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Resumen

En los dUltimos afios la contaminacion por plasticos sintéticos ha crecido
exponencialmente y ha alcanzado los mas diversos ecosistemas, por lo que se hace
necesario buscar alternativas urgentes para su (bio)degradacion. Los hongos de
pudricion blanca de la madera tienen una eficiente capacidad de degradacion de
polimeros naturales a través de la produccién de enzimas extracelulares, lo que los hace
de interés para el tratamiento de residuos industriales, como los plasticos. Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de biodegradacion de diferentes tipos
de plasticos por una cepa nativa del hongo Bjerkandera adusta, bajo condiciones de
cultivo sélido y liquido, determinando su potencial para la biorremediacion de plasticos.
Los plasticos tratados con B. adusta fueron: Polietileno de baja densidad (LDPE), poli
(adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT), policloruro de vinilo (PVC), Nitrilo, polietileno
(PE) y polipropileno (PP). En medio sélido (agar- papa-dextrosa) los plasticos tratados
con B. adusta por 40 dias mostraron una eficiente colonizacién y una pérdida de peso
que siguio la tendencia PVC > PBAT > LDPE >Nitrilo > PE, con una reduccion maxima
de 43,8 % en PVC. Los andlisis espectroscopicos (FT-IR), termogravimétricos (TGA) y
de microscopia electronica de barrido (SEM), demostraron la biodegradacion y/o
modificacién provocada por B. adusta en los plasticos, con cambios en algunos grupos
funcionales y en la estabilidad térmica, ademas de perforaciones importantes en la
superficie de los polimeros, principalmente en PVC y PBAT. En medio liquido (papa-
dextrosa), los plasticos tratados durante 40 dias con el hongo mostraron una eficiente
colonizacion, pero con una pérdida de peso maxima (9,23%) 5 veces menor que la
obtenida en medio solido, siguiendo la misma tendencia anterior (PVC > PBAT > LDPE).
En medio liquido, se analizé la produccion de enzimas extracelulares por B. adusta,
detectdndose actividad de peroxidasa, principalmente en presencia de PVC y LDPE,

aungue no de lacasa. Los analisis de SEM revelaron la presencia de perforaciones en la
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superficie de los plasticos, principalmente en PVC y PBAT. Los resultados indican que B.
adusta es una especie prometedora para degradar plasticos, principalmente del tipo PVC
en medio de cultivo sélido. Otras condiciones de tratamiento deberian ser probadas

buscando mejorar las variables aqui analizadas.

Abstract

In recent years, synthetic plastic pollution has grown exponentially and reached the most
diverse ecosystems, so it is necessary to look for urgent alternatives for (bio)degradation.
White wood-root fungi have an efficient ability to degrade natural polymers through the
production of extra-cellular enzymes, which makes them of interest for the treatment of
industrial waste, such as plastics. Therefore, the objetive of this study was to evaluate the
biodegradation capacity of different types of plastics by a native strain of the Bjerkandera
adusta fungus, under solid and liquid culture conditions, determining its potential for
plastics bioremediation. Plastics treated with B. adusta were low-density polyethylene
(LDPE), poly (butylene co-tereftalate adipate) (PBAT), polyvinyl chloride (PVC), nitrile,
polyethylene (PE) and polypropylene. (PP). In solid medium (potato-dextrose agar)
plastics treated with B. adusta for 40 days showed efficient colonization and weight loss
that followed the trend PVC > PBAT > LDPE > Nitrile > PE, with a maximum reduction of
43.8% in PVC. Spectroscopic (FT-IR), thermogravimetric (TGA) and scranning electron
microscopy (SEM) analyses demonstrated the biodegradation and/or modification caused
by B. adusta in plastics, with changes in some functional groups and in thermal stability,
as well as important perforations on the surface of the polymers, mainly in PVC and PBAT.
In liquid medium (potato-dextrose), plastics treated for 40 days with the fungus showed
efficient colonization, but with a maximum weight loss (9.23%) 5 times lower than obtained
in solid medium, following the same previous trend (PVC > PBAT > LDPE). In liquid
medium, the production of extra-cellular enzymes by B. adusta was analyzed, with
peroxidase activity being detected, mainly in the presence of PVC and LDPE, but not
lacase. SEM analyses revealed the presence of perforations on the surface of plastics,

mainly in PVC and PBAT. The results indicate that B. adusta is a promising species for
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degrading plastics, mainly of the type PVC in the middle of solid cultivation. Other

treatment conditions should be tested seeking to improve the variables analyzed here.

