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Resumen

En el presente trabajo se aislo e identifico hongos con capacidad biodegradadora de
plésticos a base de tereftalato de polietileno del centro de reciclaje Fabricio Valverde
en Puerto Ayora-Galdpagos. La identificacion de los hongos se realizd6 mediante
pruebas microscopicas y macroscopicas. En las pruebas macroscopicas se analizo el
color, textura y crecimiento de la colonia, mientras que en las pruebas microscopicas se
estudio estructuras de los hongos como los conidioforos, hifas, fidlides y conidios por
lo que se pudo identificar hongos del género Penicillum, Fusarium y Aspergillus. Asi
mismo en los ensayos de biodegradacion se evaluaron tres tratamientos con los hongos
aislados, en donde se obtuvo que los hongos tienen la capacidad de disminuir el peso
de la lamina de tereftalato de polietileno (PET) a la que se lo expuso, en el caso de
Penicillum disminuyo el peso del plastico en 0,14%, Fusarium lo disminuyo en un
0,06% y Aspergillus en un 0,34% siendo este ultimo el de mayor efectividad. Asi mismo
estos hongos fueron capaces de cambiar la estructura quimica del tereftalato de
polietileno ya que se encontr6é disminucion de las bandas correspondientes a alcanos y
a grupos ésteres al ser sometidas estas muestras a cuarenta y un dias de biodegradacion.
El cambio estructural quimico se lo midi6 a través de la técnica de espectroscopia

infrarrojos por transformada de Fourier.

Palabras clave: biodegradacion, identificacion, tereftalato de polietileno,

hongos, espectrometria.



Abstract

In the present work, fungi with biodegrading capacity of plastics based on
polyethylene terephthalate were isolated and identified from the Fabricio Valverde
recycling center in Puerto Ayora-Galapagos. The identification of the fungi was carried
out through microscopic and macroscopic tests. In the macroscopic tests, the color,
texture and growth of the colony were analyzed, while in the microscopic tests fungal
structures such as conidiophores, hyphae, phialides and conidia were studied, so it was
possible to identify fungi of the genus Penicillum, Fusarium and Aspergillus. Likewise,
in the biodegradation tests, three treatments with the isolated fungi were evaluated,
where it was obtained that the fungi have the ability to reduce the weight of the
polyethylene terephthalate (PET) sheet to which it was exposed, in the case Penicillum
decreased the weight of the plastic by 0.14%, Fusarium decreased it by 0.06% and
Aspergillus by 0.34%, the latter being the most effective. Likewise, these fungi were
capable of changing the chemical structure of polyethylene terephthalate since a
decrease in the bands corresponding to alkanes and ester groups was found, since some
samples of these samples were at forty-one days of biodegradation. The chemical
structural change was measured using the Fourier transform infrared spectroscopy

technique.

Keywords: biodegradation, identification, polyethylene terephthalate, fungi,

spectrometry.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1  Introduccion.

La contaminacion y los efectos negativos que provocan los plasticos a nivel
mundial en la flora y la fauna han sido demostrados en varios estudios. Los macro y
micro plasticos se han detectado en rios y en todos los mares, en donde al menos 690
especies se han visto afectadas por desechos, de los cuales el 92% pertenece a plésticos.
Al afio los seres humanos producen un aproximado de 1,300 millones de toneladas de
desechos plasticos en todo el mundo (Lopez et al., 2020). En 2019 en Galépagos fueron
recolectadas 22 toneladas de plasticos en las playas de Galapagos durante jornadas de
limpieza (Carrere, 2019). Las consecuencias principales que trae la contaminacion por
parte de los plasticos es la muerte de las especies marinas y terrestres, dado que muchas
veces estos plésticos suelen ser confundidos con comida y en el caso de especies
marinas estas suelen morir por asfixia o quedar atrapados en estos materiales (Schnurr
REJ, 2018). Segun un estudio que se realizd en el afo 2021, se determind que 36
especies endémicas de Galdpagos han sido afectadas de forma negativa por la
contaminacion provocada por estos polimeros plasticos (Carrere, 2021). Por esta razon
existen estudios de como biodegradar materiales organicos e inorganicos utilizando

biotecnologia ambiental.

Los macros y micro plasticos estan asociados a la contaminacion antropogénica
en todo el mundo, en el caso de los plasticos PET al ser usados se desechan y acumulan
en muchas partes terrestres del planeta, incluso tienden a formarse islas artificiales de

estos plasticos en ecosistemas marinos (loakeimidis et al., 2016).
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Existen muchos estudios que describen e investigan los microorganismos de
interés capaces de biodegradar plasticos de toda indole. En 2021 se encontrd que
Trichoderma harzianum tubo la capacidad de biodegradar el plastico en un 40% entre
los 90 a 120 dias, esto se realizo midiendo la diferencia del peso final con el peso inicial
de la muestra. Por otro lado, se puede comparar que los microorganismos
genéticamente modificados tienen un porcentaje de biodegradacion del 90% (Tournier

et al., 2020).

Galapagos es una reserva natural de la humanidad que, al ser un ecosistema
poco explotado con respecto a aislamiento de microorganismos, existe la posibilidad
para desarrollar la bioprospeccion de microorganismos con capacidad de

biodegradacion de plasticos a base de tereftalato de polietileno PET.

1.2 Problema.

La razon principal para realizar este estudio es que los plasticos fabricados con
tereftalato de polietileno (PET) en la Isla Santa Cruz ubicada en el archipiélago de
Galapagos representan una de las principales causas de riesgo para las especies
endémicas y nativas que lo habitan. En la actualidad se conoce que estos plasticos han
afectado a 36 especies de animales que habitan en las Islas Galdpagos. Un claro ejemplo
es el caso de las tortugas que han muerto y en sus autopsias se han encontrado residuos
plasticos en su tracto digestivo (Comercio, 2021). Asi mismo, en Galapagos se lleva un
control estricto con respecto al reciclaje. Sin embargo, segin estudios se ha revelado
que tan solo el 10% de los polimeros a base de tereftalato de polietileno usados para

botellas o envases se recicla y por consiguiente se reutiliza (Papadopoulou, 2019).
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La importancia de este estudio es encontrar soluciones innovadoras que nos
permitan biodegradar estos plasticos de alta resistencia con ayuda de microorganismos.
Para que de esta manera en las Islas Galdpagos se pueda tener un mayor control de estos
plasticos y que no existan repercusiones negativas en la fauna endémica de este

archipiélago.

Es importante aludir que el presente trabajo investigativo tiene como finalidad
dar a conocer nuevas alternativas biotecnologicas que permitan desarrollar nuevas
tecnologias que tengan la capacidad de disminuir la contaminacidon antropogénica de

las islas Galapagos.

1.3 Delimitacion.

Las muestras se recolectaron en el centro de reciclaje Fabricio Valverde situado
en la parte alta de Puerto Ayora en Galapagos el 5 de mayo del 2023. Las coordenadas

del sitio son: -0,797653, -99,20861.

El transporte de las muestras hacia Guayaquil se lo realizo el 6 de mayo del
2023. El trabajo experimental se realizé en la Universidad Politécnica Salesiana sede
Guayaquil en un periodo de tres meses. Sin embargo, la principal limitacion de este

estudio fueron el uso de los laboratorios y falta de personal para las supervisiones.
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Imagen 1.

Vista Satelital del Centro de Reciclaje Fabricio Valverde.

Coordenadas

-0,797653, -99,20861.

Nota. Adaptado de Google Maps, vista satelital en tiempo real.

1.4 Pregunta de investigacion.

(Es posible aislar e identificar hongos con capacidad de realizar cambios
estructurales en plasticos a base de tereftalato de polietileno del centro de reciclaje

Fabricio Valverde ubicado en Puerto Ayora?

1.5 Objetivos.

1.5.1 Objetivo general.

Aislar hongos con potencial biodegradador de plasticos PET del centro de

reciclaje Fabricio Valverde en Puerto Ayora-Galépagos.
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1.5.2 Objetivos especificos.

- Identificar los hongos aislados a través de caracterizacion morfoldgica
macroscopica y microscopica.
- Evaluar el cambio estructural de los plasticos PET a través de la técnica de

FTIR.

1.6 Hipotesis.

Hipotesis: Existe cambio estructural en los plasticos a base de tereftalato de
Polietileno luego de tratarlos con distintos hongos aislados del centro de reciclaje

Fabricio Valverde.
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Capitulo 2
Marco tebrico

2.1 Fundamentacion tedrica.

2.1.1 Contaminacion ambiental.

La contaminacion ambiental, sobre todo la que es producida por los desechos
plasticos se ha convertido en uno de los mayores desafios ecoldgicos en la actualidad.
El incremento en la fabricacion de plasticos de un solo uso esta superando la capacidad
global para gestionarlos de manera efectiva. Por lo que la produccion de polimeros

desechables abruma la capacidad del mundo para lidiar con ellos (Parker, 2019).

