
Elaborado por: Los autores.
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3.4.3 Andlisis estadistico.

En relacidon con el porcentaje de biodegraged@polietileno de baja densidad (LDPE), el
valor promedio fue de,688 % conseguido a 26 °C de incubacién en 90ddiaatamientagon un
valor minimo y maximo de biodegradacion de 0,36830y % respectivamente, estos analisis

evidencian el posible ataque microbiano sobre ¢asp de polietileno utilizadas (tabla 16).

Tabla 16: Estadistica descriptiva.

Error

Variable Media estandar DesylaC|on Minimo Mediana Maximo
de la Estandar
media

Pesos iniciales
(gramos)
Pesos con
biomasa
acumulada
(gramos)
Peso limpio

con 0,9867 0,00586 0,01758 0,9533 0,9915 1,0113
biodegradacién

Porcentaje de
biodegradacion (2,688 0,725 2,175 2,409
(%)

Nota: En la tabla se ha desarrollado un estadisticorigéso donde se resalta la diferencia en el
valor medio del porcentaje de biodegradacion ywhieres minimos y maximos, estos valores nos
hacen presumir que existe una reduccion del petaserlas por la accién biodegradadora de las
cepas utilizadas.
Elaborado por: Los autores.

1,0141 0,0035 0,0105 1,001 1,0135 1,0296

1,0513 0,028 0,084 0,9657 1,0231 1,247

Tabla 17: Hongos que mejor biodegradan polietileno de bajsidad LDPE.

Cadigo de Pesos Pesos con Diferencia % Peso con Porcentaje de
hongo iniciales  biomasa Acumulado biodegradacién biodegradacién
acumulada (%)

Y1 1,0067 0,9938 -0,0129 -1,28 0,9915 @51
Trichoderma

sp.

J1 1,0296 1,0885 0,0589 5,72 0,9783 @98
Trichoderma

sp.

RSZz4M7 1,0041 1,0088 0,0047 0,47 1,0004 0,37
Aspergillus

sp.

RSZ4M6  1,0244 1,2470 0,2226 21,73 0,9715 516
Aspergillus

sp.
RSZ3M10 1,0240 1,0231 -0,0009 -0,09 0,9965 @9
Trichoderma

sp.
RSZ1M13 1,0135 0,9657 -0,0478 -4,72 0,9533 5,94
Fusarium

sp.
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RSZ2M5 1,0047 1,0926 0,0879 8,75 0,9805 241
Mucor sp.
RSz4M3 1,0188 1,0232 0,0044 0,43 1,0113 0,74
Fusarium
sp.
RSz4M8 1,0010 1,0186 0,0176 1,76 0,9970 0,40
Trichoderma
sp.
Nota: En la tabla se han elegido y resaltado las cepasugos que en el tratamiento representan pojesnta
mayores y positivos de biodegradacion.
Elaborado por: Los autores.

Con los resultados del grupo de datos de la tabkeXealiz6 una prueba t-Student pareada
entre los pesos iniciales y los pesos con biodegrad con el fin de determinar si existe una
diferencia significativa en sus medias, utilizaetlsoftware Minitab se obtuvo lo siguiente:

Estimacion de la diferencia pareada

Tabla 18: Estimacion de la diferencia pareada.

Media | Desv.Est.| Error estandar de IC de 95% para
la media la diferencia_j
0,02739] 0,02225 0,00742 (0,01028, 0,04449)

Nota: diferencia_p: media de (Pesos iniciales — Pesd dion biodegradacion).
Elaborado por: Los autores.

Prueba:

Tabla 19: Prueba t-Student Pareada.

Hipotesis nula Hi: diferenciap =0

Hipotesis alterna H: diferenciap # 0
Valor t Valor p
3,69 (0,008

Nota: El valor 0,006 representa un valor menor al irgkrvde
confianza de p= 0,05 por lo que inferimos que digrah tratamiento
existe una pérdida de biomasa, producida por l@@gnicrobiana en
las perlas de LDPE utilizadas.

Elaborado por: Los autores.