l. Introduccioén

La contaminacion por plasticos en los rellenos sanitarios provoca un deterioro visual del
paisaje, contaminacion de los suelos con pequefias particulas de plastico y liberacion de
gases de efecto invernadero y sustancias quimicas peligrosas (De Souza-Machado et al.
2018). La presencia de micro y nanoplasticos en el medio ambiente esta creciendo
rapidamente debido a la ubiquidad global de los macroplasticos (Mattsson et al. 2017).
Estos materiales podrian tener importantes impactos quimicos y fisicos sobre el medio
ambiente y la salud humana (Peiponen et al. 2019). Debido a estas consecuencias, se
ha vuelto necesario buscar alternativas para descontaminar el medio ambiente (Kaushal
et al. 2021). La biorremediacion es una biotecnologia respetuosa con el medio ambiente
y de bajo costo, que se puede realizar en el sitio ya que involucra procesos naturales con
plantas o microorganismos. En ese sentido, los hongos tienen aplicaciones practicas
prometedoras para remediar ambientes contaminados por plasticos, utilizando su
eficiente capacidad de colonizacion de sustratos y enzimatica degradativa de una gran

variedad de sustancias contaminantes (Sanchez, 2020).

Los hongos son organismos ubicuos, capaces de colonizar una variedad de diferentes
matrices (suelo, agua, aire) y sobrevivir en una variedad de ambientes naturales donde
ayudan a mantener el equilibrio del ecosistema (Anastasi et al. 2013). El factor clave para
fines de biorremediacion de plasticos con hongos es la produccion de enzimas
extracelulares como lacasas, peroxidasas y esterasas, algunas de las cuales estan
directamente involucradas en la unidon a la superficie de los plasticos facilitando la
consiguiente biodegradacion (Wei y Zimmermann 2017). Dentro de este contexto, los

hongos de pudricidn blanca tienen un gran potencial, ya que son productores de enzimas
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y han demostrado su capacidad para el tratamiento de residuos industriales (Da Luz et
al. 2013)

Bjerkandera adusta es un basidiomiceto de la pudricibn de madera que pertenece a los
hongos de pudricién blanca. Los hongos de pudricion blanca son los degradadores de
lignina mas eficaces de la naturaleza (Eriksson et al. 1990) y también pueden oxidar
compuestos xenobioticos, incluidos contaminantes ambientales (Higson 1991). El interés
biotecnolégico de la especie B. adusta, surge de su capacidad para atacar sustratos
poliméricos y degradar compuestos aromaticos (Kang et al. 2019) tales como la lignina,
gue es una macromolécula recalcitrante. De aqui surge el interés en investigar la
posibilidad sobre si este hongo es capaz de degradar eficientemente polimeros naturales
de la pared celular vegetal (Hernandez-Bueno et al. 2021), también podria degradar

sustancias poliméricas sintéticas como son los plasticos.
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Il. Marco teérico

2.1 Pléasticos y suimpacto ambiental

Segun la Asociacién de Plasticos de Europa, la produccién anual de plastico fue de 360
millones de toneladas en 2018, y se estima que alcance los 500 millones de toneladas
para el 2025 (PlasticsEurope 2019). Aproximadamente el 60 % del plastico ingresa al
medio ambiente como desecho plastico (Geyer et al. 2017). La demanda de plastico
comprende principalmente polietileno (PE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC),
tereftalato de polietileno (PET), poliuretano (PU) y poliestireno (PS) (Rodrigues et al.
2019). En consecuencia, los residuos plasticos se originan de los principales productos
plasticos mencionados anteriormente. La industria del embalaje consume la mayor
proporcién de plasticos producidos y es la principal fuente de residuos plasticos en el
mundo, debido a la aplicacion generalizada de productos desechables (PlasticsEurope
2019). Los desechos plasticos no biodegradables eliminados por la industria del embalaje

comprenden principalmente PP, PE, PS y PET (Rodrigues et al. 2019).