La produccion masiva del plastico comenzo en el siglo XX, entre el afio 1950 y
ha experimentado un crecimiento exponencial. El término "plastico" también se emplea
para describir un conjunto de materiales artificiales o fibras sintéticas derivadas del gas
o petrdleo. Los objetos plésticos de un solo uso representan una fuente significativa de
desechos marinos; elementos como bolsas, botellas y pajitas conllevan un riesgo fisico

para la vida marina (Schlossberg, 2017).

El consejo de gobierno de régimen especial de Galapagos anuncio la resolucion:
Nro Resolucion 05-CGREG-2015, la cual que restringe el uso y compra de plasticos de
un solo uso como; sorbetes, recipientes, botellas fabricadas con tereftalato de
polietileno, envases no retornables y fundas tipo camisa ya que estos repercuten
negativamente en las especies endémicas y nativas del archipié¢lago dado que muchas
veces estos polimeros provocan la muerte de las especies, alterando asi el ecosistema

marino y terrestre (Lasso, 2018).
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2.1.2 Tereftalato de polietileno.

El tereftalato de polietileno es un plastico que esta sintetizado a partir del acido
tereftalico y del etilenglicol. Es un material altamente resistente a compuestos quimicos,
ademas de que es uno de los plasticos mas usados a nivel global para la fabricacion de

botellas, fibras para textiles y una gran variedad de empaques (Sagong, 2020).

El tereftalato de polietileno es un poliéster termoplastico. Ademas, los plasticos
PET son uno de los més utilizados a nivel industrial debido a su durabilidad y su bajo
peso, 2 millones de toneladas de botellas y jarras son las que se consumen al afio a nivel
mundial (Eberl, 2009). Sin embargo, una de sus principales desventajas es que las

botellas de PET tienden a degradarse dentro de 500 afos (Jaramillo, 2014).
Figura 1.

Sintesis del tereftalato de polietileno a través de la policondensacion del acido tereftalico

HO, 0 -
+
o; C OH o
0\ /0
\C©—CLO—CH2—CH2—O + (2n-1)H,0

n

y etilenglicol.
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2.1.3 Biodegradacion.

La biodegradacion es un proceso en donde varias sustancias tienden a perder sus
propiedades originales debido a la descomposicion o conversion de sus moléculas en
otros compuestos secundarios. Es un proceso natural en el cual un material cambia a
través de factores externos, como lo es la accion bioldgica y factores ambientales en
tiempos determinados dependiendo de la complejidad del material. Es importante
mencionar que existen dos clasificaciones de biodegradacion; anaerobia y aerobia
(Avante, 2021).

La biodegradacion de plasticos se basa en la despolimerizacién de la cadena
principal en cadenas mas cortas. Muchos factores pueden influir en este proceso, como
por ejemplo la hidrofobicidad, cristalinidad, elasticidad, temperatura de fusion y sobre
todo la estructura quimica (Zara, 2022).

En la actualidad diversos investigadores estan centrando su atencion en los
hongos filamentosos como objeto de estudio, con el propdsito de encontrar soluciones
alternativas para abordar la contaminacién medioambiental. En este &mbito tenemos
varias ventajas que estos proveen como lo es con su crecimiento tipico apical de las
hifas, lo cual les permite extender sus redes miceliales en diferentes tipos de materiales
(Asemoloye et al., 2020). Asi mismo al tener este crecimiento caracteristico de las hifas
por los materiales poliméricos estas ayudan a penetrar las secreciones propias de las
enzimas producidas por los hongos que van a tener la capacidad de reducir estos
compuestos quimicos. Entre las enzimas mas caracteristicas tenemos a las lipasas,
carboxilésterasas, cutinasas y proteasas mismas que pueden modificar la superficie
plastica, aumentando su capacidad hidrofilica (Temporiti et al., 2022).

La biodegradacion del PET se da a través de una aproximacion de los

microorganismos hacia la superficie del polimero, posterior a esto hay una secrecion de
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enzimas por parte de los microorganismos mismas que son encargadas de
despolimerizar hasta formar biomasa. En el caso del PET se hidroliza la cadena por
accion de hidrolasas dando formacion al etilenglicol EG y acido tereftalico TPA

(Gottfried, 2019).

Figura 2.

Reaccion quimica del PET frente a hidrolasas producidas por hongos.

PET TPA
ﬂ 'P, Cutinasa ﬂ ﬁ
-G C—0=-CH;—=CH:—0 —F HO-C C—0H
n

HO=CH:=CH:=0H

Nota. Adaptado de ’Las cutinasas como una herramienta valiosa para la
descontaminacion de residuos plasticos’” (p.32), por C. Pefia, 2018, Mensaje

biogquimico, 42(32).
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2.1.4 Enzimas fungicas involucradas en la biodegradacion plastica.

Las enzimas fingicas que estan involucradas en la biodegradacion plastica son

las hidrolasas y oxidorreductasas.

Las hidrolasas son moléculas de naturaleza proteica encargadas de catalizar

reacciones de ruptura de agua o también conocido como hidrolisis (Gémez, 2022).

Las oxidorreductasas son proteinas con capacidad enzimatica cuya funcioén
principal radica en facilitar reacciones de oOxido-reduccion, es decir, procesos que
involucran la transferencia de electrones o la eliminacion de atomos de hidrégeno de
los sustratos especificos en los que operan. En estas reacciones una molécula cede
electrones o 4tomos de hidrégeno mientras que otra los acepta, lo que resulta en un

cambio en los niveles de oxidacion de ambas moléculas (Mora, 2020).

2.1.4.1 Lacasas (EC 1.10.3.2).

Enzimas que pertenecen a las oxidorreductasas debido a que usan el oxigeno
para oxidar compuestos fendlicos y no fendlicos para reducir el oxigeno molecular a

agua (Surwase et al., 2016).

2.1.4.2 Carboxilasas (EC 4.1.1).

Las carboxilasas, que se engloban dentro de la categoria de las liasas, son
enzimas que facilitan la ruptura de enlaces quimicos en moléculas sin requerir la adicion
de agua, es decir, sin hidrolisis. En el contexto de la descomposicion de plésticos, las
carboxilasas también han captado atencion debido a su potencial para influir en la
descomposicion de ciertas variantes de plésticos. Especificamente, ciertas carboxilasas
han evidenciado la capacidad para descomponer plasticos como el polietileno

tereftalato (PET) y otros polimeros de tipo poliéster. Estos plasticos poliéster presentan
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en su estructura grupos carboxilo funcionales, lo que los convierte en susceptibles a la

influencia de las carboxilasas (Gricajeva et al., 2021).

2.1.4.3 Lipasas (EC 3.1.1.3).

Las lipasas fungicas son enzimas extracelulares de tipo triacilglicerol
acilhidrolasas, que tienen la capacidad de llevar a cabo la hidrélisis de enlaces éster
presentes en sustratos insolubles de triglicéridos y monoglicéridos, transformandolos
en acidos grasos libres y glicerol. Los principales géneros de hongos que producen estas
lipasas incluyen Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Candida, Rhizomucor
Acremonium, Alternaria, Beauveria, Eremothecium, Ophiostoma, Humicola, Mucor,

Rhizopus y Geotrichum Trichoderma (Singh et al., 2012).

2.1.4.4 Cutinasas (E.C 3.1.1.74).

Las cutinasas actiian mediante la aceleracion de la hidrélisis de los enlaces éster
que estan presentes en la estructura de la cutina, lo que provoca la descomposicion de
esta macromolécula en sus elementos mas basicos, como acidos grasos y glicerol. En
lo que respecta a la descomposicion de plasticos, las cutinasas han generado un interés
significativo debido a su potencial para descomponer ciertas categorias de plasticos.
Algunos tipos de pléstico, como los poliésteres, comparten similitudes estructurales con
la cutina de las plantas. Estudios han confirmado que las cutinasas podrian tener la
capacidad de degradar plasticos poliésteres especificos, por ejemplo, el polietileno
tereftalato (PET), que se utiliza en envases de bebidas y textiles (Dimarogona et al.,

2015).

2.1.4.5 Esterasas.

Las ésterasas son enzimas clasificadas como hidrolasas que fragmentan ésteres en

alcoholes y 4cidos al afiadir moléculas de agua. Ademads, desempefian un papel en la
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descomposicion de plasticos, un proceso que es llevado a cabo tanto por bacterias como
por hongos. Estas enzimas actian catalizando la ruptura de enlaces éster mediante la
introduccion de una molécula de agua, lo que conlleva a la separacion del éster en sus
componentes constituyentes. Las ésterasas abarcan una diversidad de funciones
biologicas y tienen una relevancia fundamental en diversos procesos metabolicos y

degradativos (Brunner et al., 2018).