Al ser el valomp de nuestra prueba menor al intervalo de confipr@z205 elegido se rechaza
la hipotesis nula, con lo que se acepta que laatitga entre las medias de los pesos iniciales
y pesos con biodegradacion es positiva. Con ellodsdujo que el tratamiento de
biodegradacion de polietileno utilizando microorigaros (hongos) redujeron
significativamente el peso en las perlas de ptdmi en lapsos de tiempo prolongados, en
nuestro caso la prueba de significancia se lazd@alon los resultados a los 90 dias de

tratamiento.
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3.44 Cuantificacién de la biomasa de las cepas sobreldDPE.

En el grafico 13 y la tabla (20, 21 y 22), se muedservar que todos los hongos tienen un
crecimiento positivo sobre la perla de polietiles® puede identificar que desde el primer mes
Mucor sptiene un aumento considerable de 1,0229 a 1,2628as que representa el 23,40%
de aumento en biomasa, en el segundo y tercerlmpescentaje se reduce a 20,06% y 8,75%
respectivamente, la cepa RSZ4M6pergillus sppresenta un aumento de 1,0244 a 1,247

gramos, este valor representa el 21,73% de aureartiiomasa en los 90 dias de tratamiento.

Tabla 20: Resultados del primer mes de tratamiento.
Pesos con Diferencia entre

Pesos iniciales Peso limpio con

Cddigo de la cepa (gramos) biomasa pesos |_n|C|aIes y %Acumulado biodegradacion % Biodegradacion
(gramos) con biomasa
RSZ4M5-Aspergillus sp 1,0263 1,0264 1,00E-04 0,01 1,0262 0,01
RSZ1M14-Fusarium sp 1,0037 1,0302 0,0265 2,64 1,0038 -0,01
RSZ3M3-Penicillium sp 1,0038 1,0050 0,0012 0,12 1,0037 0,01
RSZ3M10-Trichoderma sp 1,0177 1,0331 0,0154 151 1,0176 0,01
RSZ2M1-Fusarium sp 1,0034 1,0091 0,0057 0,57 1,0037 -0,03
RSZ1M13-Fusarium sp 1,0079 1,0442 0,0363 3,60 1,0071 0,08
Y1-Trichoderma sp 1,0124 1,0201 0,0077 0,76 1,0023 1,00
RSZ4M7-Aspergillus sp 1,0119 1,0142 0,0023 0,23 1,0113 0,06
J1-Trichoderma sp 1,0127 1,0641 0,0514 5,08 1,0127 0,00
RSZ1M3-Penicillium sp 1,0011 1,0136 0,0125 1,25 1,0002 0,09
RSZ2M5-Mucor sp 1,0229 1,2623 0,2394 1,0229 0,00
RSZ4M8-Trichoderma sp 1,0217 1,0336 0,0119 1,16 1,0215 0,02
RSZ4M3-Fusarium sp 1,0247 1,0663 0,0416 4,06 1,0243 0,04
RSZ3M15-Penicillium sp 1,0249 1,0329 0,0080 0,78 1,0255 -0,06
RSZ4M6-Aspergillus sp 1,0261 1,0647 0,0386 3,76 1,0260 0,01

Nota: Se muestran los resultados obtenidos en el primesrde tratamiento con cada una de las cepaspas ce
aisladas del relleno sanitario de Pichacay y 2ejgario de la Universidad Politécnica Salesiddal{richoderma
sp y J1-Trichoderma $p

Elaborado por: Los autores.

Tabla 21: Resultados segundo mes de tratamiento.
Pesos con Diferencia entre
biomasa pesos inicialesy %Acumulado