Los plasticos sufren una lenta degradacién en el ambiente, por lo que pueden persistir
durante décadas o incluso cientos de afios, generando niveles cada vez mayores de
deshechos a nivel global, lo que provoca problemas graves en diferentes ecosistemas
(Garcia et al. 2017). Por lo tanto, la eliminacién de desechos plasticos y sus riesgos
ambientales son problemas a considerar. Existen diversas formas de hacer una gestion
integral de residuos plasticos (Ali et al. 2021a) tales como el reciclaje, la incineracion, el
uso en rellenos sanitarios, entre otras. Aunque algunos plasticos se pueden reciclar, hay

muchos pasos involucrados que requieren una recoleccion separada, transporte a largas
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distancias, procesamiento y remanufactura (Muhonja et al. 2018). Sin embargo, el alto
costo de estos procedimientos, el bajo valor comercial de los plasticos y el bajo costo de
las materias primas limitan su reciclaje. Ademas, cuando los residuos plasticos se
incineran, se liberan al ambiente gases de efecto invernadero (CO2) y otros gases
irritantes (HCI), los cuales son peligrosos y nocivos, tanto para el ambiente, como para

quienes deben manipular estos residuos (Garcia et al. 2017).

Existe un tipo de plastico biodegradable conocido como bioplastico (BP), que es un
polimero de base bioldgica o biodegradable o ambos, lo que implica que no todos los
bioplasticos son biodegradables, y que ciertos plasticos no bio-basados también pueden
ser biodegradables (Nandakumar et al. 2021). Si el plastico se obtiene completa o
significativamente desde una fuente biolégica, puede considerarse un bioplastico de base
biolégica (Rahman y Bhoi 2021). Los bioplasticos pueden ser descompuestos por
microorganismos como bacterias, hongos, algas (Pei et al. 2011) existentes en la
naturaleza hasta componentes como CO2, H20, CHs4 y biomasa, los que pueden
integrarse al ecosistema en pequefias cantidades, y sin generar subproductos residuales
(Mohanan et al. 2020).

Los bioplésticos se clasifican en tres clases (Sankhla et al. 2020):

i) BP biodegradables y de base biologica, que derivan de sustancias biolégicas
renovables (maiz, papa, arroz, soya, cafia de azlcar, trigo y aceite vegetal) en lugar de
petroleo (Lackner 2015). El 4cido polilactico (PLA) y los polihidroxialcanoatos (PHA) son
los principales biopolimeros que se descomponen bajo condiciones ambientales (Ashok
et al. 2017). PLA es un derivado del almidoén, y esta sustituyendo a los plasticos basados
en combustibles fosiles, debido a su alta resistencia mecanica, plasticidad térmica y

naturaleza compostable (Sankhla et al. 2020).

i) BP biodegradables y derivados del petréleo, derivan de fuentes no renovables (Folino
et al. 2020). ElI BP principal en esta categoria es la policaprolactona (PCL), el
polisuccinato de butileno (PBS) y poli (adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT)
(Emadian et al. 2017).
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iii) BP no biodegradables y de base biol6gica, que derivan total o parcialmente de
sustancias biologicas. Representados principalmente por el biopolietileno (bio-PE), el
biopolitereftalato (bio-PET) y la bio-poliamida. El bio-PE y bio-PET no son
biodegradables, pero pueden reciclarse eficientemente (Sankhla et al. 2020).
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Figura 1. Estructura de los plasticos mas comunes. Imagen editada de Daly et al. (2021)

Los BP representan el 0,5% de los aprox. 335 millones de toneladas de la produccién
anual de plastico, y se espera que aumenten a aprox. 2,65 millones de toneladas en 2023
(PlasticsEurope 2019). Aunque la produccion de BP sigue aumentando, su aporte para
resolver el problema global de la acumulacion de plastico en el medio ambiente es
minimo, principalmente debido al costo. El plastico a base de petréleo es demasiado
barato y su uso esta extendido en el mundo. El precio de los BP producidos por el proceso
actual es aproximadamente 3 a 10 veces el de los PP y PE convencionales (Luyt y Malik
2019), y, ademas, algunos BP no son tan buenos como los plasticos convencionales
(Shahlariy Lee 2012).