2.1.4.6 Proteasas (EC 3.4).

Las proteasas son enzimas que escinden la cadena peptidica larga en péptidos
cortos o descomponen las proteinas en cadenas polipeptidicas por hidrolisis. Estas son
secretadas por especies como Aspergillus, Trichoderma, Paecelomyces, Penicillium,

Alternaria, Fusarium (Srinivasan et al., 2020).

2.1.5 Aislamiento microbiano.

Aislar microorganismos autoctonos constituye una de las técnicas
fundamentales empleadas en los campos de la microbiologia y la biotecnologia
ambiental. Esta practica nos permite explorar las posibles y novedosas aplicaciones que
estos microorganismos pueden tener en términos de su capacidad para la remediacion
ambiental. Muchas veces se logran aislar microorganismos que tienen resistencia a
agentes toxicos 0 a su vez se logra encontrar a microorganismos con potencial
biotransformador y biorremediador (Lolo Wal Marzan, 2016). Por su parte, la
biodegradacion es la descomposicion de materiales en el transcurso del tiempo. Existen
gran cantidad de polimeros que debido a su resistencia tardan mucho en biodegradarse,
un claro ejemplo son los plasticos PET, mismos que tardan alrededor de 500 afios en
poder descomponerse por completo (Eduardo Botero Jaramillo, 2014). Es por esta

razon es que es de suma importancia estudiar métodos alternativos para poder
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descomponer estos materiales inorganicos y evitar la pérdida de ecosistemas que se da

por la contaminacion.

2.1.6 Generalidades de los hongos.

Los hongos son organismos eucariotas. Se dividen en organismos pluricelulares,
unicelulares, heterétrofos y cosmopolitas. La reproduccion de los hongos se puede dar
de forma sexual y asexual, la misma que se da a través de las esporas o por trozos de

micelio (Vidal, 2016).

La clasificacion de los hongos se da a través de cuatro Phylums generales los

cuales son:

Phylum Chytridiomycota: Es el Phylum mas simples y primitivos de los hongos
y aparecieron hace mas de 500 millones de afos. Son hongos que tienen quitina y
celulosa en sus paredes celulares. La mayoria de estos hongos son unicelulares. Sin
embargo, hay especies que son multicelulares. Estos hongos producen gametos y

zoosporas (LibreTexts, 2023).

Phylum Zygomycota: Esta division tiene aproximadamente 1100 especies.
Tienen nutricion parasita o saprofita lo que significa que se alimentan de restos de
plantas o animales terrestres. Son considerados los primeros hongos verdaderos
terrestres ya que forman micelios, hifas y esporangios ademas de que presentan un

crecimiento rapido (Vidal, 2016).

Phylum Ascomycota: En esta division se encuentran la mayoria de los hongos
conocidos en la actualidad con mas de 60000 especies. Son mayormente conocidos por
su importancia comercial ya que muchas especies de esta division juegan un papel

sumamente importante en la elaboracion de cervezas y procesos industriales que se



25

relacionan con la fermentacion. Estos se caracterizan por la formacion de un ascus. Con
respecto a su anatomia tienen septos con poros simples y cuerpos de Woronin, tienen

una reproduccion sexual y vegetativa y pueden ser pardsitos, simbiontes o saprofitos

(Vidal, 2016).

Phylum Basidiomycota: Tiene aproximadamente 30000 especies dentro de la
divisioén. Sumeioesporangio es un basidio en donde se forman las esporas, tienen septos
con fibulas y doliporos. Su reproducciéon es sexual y vegetativa y su morfologia es
simple y algunas especies pueden formar estructuras complejas como las setas o

cuerpos fructiferos (Vidal, 2016).

Las estructuras principales que se logran ver al microscopio para la identificacion

de los hongos son las esporas, basidios, ascos, cistidios y las hifas. (Zabel, 2020).

2.1.6.1 Penicillum sp.

Penicillum es grupo de hongos filamentosos que pertenece al filo Ascomycota,
Una de las caracteristicas mas destacadas del género Penicillium radica en su método
de reproduccion asexual, el cual involucra estructuras densas con forma de pinceles. Es
precisamente de estas estructuras de donde proviene el nombre del taxon penicillus. Las
especies pertenecientes al género Penicillium presentan una morfologia caracteristica
de forma de pincel, que se manifiesta en cadenas de conidios formadas a partir de una
célula especializada llamada fidlide. La fidlide es una estructura en forma de botella
que surge del conididéforo, la cual se encuentra conectada a la base de la métula. La
métula proporciona apoyo a la fidlide, y esta, a su vez, da soporte a la rama. A partir de
esta rama pueden originarse otras ramas o una Unica estructura denominada estipe. Por

otro lado tenemos a su caracterizacion macroscopica en donde las colonias al inicio de
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su crecimiento tienen un tono blanco que con el transcurso del tiempo desarrollan

tonalidades como gris, rosado, verde y azul (Goméz, 2020).
Tabla 1.

Taxonomia de Penicillum sp.

Taxonomia

Reino Fungi

Division Ascomycota
Familia Trichocomaceae
Género Penicillum

2.1.6.2 Fusarium sp.

El género Fusarium abarca a un conjunto de hongos con estructura filamentosa
que se encuentran distribuidos alrededor del mundo. Pueden encontrarse en el suelo,
alimentos almacenados y en plantas. Debido a su capacidad para crecer a temperaturas
de 37°C, son considerados hongos oportunistas. Cuando se observan bajo el
microscopio, las fidlides, que son las estructuras de reproduccion asexual, suelen tener
una forma fina que se asemeja a una botella. Estas fidlides pueden ser simples o
ramificadas, asi como cortas o largas. Ademas, pueden ser mono fialidicas, lo que
significa que las esporas emergen de un solo poro de la fidlide, o polifialidicas, donde
emergen de varios poros. Los conidios tienen una forma similar a la de una medialuna,
son de color claro y presentan divisiones septadas en su estructura. Este hongo crece en
varios medios de cultivo, como por ejemplo PDA, Sabouraud, SNA 'y SLA, el pigmento
de las colonias tienden a ser color blancas, beige grise, naranja, café y violeta (Tapia et

al., 2014).
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Tabla 2.

Taxonomia de Fusarium sp.

Taxonomia

Reino Fungi
Division Ascomycota
Familia Nectriaceae
Género Fusarium

2.1.6.3 Aspergillus sp.

Aspergillus es un grupo de hongos que constituye mas de cien especies y se
caracteriza por su forma filamentosa. Estos hongos, que forman parte de este género,
son saprofitos y se ubican en entornos que presentan niveles elevados de humedad. Con
respecto a su morfologia tienen conididéforos con una vesicula en su extremo apical,
ademas de una célula de pie basal en el extremo opuesto, que se conecta con la hifa.
Las caracteristicas de la vesicula pueden variar segun la especie. La estructura de las
cabezas conidiales se caracteriza por un conidiéforo que presenta un ensanchamiento
en su extremo, similar a una vesicula. Estos conidioforos estan rodeados por estructuras
alargadas conocidas como fialides. Las colonias que se desarrollan en condiciones de
laboratorio exhiben una variedad de colores. Inicialmente, suelen ser blancas, pero con
el tiempo, este color puede cambiar a tonalidades como el amarillo, marrén, verde e
incluso negro. Estos cambios de color dependen de la especie particular de Aspergillus
que esta siendo cultivada. En términos de textura, las colonias tienen un aspecto similar

al algodon o al terciopelo (Lopez, 2023).
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Tabla 3.

Taxonomia de Aspergillus sp.

Taxonomia

Reino Fungi
Division Ascomycota
Familia Trichocomaceae.
Género Aspergillus

2.1.7 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier FT IR.

La técnica de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT IR) es
una técnica aplicable a una amplia variedad de compuestos quimicos como los
polimeros y compuestos organicos. Este equipo se utiliza para obtener un espectro
infrarrojo de emision o absorcion de un gas, liquido o sélido. Este espectrémetro
recopila los datos en una amplia gama y de manera simultdnea. Es una técnica analitica
que se puede usar para identificar la concentracion de los compuestos de interés y asi
mismo determinar la estructura quimica que tienen los compuestos a través de sus

espectros (Scientific, 2023).
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2.1.7.1 Transmitancia.

La transmitancia en la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR) hace referencia a la cantidad de radiacion infrarroja que atraviesa una muestra
y llega al detector. E1 FTIR es un método analitico empleado para obtener detalles sobre
la composicion quimica y las estructuras moleculares de sustancias. Esto se logra al
estudiar como la radiaciéon infrarroja interactua con las vibraciones de las moléculas.
En este contexto el porcentaje de transmitancia del FTIR resulta fundamental para
analizar la forma en que distintos grupos funcionales en las moléculas reaccionan ante
la radiacion infrarroja. Al medir la transmitancia a diferentes longitudes de onda o
nimeros de onda, se genera un grafico infrarrojo que exhibe las absorciones
caracteristicas de los enlaces quimicos presentes en la muestra. Mediante la
interpretacion de estos picos de absorcion, es posible reconocer los grupos funcionales
presentes y obtener informacion sobre la estructura molecular de la muestra (Primpke

et al., 2018).
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Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1 Disefio.