Pesos iniciales Peso limpio con

Cadigo de la cepa % Biodegradacion

(gramos) (gramos) con biomasa biodegradacién

RSZ4M5-Aspergillus sp 1,0054 1,0058 0,0004 0,04 1,0056 -0,02
RSZ1M14-Fusarium sp 1,0191 1,0453 0,0262 2,57 1,0192 -0,01
RSZ3M3-Penicillium sp 1,0134 1,0182 0,0048 0,47 1,0134 0,00
RSZ3M10-Trichoderma sp 1,0293 1,0319 0,0026 0,25 1,0039 2,47
RSZ2M1-Fusarium sp 1,0122 1,0185 0,0063 0,62 1,0123 -0,01
RSZ1M13-Fusarium sp 1,0235 1,0289 0,0054 0,53 1,0230 0,05
Y1-Trichoderma sp 1,0221 1,0120 -0,0101 -0,99 1,0073 1,45
RSZ4M7-Aspergillus sp 1,0257 1,0309 0,0052 0,51 1,0224 0,32
J1-Trichoderma sp 1,0051 1,0745 0,0694 6,90 1,0047 0,04
RSZ1M3-Penicillium sp 1,0143 1,0200 0,0057 0,56 1,0144 -0,01
RSZ2M5-Mucor sp 1,0174 1,2215 0,2041 20,06 1,0171 0,03
RSZ4M8-Trichoderma sp 1,0218 1,0178 -0,0040 -0,39 1,0178 0,39

RSZ4M3-Fusarium sp 1,0067 1,0149 0,0082 0,81 1,0061 0,06
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RSZ3M15-Penicillium sp 1,0227 1,0617 0,0390 3,81 1,0229 -0,02

RSZ4M6-Aspergillus sp 1,0121 1,0498 0,0377 3,72 0,9866 Q 9
Nota: Se muestran los resultados del segundo mes, dmedpa que biodegradd mayor porcentaje es de2,52
paraRSZ4M6-Aspergillus sp
Elaborado por: Los autores.

Tabla 22: Resultados tercer mes de tratamiento.

L Pesos con Diferencia entre —_—
Pesos iniciales L o Peso limpio con
biomasa pesos inicialesy %Acumulado

Cadigo de la cepa % Biodegradacion

(gramos) (gramos) con biomasa biodegradacién

RSZ4M5-Aspergillus sp 1,0209 1,0219 0,0010 0,10 1,0213 -0,04
RSZ1M14-Fusarium sp 1,0055 1,0529 0,0474 4,71 1,0060 -0,05
RSZ3M3-Penicillium sp 1,0106 1,0143 0,0037 0,37 1,0101 0,05
RSZ3M10-Trichodermasp  1,0240 1,0231 -0,0009 -0,09 0,9965 2,69
RSZ2M1-Fusarium sp 1,0097 1,0293 0,0196 1,94 1,0077 0,20
RSZ1M13-Fusarium sp 1,0135 0,9657 -0,0478 4,72 0,9533 C 5
Y1-Trichoderma sp 1,0067 0,9938 -0,0129 -1,28 0,9915 1,51
RSZ4M7-Aspergillus sp 1,0041 1,0088 0,0047 0,47 1,0004 0,37
J1-Trichoderma sp 1,0296 1,0885 0,0589 5,72 0,9783 ( @
RSZ1M3-Penicillium sp 1,0003 1,0116 0,0113 1,13 1,0009 -0,06
RSZ2M5-Mucor sp 1,0047 1,0926 0,0879 8,75 0,9805 C 2%
RSZ4M8-Trichoderma sp 1,0010 1,0186 0,0176 1,76 0,9970 0,40
RSZ4M3-Fusarium sp 1,0188 1,0232 0,0044 0,43 1,0113 0,74
RSZ3M15-Penicillium sp 1,0188 1,1101 0,0913 8,96 1,0190 -0,02
RSZ4M6-Aspergillus sp 1,0244 1,2470 0,2226 21,73 0,9715 ( 5@

Nota: En el tercer mes los porcentajes mas altos sel¥bparaRSZ1M13-Fusarium sp5,16% pard&kSZ4Mé
Aspergillus spdel grupo de hongos aislados del relleno saniRighacay y 4,98% patH Trichoderma splel
cepario de la Universidad Politécnica Salesiana.

Elaborado por: Los autores.
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Gréfico 13: Peso inicial del polietileno de baja densidad sopeon biomasa desde el primer mes hasta el tercer
mes de tratamiento.
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Nota: los colores rojos, morados y amarillos represertancremento de biomasa sobre la perla de petiet

en cada uno de los mesbgjcor sptiene un aumento considerable en el primer masrgiduye el tiempo que
dura el experimento, mientras qR8Z4M6-Aspergillus spumentasu biomasa en el tercer mes de tratamiento.
Fuente: Los autores.