Hoy en dia, el desarrollo de BP a partir de biomasa renovable se ha convertido en un
tema de gran interés (Moshood et al. 2022). Los BP generalmente se elaboran a partir de
materias primas renovables como lignina, celulosa, almidén y bioetanol, y aunque
algunos han mostrado excelentes propiedades fisicoquimicas, mecanicas y degradables
en muchas aplicaciones industriales, es bien sabido que los BP actualmente no
sustituyen a los plasticos convencionales (Rujni¢sokele y Pilipovi¢ 2017).

2.2 Biodegradacién microbiana de plasticos

La biodegradacién microbiana de los plasticos implica la liberacibn de enzimas
extracelulares por parte del microorganismo, la union de la enzima a la superficie del
plastico y la hidrolisis de los polimeros a intermediarios pequefios, que finalmente son
asimilados por las células microbianas como fuente de carbono (C) para liberar CO2
(Mohanan et al. 2020).

Los microorganismos que colonizan la superficie del plastico primero causan una
reduccion en el tamafo del polimero, degradandolo en monomeros que pueden ser
absorbidos por las células microbianas, y luego estas unidades monoméricas actuan en
el interior de sus células a través de la degradacion enzimatica, utilizando los monémeros
como fuente de C para el crecimiento (Glaser 2019). Este proceso puede modificarse aun

mas si los plasticos son tratados antes del ataque microbiano para descomponer el
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polimero a través de métodos quimicos o fisicos que incluyen calentamiento,

enfriamiento, congelacion, descongelacion o degradacion quimica (Kaushal et al. 2021).

El esquema general de degradacion microbiana resume el proceso en cuatro etapas
esenciales: colonizacion, biofragmentacion, asimilacion y mineralizacion (Ali et al. 2021b).
La etapa de colonizacién se refiere a la formacién de biopeliculas por especies
individuales o un consorcio microbiano que conduce al deterioro de la superficie del
polimero plastico (Ru et al. 2020). La unién microbiana en la superficie del plastico puede
llevarse a cabo mediante la produccién de varios polisacaridos y/o proteinas hidréfobas
las cuales penetran y alteran el tamafio de los poros del polimero y alteran el caracter
morfolégico de la superficie plastica (Iram et al. 2019). En esta etapa desempefian un
papel esencial las secreciones extracelulares (metabolitos y enzimas) microbianas en el
proceso de biodegradacion. El pH del medio también es un factor crucial, que podra verse
alterado debido a las actividades metabodlicas microbianas, conduciendo a una mayor

erosion superficial en el sustrato (Obradors y Aguilar 2000).

Durante la biofragmentacion, la estructura polimérica del plastico se descompondra
debido a la accion de enzimas especificas, como hidrolasas, oxidorreductasas y/o
radicales libres (Ali et al. 2021a). Los enlaces quimicos que unen los monémeros de la
cadena del polimero son similares a los que se encuentran en los materiales
lignocelulésicos naturales (Kawai 2009), por lo que se ha sugerido que las enzimas
degradadoras de lignocelulosa podrian ser eficaces para la biofragmentacion de residuos
plasticos. La biofragmentacion puede ser iniciada por hidrélisis y llevada cabo por una
amplia gama de enzimas hidroliticas tales como despolimerasas, y oxidativas como
peroxidasas y otras enzimas oxidativas en general (Ali et al. 2021b). En la Ultima etapa
de asimilacién, la célula microbiana utiliza los monémeros producidos como fuentes de C
y energia (Ali et al. 2021a), muchos de los cuales son mineralizados por enzimas

intracelulares (Iram et al. 2019).

A pesar de que los plasticos representan productos quimicos no naturales (xenobiéticos),
en los ultimos afios se han identificado varios organismos capaces de metabolizar estos

polimeros (Mohanan et al. 2020). Se sabe que mas de 90 microorganismos, incluidas
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bacterias y hongos, degradan los plasticos, principalmente en condiciones in vitro
(Jumaah 2017). Ademas, existen algas e insectos degradadores en ambientes naturales,

pero escasamente descritos (Ali et al. 2021a).