El disefio experimental de este estudio es a través de estadistica descriptiva, se
analiza los resultados que se dan luego de someter tres muestras a ensayos de
biodegradacion con tres especies diferentes de hongos (Penicillum, Fusarium,
Aspergillus). La variable independiente a estudiar es el crecimiento de la cepa y la
variable dependiente son las muestras de plasticos fabricados con tereftalato de
polietileno. Se describe los resultados del cambio estructural de las muestras PET a

través de diagramas de barras y de dispersion. Es un estudio cuantitativo y cualitativo.

3.2 Poblacion y muestra.

3.2.1 Poblacion.

Las botellas de plastico y el sedimento se lo tomo del centro de reciclaje Fabricio
Valverde ubicado en la parte alta de la isla Santa Cruz en Galapagos, tomando en cuenta
que es el unico botadero de la isla Santa Cruz, ademas de que se maneja el reciclaje de
una forma muy estricta, lo que ayudo a obtener muestras de botellas en fase de

degradacion y sedimento con pedazos de plastico.

3.2.2 Muestra.

Se tomaron tres muestras, de las cuales dos fueron de botellas con deterioro
notorio y una muestra de sedimento que estaba en el cuadrante junto a las botellas
degradadas. Las botellas fueron escogidas del cuadrante 1. Para el ensayo de

biodegradacion del plastico e identificacion de los hongos se aislé un hongo por cada
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muestra. Dando asi un estudio de tres hongos aislados de cada muestra especifica; dos
hongos de las botellas y un hongo del sedimento. Se realiz6 la recoleccion tnicamente
de tres muestras debido a las restricciones de la Agencia de Regulacion y Control de la
Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos (ABG) y de los permisos otorgados por el
Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de Santa Cruz. La distancia que hay

entre Puerto Ayora hacia Guayaquil es mas de 1160km.

3.3 Variables.

3.3.1 Variable independiente:

Crecimiento de cepas

Temperatura

Tiempo

3.3.2 Variable dependiente:

Cambio estructural PET

Peso del plastico PET



3.2 Recogida de datos.

Tabla 4.

Peso del plastico antes del ensayo de biodegradacion.

32

Muestra Peso () Fecha

Plastico 1 0,1367 22/06/2023

Plastico 2 0,1607 22/06/2023

Plastico 3 0,1369 22/06/2023
Tabla 5.

Peso del plastico después de cuarenta y un dias del ensayo de biodegradacion.

Muestra Peso (9) Fecha

Plastico 1 0,1365 01/08/2023

Plastico 2 0,1606 01/08/2023

Plastico 3 0,1364 01/08/2023
Tabla 6.

Peso del plastico antes y después del ensayo de biodegradacion.

Muestra Peso Inicial (g) Peso Final (g)
Plastico 1 0,1369 0,1365
Plastico 2 0,1607 0,1606
Plastico 3 0,1367 0,1364
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3.3 Protocolos.

3.3.1 Metodologia.

El estudio realizado fue del tipo correlacional, explicativo. Se efectudé un
muestreo no probabilistico intencional y en la recoleccion de datos se aplico la técnica

observacional (Méndez et al., 2006).

3.3.2 Obtencidn de las muestras.

Las muestras se recolectaron en la Isla Santa Cruz en Galapagos. Ubicado en el

centro de reciclaje Fabricio Valverde con coordenadas: -0,797653, -99,20861.

Haciendo uso de todas las medidas de bioseguridad se llevd guantes, mandil,
cofia y mascarilla para realizar la recoleccion de la muestra. Por otro lado, para la
conservacion y transporte de la muestra se utilizé seis fundas ziploc en donde se guardé
cada muestra en una funda ziploc por cada una y se asegur6 con fundas ziploc
adicionales sobre las anteriores para tener un mejor almacenamiento, conservacion, y
asi evitar que entre o salgan particulas de las muestras. Adicional a esto para el
transporte se usod una hielera con varios geles refrigerantes por abajo y encima de las
muestras recolectadas. La fecha del muestreo fue el 5 de mayo y el transporte fue el 6

de mayo.

3.3.3 Técnica de muestreo en botellas.

Se realiz6 un muestreo selectivo de 2 botellas plasticas en el centro de reciclaje
Fabricio Valverde, en la zona de plasticos. Para la recoleccion se selecciond el cuadrante
uno, dado que en ese cuadrante se encontr6 mayor cantidad de botellas con notoria

degradacion. Las botellas recolectadas para el estudio son botellas con un desgaste
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notorio, es decir que en su estructura se encuentran varias fisuras, color mas opaco y

composicion mas delgada en comparacion a la estructura original.

3.3.4 Muestreo de sedimento.

Se realizd6 un muestreo aleatorio simple de sedimento que estaba en zona de
contencion y almacenamiento de plasticos mas antiguos del centro de reciclaje, se tomd
un aproximado de 100g de muestra. El sedimento recolectado tiene varios pedazos de
plasticos pequefios entre la muestra de tierra. El cuadrante que se eligio fue el numero

1 de los distintos cuadrantes.

Las muestras se mantuvieron en estado de congelacion a una temperatura de
4°C para que se mantengan preservadas hasta la fecha del 15 de junio del 2023 en donde

se comenzo con la metodologia dentro del laboratorio (Montesinos et al., 2015).

3.3.5 Fase de laboratorio.

3.3.5.1 Aislamiento de hongos con posible capacidad biodegradadora de

polietileno de tereftalato.

3.3.5.1.2 Aislamiento de los hongos en muestra de sedimento.

Siguiendo la metodologia de (Usha, 2011) se transfirié un gramo de muestra de
suelo a un matraz conico que contuvo 99 ml de agua destilada estéril. Este contenido
se agitd durante 30 minutos a 150rpm y se diluyo en serie, en este caso se realizd

diluciones hasta 10-3.

Para la siembra y el aislamiento de hongos se sigue la metodologia de (Kaiding,
2018). En donde se prepar6 el medio PDA afadiendo estreptomicina al 1% y luego de

que se ésterilizo la caja Petri con el medio de cultivo se esper6d a que se enfrié y se
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afnadio 1ml de suspension microbiana por cada dilucion. Finalmente se incub6 a 28 +

20 C en la oscuridad durante tres dias.

Para la resiembra y aislamiento de hongos especificos se usa el agar dextrosa de

patata (PDA) siguiendo el mismo procedimiento descrito por (Kaiding 2018).

3.3.5.1.3 Aislamiento de los hongos en muestras de botellas.

3.3.6 Lavado de las botellas.

Seglin la metodologia de Méndez se lavaron las botellas con agua destilada
estéril hasta que quedo6 libre de adherencias en la superficie, posterior a esto se
fraccionaron las botellas y se lavaron con solucion de cloranfenicol en agua destilada
estéril a una concentraciéon de 0,5mg/mL por 60 minutos, luego se colocaron los

fragmentos de plastico en agua estéril por 30 minutos adicionales (Méndez et al., 2000).

3.3.6.1 Aislamiento de hongos de las muestras de botellas.

Para el aislamiento de los hongos, se fraccion6 los plasticos en muestras mas
pequefias y se sembraron en medio PDA segtin el método modificado de (Méndez et

al., 2006).

Al tener dos muestras de botellas se fracciond tres pedazos de plastico por cada

muestra y se la sembrod directamente en el medio PDA con estreptomicina.

3.3.7 Identificacion de los hongos.

La morfologia fingica se estudié macroscopicamente mediante la observacion
de las caracteristicas de la colonia color, textura y crecimiento. Para la identificacion
microscopica se realizo el montaje en azul de lactofenol con cinta transparente y el

montaje en microplaca. Con ayuda de estas dos técnicas se observé bajo el microscopio
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las estructuras de los conidios, conididforos, hifas, fidlides y disposicion de esporas. Se
contrasta las observaciones para identificar los hongos basdndonos en la literatura de

(Aneja, 2007).

3.3.8 Ensayo de biodegradacion.

El ensayo de la actividad degradadora del tereftalato de polietileno se realizé
segun los procedimientos descritos por (Kavelman et al., 1978). En donde se utilizé el
polietileno de tereftalato (PET) como fuente de carbono del ensayo de biodegradacion.
El inoculo se lo obtiene del medio de cultivo ya incubado y con crecimiento de hongos
de interés. Se realiza un barrido en la superficie del hongo de interés y se lo suspendio6
en agua destilada estéril hasta que se obtuvo una turbidez de 0,5 en la escala de Mac
Farland, luego se adicion6 un mililitro de la suspension en una caja Petri con el medio

agar PDA (Méndez et al., 2006).