3.4.5 Analisis y comparacion de las muestras de LDPE rehial (polietileno
biodegradado) después de 3 meses.

En el grafico 14, el color verde representaesio final luego de tres meses de tratamiento,
comparados con los colores azules que represarsaes$os del primer mes y los colores rojos
el segundo mes. Los hongos aislados que preseutgor fmodegradacion en funcion del peso
seco son: RSZ1M21Busarium spreduce el peso de las perlas de 1,0135 a 0,958%gray
RSZ4M6Aspergillus spreduce el peso de las perlas de 1,0244 a 0,97htogrd.a cepa 31
Trichoderma spdel cepario de la Universidad Politécnica Salesraduce el peso de las perlas
de 1,0296 a 0,9783 grames los 90 dias de tratamiento. La cepa RSZRMisor sp,aunque
presenta mayor crecimiento en biomasa sobre atpetio en el primer mes (gréafico 13), al
momento de la limpieza y pesado del LDPE, presantareduccion de 1,0047 a 0,9805
gramos. Adicional, en el grafico 15 se comparanpeto inicial y el peso final con

biodegradacion.
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102 Grifica de biodegradacién de LDPE
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Gréfico 14: Resultados de Biodegradacion al tercer mes dantranto.
Nota: Se representa la reduccién de peso del polietdéencada uno de los meses, de color azul se repaese

primer mes de tratamiento, el color rojo el segumés y el color verde el tercer mes de tratamiento.
Fuente: Los autores
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Gréfico 15: Comparacion del peso inicial del polietileno yeéo final con biodegradacion.

Nota: El color amarillo representa los resultados detete mes de tratamiento, se observa una importante
reduccion en el peso inicial (color azul) de ladgsede polietileno.

Fuente: Los autores.
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3.4.6 Observacion de la biopelicula formada sobre el patileno mediante un
microscopio electronico.

Durante el proceso de tratamiento, las micrograftdasenidas en el microscopio revelaron
la adhesion de las hifas de los hongos a la sgjgede la perla, acumulando biomasa, para dar
paso al crecimiento poblacional utilizando el p@fm como Unica fuente de carbono,
induciendo finalmente cambios en la estructurasppaicial de la perla de polietileno (LDPE),

lo mencionado anteriormente concuerda con lo deggor (Gémez & Oliveros, 2016) (tabla

23).

Tabla 23:Formacion de biopelicula sobre la superficie de peerlas de polietileno.

Imagen de Pelicula formada sobre la
perla

Cadigo y nombre
del hongo

Cadigo y nombre
del hongo

Imagen de Pelicula formada sobre la
perla

RSZ4M5-Apergillus
sp.

RSZ1M14-Fusarium
sp.

RSZ3M3-
Penicillium sp.

RSZ3M10-
Trichoderma sp.

RSZ4M6-Aspergillus|
sp.

RSZ3M15-
Penicillium sp.

RSZ4M3-Fusarium
sp.

RSZ4M8-
Trichoderma sp.




RSZ2M1- Fusarium
sp.

RSZ2M5-Mucor sp.

RSZ1M13-Fusarium
sp.

RSZ1M3-Penicillium
sp.
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Y1-Trichoderma sp. J1-Trichoderma sp.

RSZ4M7-Aspergillus
sp.

Nota: La tabla muestra las micrografias, tomadas aétenes de tratamiento en un microscopio electrénico
marca Micros Austria modelo MCX50 a una resolucléx (aumento de 10 veces). Las micrografias, se
muestran como elipses dada la forma de las pedsacuerdo a lo antes mencionado, se pretendeamost
evidencia de que existe la formacion de una biopklisobre la superficie del polietileno, dondedapas
seleccionan el polimero como fuente de carbon@ g@s procesos celulares.

Elaborado por:;Los autores.