2.3 Hongos degradadores de plastico

Los hongos filamentosos han sido importantes en la degradacion y mineralizacion de
diversos contaminantes ambientales al catalizar reacciones quimicas importantes
(Sanchez 2009), liberando enzimas digestivas por exocitosis fuera de sus hifas para
descomponer las macromoléculas organicas en componentes mas pequefios para luego
absorberlos nuevamente (Daly et al. 2021). Finalmente, liberan CO2y H20 en condiciones
aerobias, y CHa en condiciones anaerobias (Pathak 2017). Algunos hongos, poseen un
potente sistema enzimatico y capacidad de absorcion y produccion de biosurfactantes
naturales (como hidrofobinas), que les permiten utilizar plasticos como fuente de C y
electrones, proporcionandoles materiales celulares y una fuente de energia (Olicon-
Hernandez et al. 2017).

La mayor parte de las investigaciones de degradacion de residuos plasticos ha sido
realizada con hongos filamentosos del filo Ascomycota, principalmente de los géneros
Aspergillus, Trichoderma y Penicillium (Srikanth et al. 2022). Por el contrario, escasos
estudios han sido realizados con especies pertenecientes al filo Basidiomycota, donde se
encuentran los hongos pudridores de madera, conocidos por ser eficientes productores

de enzimas extracelulares ligninoliticas (Daly et al. 2021).

En general, los hongos utilizados en diferentes investigaciones de degradacion de
plasticos han sido aislados de ambientes contaminados con residuos plasticos (Sangale
et al. 2019, Munir et al. 2018, Muhonja et al. 2018). Mathur et al. (2011) utilizaron A. niger
aislado de un vertedero de desechos plasticos para la degradacion de HDPE, y
Malachova et al. (2020) analizaron la capacidad de degradacion de PVC de T. hamatum
y T. abietinum en medio liquido, obteniendo resultados prometedores. Spina et al. (2021),

estudiaron la comunidad flngica presente en desechos plasticos de un relleno sanitario,
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aislando 95 especies de hongos, en su mayoria pertenecientes al filo Ascomycota. La
mayoria de estos hongos (97%) fue capaz de crecer en presencia de polvo de PE como
Unica fuente de C y especies de Fusarium toleraron mejor una alta concentracién de PE.
Las especies, F. oxyporum, F. falsiforme y P. lilacinum, provocaron importantes

fendmenos de oxidacion en el polimero y cambios en la morfologia (Spina et al. 2021).

Resulta de interés ampliar las investigaciones en relacion con la capacidad de los hongos
basidiomicetes de pudricibn de madera para degradar o modificar residuos plasticos. Al
respecto, el hongo de pudricion blanca B. adusta, fue investigado por Romero et al. (2007)
quienes estudiaron su capacidad para degradar policarbonato proveniente de discos
compactos (CDs), donde las hifas fangicas que se encontraban entre los fragmentos de
los CD crecieron a través de la capa de aluminio, produciendo solubilizacion del aluminio.
Ademas, a través de microscopia electrénica de barrido (SEM) se revel6 que el hongo
era capaz de modificar las estructuras de policarbonato, generando perforaciones,
ranuras y desgaste del material, lo que confirmé la degradacién del polimero por la accion
de B. adusta. Da Luz et al. (2013) demostraron la degradacion de bolsas de plastico
biodegradable por el hongo de pudricidon blanca Pleurotus ostreatus, donde luego de un
periodo de 45 dias de incubacién, el plastico que se usa comunmente en los
supermercados mostro grietas y pequefas perforaciones en la superficie, o que se
corrobord con andlisis de espectroscopia infrarroja (FT-IR) y SEM. Ademas, se observé
la degradacion del tinte de las bolsas, asi como la formacion de cuerpos fructiferos del
hongo (Da Luz et al. 2013). En el estudio de Kang et al. (2019), B. adusta TBB-03 se aislo
y caracteriz6 por su capacidad de degradar HDPE en presencia de un sustrato
lignocelulésico, donde luego de 90 dias, se formaron grietas en la superficie de las
muestras tratadas, tanto en medio liquido como solido, lo que se confirmé con SEM. El
analisis Raman mostré que la estructura amorfa del HDPE fue degradada por la accion
de enzimas producidas por B. adusta (Kang et al. 2019). Hock et al. (2019) investigaron
a los hongos P. ostreatus, P abalones y Agaricus bisporus en la biorremediacion de
plasticos, utilizando PE y PS como unica fuente de C. Los resultados mostraron desarrollo