Para finalizar el proceso se sigui6 la metodologia de (Iparraguirre, 2015) en
donde se coloca el plastico PET lavado y desinfectado con fluconazol y cloranfenicol
cortado en pedazos de 6,5x1 cm y se manda a incubacion a 24°C con un pH de 6,5 y se

espera cuarenta y un dias para analizar la degradacion.

3.3.9 Analisis por FT IR.

El anélisis por FT IR se lo realiz6 de forma externa, en donde las muestras antes
y después del ensayo de biodegradacion se las analizo dentro de las instalaciones de la
Escuela Superior Politécnica del Litoral con el encargado Joel Vera mismo que es

investigador de la ESPOL y coordinador de los laboratorios de analisis.

Para la muestra control, se analizo los tres plasticos antes de someterlos al
ensayo de biodegradacion. El tamafio de los plasticos fue de 6,5cm x 1cm, debido a que

en este estudio se quiso analizar el film directo del tereftalato de polietileno, es decir
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sin ningun pretratamiento para la lectura en el infrarrojo por transformada de Fourier.

Se tomaron muestras de 6,5 cm x 1 cm debido al tamafio del detector del equipo.

Las muestras se leyeron en el dia cero y luego de cuarenta y un dias para analizar
el cambio conformacional, las muestras se las llevaron filtradas y lavadas para evitar
que los microorganismos influyan en el espectro que se obtendrd. Se siguid la
metodologia de (Iparraguirre, 2015) en donde se lavaron los tres plasticos durante 60
minutos con fluconazol, adicional a este primer lavado, se tomé agua destilada estéril
en tres distintos vasos de precipitacion y se lavaron las muestras tres veces mas con el

fin de eliminar todo rastro de residuo.

Para finalizar el proceso se secaron las muestras de PET con papel filtro y se las

coloco en la estufa a 40°C por 30 minutos antes de su debida lectura.
Diagrama 1.

Resumen de la metodologia realizada.

Aislamiento e Toma de

identificacion de hongos muestras Recoleccion y
con capacidad (muestreo no transporte de

biodegradadora de probabilistico muestras

plasticos PET intencional)

Fase de

Analisis de Resiembra e laboratorio.
Ensayo de Aislamiento de
muestras por FT

. L identificacion de
R Biodegradacion hongos hongos del

sedimento y de
las botellas




4.1 Analisis de los datos.

Tabla 7.

Capitulo 4

Resultados y discusion
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Contraste del peso perdido por accion de los hongos frente al tereftalato de polietileno

luego de cuarenta y un dias.

Muestra | Peso Inicial (g) | Peso Final (g) | Peso Perdido (g) | Peso Perdido (mg)
Plastico 1 0,1367 0,1365 0,0002 0,2
Pléastico 2 0,1607 0,1606 0,0001 01
Plastico 3 0,1369 0,1364 0,0005 0,5

Nota. La tabla 7 indica el peso perdido de cada muestra de plastico dentro del periodo

en el que se realizd el ensayo de biodegradacion. Se muestra el peso inicial de las

laminas de tereftalato de polietileno y el peso final que fue tomado luego de cuarenta y

un dias del ensayo de biodegradacién. Se puede determinar que la pérdida del peso fue

de 0,2 mg, 0,1 mgy 0,5 mg.

4.2 Evaluacion del ensayo de biodegradacion.

Segun un estudio realizado en el afio 2021 se evalua el porcentaje de

biodegradacion a través de la diferencia del peso inicial con el peso final de la muestra

dividido para el peso inicial y multiplicado por cien (Sandoval et al., 2022).
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Férmula para medir el porcentaje de biodegradacion del plastico a base de

tereftalato de polietileno.

: . . (peso inicial — peso final)
Porcentaje de biodegradacion de PET = x

—— 100
peso inicial

Pléastico 1
. . B (0,1367g — 0,13659)
Porcentaje de biodegradaciéonde P 1 = x100 = 0,14%
0,1367g
Figura 3.

Representacion de la disminucion del peso del P1 tratada con Penicillum sp.

Disminucién de P1 tratado con (Penicillum sp)
0,13675
0,1367 1367
— 0,13665
0,1366

Peso (g

0,13655

0,1365 0,1365

0,13645
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (Dias)

Nota. En la figura 3 podemos ver que el peso inicial del plastico a base de tereftalato
de polietileno es de 0,1367 g que luego del tratamiento de biodegradacion con
Penicillum sp por un periodo de cuarenta y un dias disminuye a 0,1365 g. Es decir que
el hongo del género Penicillum sp fue capaz de disminuir el peso de la muestra con 0,2
mg. Por otro lado, basandonos en la formula de porcentaje de biodegradacion descrita
por Sandoval tenemos que el porcentaje de biodegradacion del tratamiento con este

hongo es del 0,14%.
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Pléastico 2
) . ., (0,1607g — 0,1606g)
Porcentaje de biodegradaciéonde P2 = x100 = 0,06%
0,1607g
Figura 4.

Representacion de la disminucion del peso de la muestra P2 tratadas con Fusarium

sp.
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Nota. En la figura 4 podemos ver que el peso inicial del plastico a base de tereftalato
de polietileno es de 0,1607 g que luego del tratamiento de biodegradacién con Fusarium
sp por un periodo de cuarenta y un dias disminuye a 0,1606 g. Es decir que el hongo
del género Fusarium sp fue capaz de disminuir el peso de la muestra con 0,1mg. Por
otro lado, basandonos en la férmula de porcentaje de biodegradacion descrita por
Sandoval tenemos que el porcentaje de biodegradacion del tratamiento con este género

es del 0,06% siendo este el hongo con menor capacidad de biodegradacion.
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Pléastico 3
) . ., (0,1369g — 0,13649g)
Porcentaje de biodegradaciéonde P 3 = x100 = 0,36%
0,1369g
Figura 5.

Representacion de la disminucion del peso de la muestra P3 tratadas con Aspergillus
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Nota. En la figura 5 podemos ver que el peso inicial del plastico a base de tereftalato
de polietileno es de 0,1369 g que luego del tratamiento de biodegradacion con
Aspergillus sp por un periodo de cuarenta y un dias disminuye a 0,1364 g. Es decir que
el hongo del género Aspergillus sp fue capaz de disminuir el peso de la muestra con
0,5mg. Por otro lado, basandonos en la férmula de porcentaje de biodegradacion
descrita por Sandoval tenemos que el porcentaje de biodegradacion del tratamiento con

este hongo es del 0,36% siendo este el resultado con mayor efectividad de este estudio.



4.3 Analisis de resultados.

Tabla 8.

Crecimiento de hongos aislados de la muestra de sedimento.
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Dilucion

Fotografia

Observacion.

Dilucién 107!

Se logran ver varias colonias
aisladas de hongos
filamentosos, sin embargo lo
que mas prevalece en el medio
de cultivo PDA son Ilas

levaduras.

Dilucién 107

Se logra analizar colonias de
levaduras, ocupan gran
cantidad de la superficie del

medio de cultivo

Dilucioén 107

Se logran ver colonias de
hongos  filamentosos,  sin
embargo, hay mayor cantidad

de levaduras.

Se logra ver colonias de
levaduras aisladas en mayor
cantidad que los hongos
filamentosos  debido  al
metodo de aislamiento de los
microorganismos ya que al
diluir el sedimento las
levaduras tienen capacidad
de crecer de una forma mas
rapida por ser unicelulares y
mas simples.

Para el ensayo de
biodegradacion se eligio
aislar una colonia de hongos
filamentosos tomadas de la

muestra con dilucion 107,




Tabla 9.
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Crecimiento de hongos aislados de la muestra de la botella plastica 1.

Botella 1

No se evidencia
crecimiento de hongos ni

levaduras.

Fotografia

Observacion.

No se evidencia crecimiento
debido a que se realiz6 una
mala tecnica de aislamiento
debido a que al ésterilizar los
materiales se los mantuvo
mucho tiempo en el fuego y

se los uso inmediatamente.

Crecimiento de levaduras
y hongos filamentosos,
se puede evidenciar

consorcios microbianos.

Crecimiento de
levaduras, no muestran

hongos filamentosos

A diferencia de la primera
imagen se mantuvo un mejor
manejo de la tecnica, se
respetaron los tiempos de
descontaminacion de
materiales. Debido a que hay
una gran cantidad de hongos
filamentosos se decidio
aislar el segundo hongo
filamentoso de esta muestra
para el ensayo de

biodegradacion

Se observa levaduras ya que
la muestra de plastico no se
lavo de manera ardua para
eliminar los residuos de
tierra que tenian, por lo que
prevalecio el crecimiento de

levaduras.