3.4.7 Valoracion de la capacidad biodegradadora de los Imgos filamentosos.

En el tercer mes de tratamiento, los hongos querswjresultados presentaron en funcion del
porcentaje se mencionan a continuacién: RSZtHMasarium sgb,94%, RSZ4MeAspergillus sp
5,16%, RSZ2M3Mucor sp 2,41%, RSAM10-Trichoderma s@,69%,RSZ4M3-Fusarium sp
0,74%, que son hongos aislados del relleno samitkriPichacay del canton Cuenca. Para el
cédigo J1-Trichoderma splel cepario de la Universidad Politécnica Salesiapalogro un
porcentaje de biodegradacion de 4,98%, todos essodtados se alcanzaron, después de 90

dias de tratamiento a 26°C de temperatura (grafi¢y (tabla 24).
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Tabla 24:Resumen de las cepas que presentaron mayores pajesede biodegradacion.
Cadigo de la cepa % de biodegradacion % de biodegradacion % de biodegradacién

del tercer mes

del primer mes

del segundo mes

RSZ1M13-Fusarium 0,08 0,05 5,94
Sp
RSZ4M6-Aspergillus 0,01 2,52 5,16
Sp
J1-Trichoderma sp 0 0,04 4,98
RSZ3M10- 0,01 2,47 2,69
Trichoderma sp
RSZ2M5-Mucor sp 0 0,03 2,41
Y1-Trichoderma sp 1 1,45 1,51
RSZ4M3-Fusarium 0,04 0,06 0,74
Sp
RSZ4M8- 0,02 0,39 0,4
Trichoderma sp
RSz4AM7-Aspergillus 0,06 0,32 0,37

Sp
Nota: La tabla muestra las principales cepas de hongegesentan mayores porcentajes de biodegradacion.
Elaborado por:Los autores.
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Grafico 16: Porcentaje de biodegradacion en los 90 dias deri@nto.

Nota: La grafica representa los hongos que tienen mayweptaje de biodegradacion, el diagrama de bastas
en orden creciente don&SZ1M13-Fusarium sjiene mayor porcentaje de biodegradacion (bareobte azul)
seguidos poRSZ4M6-Aspergillus sfparra de color verdey J1 Trichoderma sybarra de color naranja).
Fuente: Los autores.
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Discusion
Las especies RSZ1IMIRdsarium sp y RSZ4AM3Fusarium sp; degradan
respectivamente 5,94% y 0,74%, estos resultadosnspartantes, cotejados a los
realizados en el mismo periodo de tiempo, perol@mmas de polietileno y cultivos
en medio de sales minerales, donde la biodegratddei@ DPE mediantEusarium sp
solo obtuvo un 0,7% del polietileno inicial (Sownstaal., 2015).
Los resultados obtenidos en el presente estudioandjue, JIFrichodermasp del
cepario de la UPS presenta una degradacion de¥od @8e es semejante al realizado
por la cepa dd@richoderma viridegue se incub6 utilizando medio de sales minerales
y como Unica fuente de carbono particulas de LDREante 45 dias de cultivo,
logrando una degradacién del 5,13% del peso inf®lahir et al., 2018).
La cepa RSzZz4M@spergillus spalcanza a degradar 5,16% del LDPE, el resultado es
comparable con la cepsspergillus nomiugjue degradd 6,63% de polietileno en 45
dias de incubacién en medio mineral y como fueateadbono LDPE en polvo (Munir
et al., 2018).
La especie RSZ2M®ucor sp,presenta biodegradacion del 2,41% en peso seco de
LDPE, un porcentaje menor comparado con la biodegian del 20% presentada por
la cepaMucor sp durante 2 meses (Iparraguirre Quispe & Vivancpdz) 2015).
Las cepas RSZ3M18spergillusspy RSZ4M7-Aspergillus sp;alcanzan porcentajes
de degradacion de 2,69% y 0,37%, estos resultamosi@ables, en comparacion al
estudio realizado en los rellenos sanitarios cesanla ciudad de Addis Abeba en
Etiopia, donde en 80 dias, las cepas aisla®gsergillus carneus y Aspergillus
ochraceus; presentaron porcentajes de biodegradacion j@3% y 0,11%

respectivamente (Tsegaye, 2016).
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El espectro FTIR, revela la posible formacion dewas grupos funcionales: acidos
carboxilicos, aldehidos, cetonas, aromaticos, aleshésteres y éteres en diferentes
frecuencias e indica la capacidad de degradacitasdmzimas involucradas (Sowmya
et al., 2014) probablemente enzimas de lacasa dganaso, peroxidasa de manganeso
y lignina peroxidasa descritas por (Gomez-Méndet. €2018), (Mukherjee & Kundu,
2014), (Rodrigues da Luz et al., 2013). En consswae el metabolismo microbiano
destruye la estructura original estable e hidrofdbhl polimero al inducir enlaces
inestables o grupos oxidados (Hou et al., 2019).