de biomasa, lo que indicé degradacion y utilizacion de los materiales plasticos, donde A.
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bisporus resultd ser la mejor especie para utilizarse en la degradacion de PS y PE (Hock
et al. 2019).

2.4  Biodegradacion enzimatica

Los hongos son organismos con una gran capacidad para producir y secretar enzimas
extracelulares que pueden descomponer los polimeros plasticos (Kaushal et al. 2021;
Temporiti et al. 2022). Las enzimas pueden degradar los plasticos a través de diferentes
mecanismos, dependiendo del tipo de enzimay del tipo de plastico involucrado (Mohanan
et al. 2020). La accion de las enzimas sobre los plasticos provoca ruptura de enlaces,
fragmentando los polimeros, generando microplasticos que pueden incluir monémeros,

oligbmeros o fragmentos mas pequefos del plastico original (Zeenat et al. 2021).

En la literatura se describen dos grandes grupos de enzimas involucradas en la
degradacion de los plasticos: las oxidorreductasas, donde se encuentran las peroxidasas,
lacasa, monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO), y las hidrolasas, donde se
encuentran las esterasas, lipasas y cutinasas (Srikanth et al. 2022). Las enzimas
oxidativas extracelulares descomponen el plastico utilizando oxigeno molecular (O2) para
realizar reacciones de oxidacién en los enlaces quimicos presentes en las estructuras del
polimero plastico (Temporiti et al. 2022). La degradacion varia dependiendo del tipo de
plastico y la enzima oxidativa involucrada, pero siguen el mismo mecanismo de accion,
en donde el primer paso es el reconocimiento y la unién de la enzima a la superficie del
plastico, a través de interacciones con los grupos quimicos presentes en el polimero
(Rovaletti et al. 2023). Luego, la enzima utiliza el Oz y lo transforma en especies reactivas
de oxigeno (ROS), las cuales atacan los enlaces quimicos presentes en el polimero
plastico (Kaushal et al. 2021). Estas reacciones oxidativas rompen los enlaces, lo que
debilita la estructura del material (Mohanan et al. 2020). Cuando los enlaces estan
debilitados, el plastico se fragmenta en pedazos mas pequefos, que pueden liberarse al
medio ambiente o seguir degradandose (Andrady et al. 2022). Por otro lado, estan las
hidrolasas, que participan en la escision del polimero plastico, las cuales conducen a la
fragmentacion de largas cadenas de C en dos pasos (Okal et al. 2023). En el primer paso

de la interaccion enzima-polimero, las enzimas se unen a la superficie plastica a traves
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de interacciones hidrofébicas (Wilkes et al. 2017). En la segunda etapa de reaccion, las
cadenas de polimero se descomponen por medio de hidroélisis, en mondmeros o dimeros

mas pequefos, que el hongo puede consumir como fuente de C (Barth et al 2015).

[l Hipodtesis de trabajo

Una cepa nativa del hongo de pudricion blanca de la madera Bjerkandera adusta es
capaz de biodegradar una variedad de polimeros plasticos, bajo condiciones de cultivo
sélido y liquido, provocando pérdidas de peso y modificaciones superficiales
diferenciadas en el material, dependiendo del tipo de plastico, lo que estaria relacionado

con la capacidad del hongo de producir enzimas oxidativas extracelulares.

IV.  Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad de biodegradacion de diferentes tipos de plasticos de uso cotidiano
por una cepa nativa del hongo pudridor de madera Bjerkandera adusta, bajo condiciones
de cultivo sélido y liquido, determinando su potencial para la biorremediacion de

desechos plasticos.