Tabla 10.
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Crecimiento de hongos aislados de la muestra de la botella plastica 2.

Botella 2

Fotografia

Se observa crecimiento de
hongos filamentosos
alrededor del pléstico,
formacion de consorcio de

hongos.

Se observa crecimiento de
hongos alrededor del plastico,
se puede determinar varias
colonias de hongos

filamentosos.

Se observa crecimiento de
hongos alrededor del pléastico,
se puede determinar varias
colonias de hongos
filamentosos que forman

CONSOrcios.

Observacion.

En el aislamiento de la
segunda botella se
pulié la metodologia
por lo que se logro
tener un crecimiento
de hongos
filamentosos mas
notorio. Se eligio la
tercera muestra debido
a que hay una mayor
variedad de hongos
filamentosos. Por lo
tanto de la tercera
muestra se aislo el
tercer hongo para el
ensayo de

biodegradacion.




4.4 dentificacion de hongos.

Tabla 11.

Hongo aislado de la botella pléastica 1.
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Vista macroscopica

Vista microscépica 100X

Observacion

Caracterizacion macroscopica:
Se logra observar que el hongo
tiene una textura granular-
aterciopelada. Es de crecimiento
rapido y su color inicial es blanco
que a través del tiempo se torna

verdoso-grisaseo.

Caracterizacion microscopica:
Se observa que existe hifas
septadas, sus conidioforos portan
metulas que contienen entre 3 a 5
fidlides mismas que desprenden

los conidios (esporas).

Microorganismo aislado:

Penicillum sp




Tabla 12.

Hongo aislado de la botella pléstica 2.

46

Vista macroscépica

Vista microscopica 100X

Observacion

Caracterizacion macroscopica:
Se logra observar que el hongo
tiene una textura aterciopelada.
Es de crecimiento rapido y su
color inicial es blanco que a
través del tiempo se torna
amarillo desde el centro del

medio de cultivo.

Caracterizacion microscopica:
Se observa que existe hifas
septadas, tiene fialides finas,
alargadas y ramificadas de las
cuales surgen los conidios que
son ligeramente curvos en forma
de luna 'y carecen de

conidioforos.

Microorganismo aislado:

Fusarium sp.




Tabla 13.

Hongo aislado de la botella pléastica 3.

47

Vista macroscopica

Vista microscépica 100X

Observacion

Caracterizacion macroscopica: Se
logra ver un crecimiento rapido,
tienen textura algodonosa y el color
inicial es un blanco, que con el pasar
de los dias se torna negro desde en
centro hasta los extremos del

cultivo.

Caracterizacion microscopica: Se
observa que existe hifas hialinas
septadas. Su reproduccion es sexual
y asexual por lo que se puede
observar ascoesporas y conidioéforos
que forman una vesicula en donde
un gran numero de fidlides se
forman y desprenden grandes

cantidades de conidios.

Microorganismo aislado:

Aspergillus sp.




4.5 Presentacion de los datos.

Tabla 14.

Datos del espectro de transmitancia FT IR de la muestra control.

Rango del numero de onda (X)

Transmitancia (Y)

Grupo funcional

1780-1650 ~1714,9 cm™ 18,427 % Cc=0
2960-2850 ~ 2959,2 cm* 76,318 % C-H
2960-2850 ~ 2908,14 cm* 81,07% C-H
Figura 6.
Espectro de transmitancia de la muestra control.
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Nota. En la figura 6 se puede analizar la muestra control del estudio, la cual es una
muestra que no ha sido expuesta a ningun ensayo de biodegradacion. Se puede
determinar los principales grupos funcionales que son los ésteres y los alcanos. En el
rango de 1714,9 cm™ se puede observar la banda del grupo éster misma que es fuerte y
su pico es pronunciado, en donde su transmitancia es de 18,427%. Asi mismo tenemos
el grupo de alcanos entre el rango 2850 cm™ -2960 cm™ donde observamos los picos de
menor tamafio en comparacion al grupo éster. Tenemos valores de transmitancia de
81,07% y 76,318% del grupo alcano C-H, en el rango de 2000 cm™ -1660 cm™ se
observan el grupo benceno C=C con una intensidad débil (sobretonos), finalmente en
el rango 500 cm™ a 1500 cm™* podemos detectar y observar la huella digital de nuestro

compuesto.



Tabla 15.
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Datos del espectro de transmitancia FT IR del plastico 1 sometido al ensayo de

biodegradacion con Penicillum sp.

Rango del numero de onda (X)

Transmitancia (Y)

Grupo funcional

1780-1650 =1712,7cm™* 44,208% C=0
2960-2850 = 2955,97cm! 85,7 % C-H
2960-2850 = 2923,66 cm™* 87,33% C-H

Figura 7.

Espectro de transmitancia del plastico 1 luego del tratamiento de biodegradacion con

Penicillum sp.
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Nota. En el espectro mostrado de la figura 7 se puede analizar la muestra P1 del estudio
luego de 41 dias de estar sometido al ensayo de biodegradacion con el hongo del género
Penicillum sp. Se puede determinar los principales grupos funcionales que son los
ésteres y los alcanos. En el rango de 1712,7cm™ se puede observar la banda del grupo
éster misma que es fuerte y su pico es pronunciado, en donde su transmitancia es de
44,208%. Asi mismo tenemos el grupo de alcanos entre el rango 2850 cm™ a 2960 cm
L en donde observamos los picos de menor tamafio en comparacion al grupo éster.
Tenemos valores de transmitancia de 87,33% Yy 85,7% del grupo alcano C-H, en el
rango de 2000 cm™ -1660 cm™ se observan el grupo benceno C=C con una intensidad
débil (sobretonos), finalmente en el rango 500 cm™ a 1500 cm™ podemos detectar y

observar la huella digital de nuestro compuesto.
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Tabla 16.

Datos de FT IR del plastico 2 sometido al ensayo de biodegradacion con Fusarium

sp.
Rango del nimero de onda (X) Transmitancia (Y) Grupo funcional
1780-1650 ~1712,49 cm* 29,89% C=0
2960-2850 =~ 2957,88cm™ 81,72 % C-H
2960-2850 =~ 2909,51 cm™ 83,07% C-H
Figura 8.

Espectro de transmitancia del plastico 2 luego del tratamiento de biodegradacion con

Fusarium sp.
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Nota. En el espectro mostrado en la figura 8 se puede analizar la muestra P2 del estudio
luego de 41 dias de estar sometido al ensayo de biodegradacion con el hongo del género
Fusarium sp. Se puede determinar los principales grupos funcionales que son los ésteres
y los alcanos. En el rango de 1712,49cm™ se puede observar la banda del grupo éster
misma que es fuerte y su pico es pronunciado, en donde su transmitancia es de 29,89%.
Asi mismo tenemos el grupo de alcanos entre el rango 2850 cm™a 2960 cm™ en donde
observamos los picos de menor tamafio en comparacion al grupo éster. Tenemos valores
de transmitancia de 83,07% y 81,72% del grupo alcano C-H, en el rango de 2000 cm™
-1660 cm™ se observan el grupo benceno C=C con una intensidad débil (sobretonos),
finalmente en el rango 500 cm™ a 1500 cm™ podemos detectar y observar la huella

digital de nuestro compuesto.



Tabla 17.

Datos de FT IR del plastico 3 sometido al ensayo de biodegradacion con Aspergillus

sp.

Rango del numero de onda (X)

Transmitancia (Y)

Grupo funcional

1780-1650 =1712,49 cm™* 85,96% C=0
2960-2850 =~ 2923,5cm? 91,02 % C-H
2960-2850 =~ 2852,21 cm™ 92,63% C-H

Figura 9.

Espectro de transmitancia del plastico 3 luego del tratamiento de biodegradacién con

Aspergillus.
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Nota. En el espectro mostrado en la figura 9 se puede analizar la muestra P3 del estudio
luego de 41 dias de estar sometido al ensayo de biodegradacion con el hongo del género
Aspergillus. Se puede determinar los principales grupos funcionales que son los ésteres
y los alcanos. En el rango de 1712,49cm™ se puede observar la banda del grupo éster
misma que es fuerte y su pico es pronunciado, en donde su transmitancia es de 85,96%.
Asi mismo tenemos el grupo de alcanos entre el rango 2850 cm™a 2960 cm™ en donde
observamos los picos de menor tamafio en comparacion al grupo éster. Tenemos valores
de transmitancia de 92,63% y 91,02% del grupo alcano C-H, en el rango de 2000 cm™
-1660 cm™ se observan el grupo benceno C=C con una intensidad débil (sobretonos)
finalmente en el rango 500 cm™ a 1500 cm™ podemos detectar y observar la huella

digital de nuestro compuesto.