Los andlisis realizados a las muestras de LDPEI &ir®R demostraron que, las
muestras incubadas con RSZ1VABsarium sp.RSZ4M6Aspergillus sp.RSZ2M5-
Mucorsp.y Y1- Trichoderma sp.guyas absorbancias se redujeron significativamente
son indicativos de la biodegradacion efectuadartisl Tazkiaturrizki, & Rinanti,
2019), lo que demuestra la capacidad de los migamismos de degradar el plastico

LDPE utilizandolo como fuente de carbono (DwicaRmanti, & Fachrul, 2019).



65

Conclusiones
En el presente estudio, se aislaron 13 cepas faAmgaomo microorganismos
potenciales degradadores de polietileno de bajaidkxh (LDPE). El resultado de
biodegradacion se confirmd por la colonizacion faGagn la superficie de perlas de
LDPE y la reduccion en porcentaje de la masa, éomanifiesta la gran posibilidad de
encontrar microorganismos con la capacidad de dagpmlietileno en condicion&s
vitro.
Los resultados utilizando los hongos aisladoselkdno sanitario de Pichacay-Cuenca
durante 90 dias de tratamiento revelaron que RSAIMisarium spy RSZ4M6
Aspergillus spson las cepas mas aptas para degradar polietilertmaja densidad
(LDPE), con un porcentaje de pérdida de peso dey6I16 % en el mismo orddas
cepas RSZ3MI{drichoderma sp,RSZ2M5Mucor sp, RSZ4M3Fusarium sp,
RSZ4AM8Trichoderma sp yRSZ4MT-Aspergillus sp presentan porcentajes de
biodegradaciorde 2,69%, 2,41%, 0,74%, 0,40%0,37 % respectivamente, si bien
estos porcentajes son menores, representan uratindicde que los microorganismos
pueden atacar los polimeros, alterando sus pragésdatransformado su integridad.
Los hongos utilizados del cepario de la UniversiBatitécnica Salesiana presentan
porcentajes de biodegradacion de 4,98% y 1,51 % JjiiTrichoderma spy Y1-
Trichoderma sprespectivameniees evidente que algunas cepas presentan mayor
afinidad a biodegradar polietileno, sin embargo,seodescarta que las otras cepas
aisladas sean eficientes, se deberia someter aiendso de tratamiento, ademas,
analizar otro tipo de medio de cultivo, y sobreotaValuar los parametros fisico
guimicos para su desarrollo.
Mediante un microscopio electronico se demostréotenacion de una biopelicula

formada por hifas que se fijaron a la superficidadperla de polietileno, al momento
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de limpiar dichas muestras, esta biopelicula digg@rel peso inicial de las perlas y en
otras muestras el peso se mantiene. Segun (Gaeretial., 2016) el incremento de
biomasa sobre el polietileno produce una pérdidantgyridad del polimero lo que
conduce a la pérdida de peso, esta afirmacién eodawcon los analisis realizados en
este estudio.

La degradacion del polietileno, se corrobor6 mediaspectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), que se realiz6 pamalizar el interferograma
resultante del LDPE después de 90 dias de incubagiopara confirmar la
biodegradacion en términos de cambios en las éstascdel polimero.

Las comparaciones entre los espectros resultapteandlisis FTIR, evidenciaron la
formacion y desaparicion de grupos funcionalesaciehado al porcentaje de
degradacion de cada aislado fungico. Es decircdgms que mayor porcentaje de
biodegradacion presentan, son las que demuestrgor leamacion y desaparicion de
grupos funcionales, a diferencia de las de menmeptaje, donde los porcentajes de
degradacion se relacionan al aumento y disminusidlas longitudes onda.