4.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la capacidad degradativa de diferentes tipos de plastico de B. adusta, a través
de la pérdida de peso, luego de un periodo de tratamiento bajo condiciones de cultivo

sélido y liquido.

2. Determinar los posibles cambios o alteraciones producidas en los materiales plasticos
luego del tratamiento con B. adusta mediante el uso de técnicas espectroscopicas,

termogravimétricas y de microscopia electrénica.
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3. Evaluar la produccién de enzimas oxidativas extracelulares de B. adusta, como
lacasas, peroxidasas y LPMO en medio de cultivo liquido en presencia de diferentes tipos

de plasticos.

V. Material y Métodos

5.1 Especie fungica

La especie fungica utilizada en este estudio corresponde al hongo de pudricion blanca de
la madera Bjerkandera adusta, cepa 122, perteneciente a la coleccion de cultivos del
Laboratorio de Biotecnologia de Hongos, del Campus Los Angeles de la Universidad de
Concepcidn, la cual fue aislada previamente desde un arbol de fresno (Fraxinus excelsiur)

en el Campus Concepcion, region del Biobio (Guillén et al. 2011).
5.2  Activacién de la cepa fungica

En placas Petri con medio de cultivo extracto de malta (0,1%) - agar (1%) (EMA) y papa
dextrosa - agar (1%) (PDA), se realiz6 la inoculacién de B. adusta para su reactivacion.
En cada placa de inocularon 3 discos de agar-micelio (5 mm didmetro), tomados desde
placas de la coleccién de cultivos. Las placas se inocularon bajo condiciones de asepsia,

y luego se incubaron durante 10 dias a 24°C en oscuridad.
5.3 Tipos de plasticos y preparacion

La seleccién de los plasticos sintéticos se realizd6 con enfoque en articulos de uso
doméstico cotidiano y en articulos de uso sanitario debido a la contingencia de la
pandemia por COVID, como bolsas de supermercado tradicionales (LDPE) vy
biodegradables (PBAT), guantes desechables de nitrilo y vinilo (PVC), delantales
protectores (PE) y mascarillas quirargicas y KN95 (PP). Los plasticos de uso sanitario
eran nuevos, Y las bolsas de supermercado (tradicional y biodegradable), correspondian

a bolsas ya utilizadas anteriormente.
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Luego de la recoleccion de los diferentes tipos de plastico (LDPE, PBAT, PVC, NITRILO
y PE), éstos se cortaron en tiras de 7,0 x 2,0 cm, las cuales se dejaron en bafio con etanol
al 70% para su desinfeccion por 5 min, bajo camara de flujo laminar, y luego se dejaron
secar al aire para que el etanol se evaporara. Los plasticos de tipo PP (mascarillas) se
autoclavaron por 15 min a 121°C. Finalmente, a todos los plasticos se les dio un pulso de

luz UV germicida durante 5 min, bajo camara de flujo laminar.

Posteriormente, las tiras de plastico se pesaron en balanza analitica (AE, modelo AAA-
160LE) bajo camara de flujo laminar y el peso de cada tira se registré en gramos (g). Las
tiras de plastico fueron manipuladas con pinzas estériles y guardadas en bolsas o placas

estériles.

Tabla 1. Clasificacion de los plasticos que se utilizaron en el ensayo.

Clasificacion Uso del Plastico
LDPE Bolsa de supermercado blanca con rojo
PBAT Bolsa biodegradable
PVC Guante procedimiento transparente
NITRILO Guante procedimiento azul
PE Traje protector azul
PP-Q Mascarilla quirargica celeste
PP-KN Mascarilla KN95 blanca

LDPE: Polietileno de baja densidad; PBAT: poli (adipato co-tereftalato de butileno); PVC: Policloruro de

vinilo; PE: Polietileno; PP: Polipropileno

5.5 Tratamiento de los plasticos con B. adusta en medio de cultivo sélido

Para la preparacion del medio PDA (diluido 10 veces respecto a la receta DIFCO) se
pesaron 1,95 g de medio y se disolvieron en 500 mL de agua destilada utilizando un
agitador magnético. Empleando un pHmetro (Hanna, modelo HI-4211) se ajusto el pH a
5,0 con HCI al 0,1M, se vacio en un frasco con tapa rosca y se autoclavé (Huxley HL-
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340), a 120 °C/ 15 min. Cuando la temperatura del medio disminuy6 a aprox. 35°C, se

dispensaron 20 mL de medio en cada placa Petri (1cm) bajo condiciones de asepsia.