Tabla 18.
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Comparacion de la muestra control y los plasticos sometidos a diferentes ensayos de

biodegradacion con las especies: Penicillum, Fusarium, y Aspergillus.

Rango cm! Transmitancia Control Pléstico 1 Plastico 2 | Pléstico 3
1780-1650 cm* C=0 18,427 % 44,208% 29,89% 85,96%
2960-2850 cm'* C-H 76,318 % 85,7% 81,72% 91,02 %
2960-2850 cm™ C-H 81,07% 87,33% 83,07% 92,63%

Tabla 19.

Cambio del porcentaje de transmitancia de la muestra control vs la muestra del

plastico 1 tratado con Penicillum sp.

Rango cm? Transmitancia | Control (C) | Plastico 1 (P1) Diferencia | C-P1 |
1780-1650 cm? | C=0 18,427 % 44,208% | 18,427-44,208 | =25,78 %
2960-2850 cm™ | C-H 76,318 % 85,7% | 76,318-85,7 [ =9,382 %
2960-2850 cm™ | C-H 81,07% 87,33% | 81,07-87,33 [ =6,26%




Figura 10.
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Representacion de la variacion del porcentaje de transmitancia en los rangos 1780 cm’

1.1650 cm™ y 2960 cm™-2850 cm® del plastico 1 tratado con Penicillum sp.
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Nota. En la figura 10 tenemos la variacion mediante graficos de barras en donde se

puede determinar el cambio que se dio luego de los ensayos de biodegradacion en los

grupos funcionales del tereftalato de polietileno, a) diferencia entre el plastico 1y el

control del grupo funcional éster del rango 1780 cm™-1650 cm™ es de 25,78%, b)

diferencia entre el plastico 1 y control del grupo funcional de alcano del rango 2960

cm? a 2850 cm™ de 9,382%, c) diferencia entre el plastico 1 y control del grupo

funcional de alcano del rango 2960 cm™ a 2850 cm™ de 6,28%.



Tabla 20.
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Cambio del porcentaje de transmitancia de la muestra control vs la muestra del

plastico 2 tratado con Fusarium sp.

Rangocm? | Transmitancia | Control | Plastico 2 Diferencia | C-P1 |
1780-1650 cm™ | C=0 18,427 % | 29,89% | 18,427-29,89 | =11,463 %
2960-2850 cm™ | C-H 76,318% | 81,72 % | 76,318-81,72 | =5,402 %
2960-2850 cm™ | C-H 81,07% | 83,07% 1 81,07-83,07 | = 2%

Figura 11.

Representacion de la variacion del porcentaje de transmitancia en los rangos 1780 cm’

11650 cm? y 2960 cm™-2850 cm? del plastico 2 tratado con Fusarium sp.
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Nota. En la figura 11 tenemos la variacion mediante graficos de barras en donde se

puede determinar el cambio que se dio luego de los ensayos de biodegradacion en los

grupos funcionales del tereftalato de polietileno, a) diferencia entre el plastico 1y el

control del grupo funcional éster del rango 1780 cm™-1650 cm™ es de 11,463 %, b)

diferencia entre el plastico 1 y control del grupo funcional de alcano del rango 2960

cm™ a 2850 cm™ de 5,402 %, c) diferencia entre el plastico 1 y control del grupo

funcional de alcano del rango 2960 cm™ a 2850 cm™ de 2%.
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Tabla 21.

Cambio del porcentaje de transmitancia de la muestra control vs la muestra del

plastico 3 tratado con Aspergillus sp.

Rangocm? | Transmitancia | Control | Plastico 3 Diferencia | C-P1 |
1780-1650 cm’* C=0 18,427 % | 85,96% | 18,427-85,96 | =67,53 %
2960-2850 cm'™ C-H 76,318% | 91,02 % | 76,318-91,02 | =14,702 %
2960-2850 cm™? C-H 81,07% 92,63% | 81,07-92,63 | = 11,56%

Figura 12.

Representacion de la variacion del porcentaje de transmitancia en los rangos 1780 cm’

11650 cm?® y 2960 cm™-2850 cm™ del plastico 3 tratado con Aspergillus sp.
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Nota. En la figura 12 tenemos la variacion mediante graficos de barras en donde se
puede determinar el cambio que se dio luego de los ensayos de biodegradacion en los
grupos funcionales del tereftalato de polietileno, a) diferencia entre el plastico 1 y el
control del grupo funcional éster del rango 1780 cm™~1650 cm™ es de 67,53 %, b)
diferencia entre el plastico 1 y control del grupo funcional de alcano del rango 2960
cm™? a 2850 cm™ de 14,702%, c) diferencia entre el plastico 1 y control del grupo

funcional de alcano del rango 2960 cm™ a 2850 cm™ de 11,56%.
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Figura 13.

Espectros de transmicion de infrarrojos de las muestras de plastico a base de

tereftalato de polietileno.

Nota. En la figura 13 podemos observar la comparacion de todos los espectros que se
estudiaron, en donde se logra analizar la diferencia que hay en las bandas que
corresponden a los grupos funcionales del tereftalato de polietileno, por lo que se puede
concluir que hubo excelentes resultados ya que es notorio el cambio conformacional de
los plésticos que se los sometido a biodegradacion con distintos hongos como
tratamiento. Asi mismo tenemos que el tratamiento con Aspergillus en el plastico 3 fue
el de mejor efectividad ya que hay un cambio drastico en el espectro en el grupo éster
y alcanos, asi mismo el peso que perdi6 fue mayor en comparacion a los otros
tratamientos teniendo un peso perdido del 0,36%, seguido a esto tenemos el tratamiento
con Penicillum del plastico 1, que le sigue con un peso perdido del 0,14% y con cambios
notorios en su espectro de absorcion en comparacion a la muestra control. Por altimo,
tenemos que el tratamiento 2 con Fusarium sp fue el de menor eficiencia ya que tuvo
un peso perdido del 0,06% y su cambio estructural en el espectro no es tan notorio en

comparacion a la muestra control.
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4.6 Microscopia del plastico a base del tereftalato de polietileno (PET) luego del ensayo

de biodegradacion.

Descripcion

Imagen

Imagen tomada en 100x por el microscopio
donde muestra sefiales de ataque enzimatico
por parte del hongo Penicillum sp. Se logra
observar varias fisuras que han sido
producidas por el crecimiento del hongo
sobre el film de PET.

Imagen tomada en 100x por el microscopio
donde muestra sefiales de ataque enzimético
por parte del hongo Fusarium sp. Se logra
observar varias fisuras que han sido
producidas por el crecimiento del hongo
sobre el film de PET. Sin embargo, hay
menos cambios fisicos en comparacion a los
otros géneros de hongos (Penicillum sp,

Aspergillus sp.)

Imagen tomada en 100x por el microscopio
donde muestra sefiales de ataque enzimatico
por parte del hongo Aspergillus sp. Se logra
observar gran cantidad de fisuras que han
sido producidas por el crecimiento del hongo
sobre el film de PET. Es importante recalcar
que al ser el hongo con mayor capacidad de
biodegradacion y con mayores cambios
estructurales es muy evidente que las fisuras
en el PET sean mayores que las generadas

por Penicillum sp y Fusarium sp.
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4.7 Discusion.

El aislamiento e identificacion de hongos aislados de plasticos con notoria
degradacion al igual que de sedimento han dado buenos resultados ya que se
encontraron que todos los hongos tienen capacidad de biodegradar el plastico a base de
tereftalato de polietileno en un tiempo de 41 dias, asi mismo estos hongos tuvieron la
capacidad de cambiar la estructura quimica del PET y disminuir el peso del mismo.

Los tres hongos que se aislaron son del género; Penicillum, Fusarium, y Aspergillus.

El género Penicillum se identifica por un crecimiento rapido y por el color de
las colonias que son blanco con pigmentos verdosos-grisaceos mismos que son muy
comunes en las especies que constituyen este género, de igual forma podemos
determinar su estructura microscopica en donde los conidi6foros son hialinos, tienen
metulas de las cuales se derivan las fidlides que tienen forma de un matraz, sus conidios
se producen en sacos largos y tienen unas formas globosas, finalmente tenemos la
estructura de la ramificacion de los conidiéforos misma que es monoverticilada
(Srinivasan et al., 2020). Por otro lado, existe una gran variedad de estudios que
demuestran que Penicillum tiene la capacidad de cambiar las estructuras quimicas del
tereftalato de polietileno. En 2011 se determind que la estructura quimica del PET
cambia en la region 4000-650 cm™ dando estiramientos en la intensidad de las bandas

en los grupos conocidos por el éster y alcanos (Nowak et al., 2011).