La investigacion y comprension del sistema enzitnainvolucrado en el proceso de
biodegradacion de las presentes cepas fungicgmneronaria una idea de su rol en la
biodegradacion de polietileno (PE), y su potenaplicacionin situ Como la
acumulacion de plasticos en el medio ambiente asaomrenaza grave, estas enzimas
facilitarian una solucion para minimizar y reddaipresencia de polimeros en el medio

ambiente.
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Recomendaciones
Para futuros estudios que se basen en este prpgeatecomienda realizar andlisis en
laboratorios certificados de microscopia electréwie barrido (SEM) para observar de
forma mas detallada el deterioro de la superfieigpdlimero en cuestion.
Realizar la identificacion molecular de los hongasados del relleno sanitario y con
mayor capacidad de biodegradacion con la finalidadoroyectar nuevos estudios
basados en la degradacién de polimeros.
Enfocar este proyecto con ensayos a nivel de eidend enzimatica desarrollada por
los hongos y mejorar el proceso de biodegradacion.
Trabajar con temperaturas mas altas que, de acadadeoria, acelerarian los procesos
de crecimiento de los hongos y por tanto el prodesbiodegradacion.
Realizar el proceso de biodegradacion a partirtdes dipos de polimeros como el
poliestireno (PS), polipropileno (PP), politeredtal de etileno (PET) o poliuretano
(PU) con el fin de determinar la posibilidad ddizdar hongos filamentos para procesos
de biodegradacion en otro tipo de polimeros.
Repetir este estudio, con el objetivo de degradaroplasticos en diferentes
ecosistemas como el acuatico.
Realizar ensayos con fundas plasticas utilizadasoempaques primarios y fundas
biodegradables para comparar si los procesos diedriadaciéon son mayores, a
diferencia de utilizar polimero puro.
Establecer convenios entre instituciones publicas pgermitan desarrollar nuevos
proyectos investigativos, basados en los conocimsgnhabilidades adquiridas por los

estudiantes en la carrera.
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Anexos

Anexo 1:Glosario de términos.
Absorbancia: es la medida de la cantidad de luz absorbida meisustancia.
Bifenilos: es un hidrocarburo aroméatico con una formula mnutéecC, , H,,, €s medianamente
toxico.
Compost: Fertilizante compuesto de residuos organicos (ttiplo de desecho organico
biodegradable).
Conidioforo: es una hifa que porta células conididgenas prodaside conidios.
Corrosion: es el deterioro de un material a consecuenciandgague electroquimico por su
entorno.
Dioxina: es un compuesto quimico muy toxico.
Enzima: Proteina soluble producida por las células dergargsmo.
Espora: es una célula vegetal que no necesita ser fecandad
Fialide: es una estructura en forma de botella, ubicadatedmo de un conidiéforo, sobre el
cual se producen esporas.
Furanos: es un compuesto organico heterociclico aromdgauatro miembros con un atomo
de oxigeno.
Hidrocarburo: es un compuesto quimico formado por carbono etéaho.
Hifa: es un filamento que puede ser ramificado o naa@fio microscopico, que reunido con
otros filamentos forma el cuerpo vegetativo dehlesgos, micelio.
Microrganismo: es un organismo que solo puede ser visto bajoicosaopio.
Polarizacion: es la teoria que explica la existencia de con8isbciales como resultado de un
problema central.
Polimerizacion: proceso mediante el cual las moléculas simplesalég o diferentes

reaccionan entre si por adiccion o condensaci@nngen otras moléculas de peso mayor.
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Polimero: es una sustancia quimica que resulta de la potiavédn.

Transmitancia: es la cantidad de energia que atraviesa un ceerpa determinado tiempo.
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Anexo 3:Cepas de hongos cultivadas durante 3 meses.
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Anexo 4:Reactivos utilizados para la limpieza del polietdeantes (Tween 80) y
después (Dodecilsulfato sédico).

Anexo 5:Medios de cultivo para el aislamiento de hongos.
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Anexo 6:Comparacion entre LDPE sin incubacion y LDPE inadb&on la cepa RSZ1M13-
Fusarium sp, después de 3 meses.
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Anexo 8:Extraccion de muestras de LDPE previo al lavado dodecilsulfato sédico.




Anexo 10:Andlisis de muestras de LDPE en el Software OMNIgj#cta.

Anexo 11:Autoclave para desinfeccion de material.
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Anexo 12:Estufa utilizada en el secado de las muestras tetjeno.
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