Las enzimas que estan involucradas en la degradacion del tereftalato de
polietileno son las hidrolasas y oxidorreductasas, de las cuales se derivan las lipasas,
lacasas, carboxilasas, cutinasas, proteasas y ésterasas. Estas catalizan la escision de los
enlaces éster por medio de una reaccion en la que se consume una molécula de agua

(Temporiti et al., 2022).
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En el geénero Penicillum se ha demostrado que existe varias enzimas
involucradas en la degradacion del PET, Penicillum puede secretar cutinasas, proteasas,
ésterasas y lacasa (Srikanth et al., 2022). Por lo tanto, se relaciona de forma directa con
los resultados que hemos obtenido en cuanto a disminucién del peso del PET vy al

cambio estructural.

En el cambio estructural que se dio en el tereftalato de polietileno tenemos al
grupo de alcanos (grupo metilo) y al grupo éster, en donde hubo aumento en el
porcentaje de transmitancia ya que en el rango de 2960-2850 cm™ que corresponde al
enlace simple C-H hubo aumento con un porcentaje del 9,382 % y 6,26%. Asi mismo

la diferencia del grupo éster en el rango de 1780-1650 cm-1 (C=0) fue del 25,78%.

El género Fusarium se caracteriza por tener un crecimiento rapido, textura
aterciopelada, pigmentos distintivos como el blanco, verde y rosado (Tapiaetal., 2014).
En nuestro estudio se encontr6 una textura aterciopelada de las colonias, el color fue
blanco que con el pasar de 5 dias comenzé a formar pigmentos amarillos desde el centro
del medio hacia el exterior. Con respecto a la estructura microscopica tenemos que
existe hifas septadas, tiene fialides finas, alargadas y ramificadas de las cuales surgen
los conidios que son ligeramente curvos en forma de luna y carecen de conidioforos.
Lo cual se puede contrastar con el estudio realizado en el 2014 en donde las fialides del
género Fusarium pueden ser simples o ramificadas, asi como cortas o largas. Ademas,
pueden ser mono fialidicas, lo que significa que las esporas emergen de un solo poro
de la fidlide. Los macroconidios tienen una forma similar a la de una medialuna (Tapia

etal., 2014).

Con respecto a la capacidad de biodegradacion de polimeros del género

Fusarium tenemos que son capaces de secretar cutinasas y proteasas lo cual se relaciona
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de manera directa con el cambio estructural que se da en el tereftalato de polietileno, al
igual que en la disminucién del peso del PET. Se evidencia el estiramiento de los
alcanos en los rangos de 2961 cm™' y 3063 cm™! ya que hay un aumento en las bandas
del enlace C-H (grupos metil) con un porcentaje de 5,402 % y 2% con respecto a la
muestra control. Asi mismo tenemos el aumento de la transmitancia del éster que es en
el rango de 1780-1650 cm™ con un porcentaje de 11,463 % con respecto al grupo control

(Srikanth et al., 2022).

El género Aspergillus es un género que se caracteriza por ser de crecimiento
rapido, textura algodonosa, y variedad de pigmentos, en este caso, en un inicio nuestro
hongo aislado fue de color blanco grisaceo que con el tiempo se tornd color gris
obscuro. Este género puede reproducirse de forma asexual y sexual, en el &ambito sexual
tenemos las ascosporas y en la forma asexual tenemos la formacién de conidios que

surgen de los conididforos (Lifeder, 2022).

En el caso de Aspergillur niger tienen cabezulas grandes, biseriadas con fialides

y métula. Los conidi6foros son de pares lisas, largos y sus conidios son globosos.

Se ha demostrado que varias especies del género Aspergillus como Aspergillus
tubingenesis, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus oryza 'y Aspergillur niger tienen la capacidad de secretar enzimas hidrolasas
como cutinasas, ésterasas, lipasas y carboxilasas mismas que son capaces de degradar
el plastico a base de tereftalato de polietileno (Temporiti et al., 2022). Por lo tanto, los
resultados que se han obtenido en este proyecto de investigacion tienen relacién, ya que
la pérdida de peso que se obtuvo del 0,36% en un periodo de 41 dias demuestra la
capacidad de estas enzimas para romper enlaces quimicos que en este caso son enlaces

ésteres y simples.
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En un estudio realizado en el 2023 se puede contrastar lo antes mencionado a
través de estudios de FT IR, en donde al tratar el plastico con Aspergillus niger se
determino que en el rango de 2961 cm™' y 3063 cm™! hay estiramiento del enlace C-H
(grupos metil) y en el rango del grupo éster de 1721 cm™' también se encuentra el
estiramiento del enlace C=0 (grupo carbonilo). Donde el estiramiento hace referencia
al aumento de la transmitancia. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este proyecto

se pueden evidenciar a través de los estudios antes mencionados.

Es importante mencionar que el porcentaje de transmitancia se refiere a la
cantidad de luz absorbida por el material que en este caso es el tereftalato de polietileno,
y que a medida aumenta la transmitancia hay menor cantidad de enlaces para absorber
la luz y mientras la transmitancia es mas baja significa que hay mayor cantidad de
enlaces para absorber la luz incidente (Nahm, 2015). Por lo que se puede verificar los
resultados obtenidos ya que en los ensayos de biodegradacion obtuvimos un notorio

aumento del porcentaje de la transmitancia con respecto a la muestra control.
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Capitulo 5
Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones.

En conclusion, a traves de técnicas de microbiologia y microscopia se logré
aislar e identificar tres especies de generos diferentes los cuales son Penicillum,
Fusarium y Aspergillus. Los tres géneros de hongos aislados tuvieron un crecimiento
rapido, a partir del tercer dia se pudo observar sus estructuras macroscopicas y
microscopicas. En las estructuras microscopicas de Penicillum se observé que existe
hifas septadas, conidiéforos que contienen metulas mismas que portan entre 3 a 5
fialides de las que se desprenden los conidios (esporas). En el género Fusarium se
observo que existe hifas septadas, fidlides finas, alargadas y ramificadas de las cuales
surgen los conidios que son curvos en forma de luna y carecen de conidi6foros. Para
finalizar, en el género Aspergillus se detect6 su reproduccidn sexual y asexual por lo
que se puedo observar ascosporas Yy conidiéforos que forman una vesicula en donde un

gran numero de fialides se forman y desprenden grandes cantidades de conidios.

Por otro lado, se logro determinar a través de la técnica FT IR que todos estos
géneros tienen capacidad de biodegradar y cambiar la estructura quimica de los
plasticos a base de tereftalato de polietileno. El hongo del género Aspergillus fue el mas
eficiente, seguido del género Penicillum y Fusarium. Se obtuvo cambios
conformacionales en los grupos funcionales pertenecientes a alcanos en el rango de
1780 cm-1-1650 cm-1 y al grupo éster en el rango 2960 cm-1-2850 cm-1 en donde el
valor de transmitancia fue aumentando, es decir se detecté menor concentracion de los

enlaces estudiados.
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5.2 Recomendaciones.

e Realizar el ensayo de biodegradacion por un periodo de tiempo mayor a los cuarenta
y un dias para obtener mejores resultados.

e Aumentar la cantidad de muestras recolectadas con el fin de tener maés
microorganismos para estudiar y asi poder realizar extrapolacion de la
biodegradacion completa del plastico a base de tereftalato de polietileno.

e Realizar un ensayo de biodegradacidn con consorcios microbianos para determinar
la eficiencia individual y en conjunto de los hongos.

e Analizar més tipos de plasticos como el LDPE, PP, PS, PVC y HDPE con el fin de
aumentar el conocimiento sobre los microorganismos con potencial biodegradador
de polimeros.

e Estudiar el campo de ingenieria genética con el fin de mejorar la efectividad de las

enzimas para degradar plasticos.
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Anexos

Fase de campo.
Recoleccion de las muestras en el
centro de reciclaje Fabricio
Valverde.

Hielera usada para el transporte y
conservacion de las muestras
desde Baltra hacia Guayaquil.

Fase de laboratorio.

Lavado de las botellas y dilucion
de la muestra de sedimento.

Preparacion de los medios de
cultivo (PDA, Sabouraud).




Siembra de las muestras tomadas
de las botellas y sedimento.
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Crecimiento de los hongos luego
de tres dias de su siembra.

Aislamiento de los hongos
seleccionados en nuevos medios
de cultivo.




Crecimiento de la resiembra de
los hongos.
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Ensayo de biodegradacion con
Penicillum, Fusariumy
Aspergillus




Identificacion de estructuras
microscopicas de los hongos con
azul de lactofenol.

80

Identificacién macroscopica de
los hongos




Toma de pesos de los plasticos,
inicial/final
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Lavado de los plésticos a base de
tereftalato de polietileno para
corrida en el FT IR




Observacion de la propagacion de
los hongos en el film de
tereftalato de polietileno
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Cambios en la estructura fisica
del plastico a base de tereftalato
de polietileno




Lectura de las muestras en el FT
IR de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral.
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Permiso y transporte de las muestras.