Posteriormente, y bajo cdmara de flujo laminar, se incorporaron dos tiras de cada plastico
previamente esterilizado y pesado, a cada placa con medio PDA, hacia los bordes de la
placa y luego se inocularon en el centro con 2 discos de agar-micelio (5 mm) tomados de
placas stock con crecimiento activo de B. adusta (Figura 2). Las placas inoculadas se
incubaron en estufa Binder (BD 720-730L) a 24 + 2°C por un periodo de 40 dias,
realizando anotaciones periddicas de los cambios observados. Cada tratamiento fue
inoculado en duplicado por cada tipo de plastico, y controles apropiados fueron
preparados utilizando placas que contenian las tiras de plastico, y no los inéculos

fungicos.

Figura 2. Disposicidon de las muestras de plasticos y discos de agar-micelio de B. adusta

durante el tratamiento en medio PDA en placas Petri.

5.5 Determinaciéon de la perdida de peso de los plasticos

Completado el periodo de 40 dias, se procedio a retirar las tiras de plastico de las placas
Petri con ayuda de pinzas estériles, las que fueron cuidadosamente lavadas con agua
destilada, y con un cepillo suave se retiraron todos los restos de micelio y medio de
cultivo, para luego ser dejadas en estufa a 30°C durante 24h. Una vez secas, las tiras de
plastico fueron pesadas en balanza analitica, y la pérdida de peso se determind segun la

siguiente ecuacion:
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P, —P
PP=M>< 100%
)

Donde PP corresponde a la pérdida de peso (%), Po al peso inicial (g) de las tiras de

plastico y P1 al peso (g) después del tratamiento fungico (Vivi et al. 2019).

Las tiras de plastico tratadas y control de todos los plasticos, fueron almacenadas
individualmente en bolsas de plastico con cierre hermético, en un lugar seco, hasta la
realizacion de los analisis que se describen a continuacion. Aquellos plasticos que
resultaron tener la mayor pérdida de peso se seleccionaron para realizar los analisis

espectroscopicos, gravimétricos y por microscopia electronica.
5.6 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Las muestras de los plasticos de PVC, PBAT y LDPE (tratadas y control), fueron
analizadas a través de espectroscopia de IR con transformada de Fourier (FT-IR por sus
siglas en inglés), en un equipo Perkin Elmer Modelo Spectrum Two con accesorios
especificos para el estudio de polimeros, y con sistema ATR (Reflectancia Total
Atenuada). La preparacion de la muestra consistié en moler un trozo del plastico junto
con bromuro de potasio (KBr) en un mortero hasta homogeneizar, luego en una prensa
se forma una pastilla, la cual se coloca en el equipo para realizar la lectura. Los andlisis
por FT-IR se realizaron en el rango entre 400 y 4000 cm%, con una resolucién de 4 cm
y una incidencia del laser de 15 repeticiones. Estos analisis se realizaron en el Centro de
Investigacion de Polimeros Avanzados (CIPA), Concepcion, Chile, gentileza de la Dra.

Isabel Carrillo.
5.7 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Pequefios fragmentos tomados de las muestras de plastico PVC, PBAT y LDPE (tratadas
y control), los cuales se recortaron (1,0x0,5cm) y con pinzas se dispusieron en
portaobjetos metalico de 10mm, se recubrieron con un bafio de oro (Au 100% puro)
utilizando un metalizador (SPI-MODULE PF-18) por medio de ionizado a alto vacio
durante 60 s, lo cual es imprescindible para muestras no conductoras. Las imagenes se

obtuvieron utilizando un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6380LV conectado
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a una computadora para la captura de imagenes. Las micrografias SEM se obtuvieron a
500um, 10um y 5um. Para la caracterizacion de los cristales de oxalato de calcio se utilizé
espectroscopia de energia dispersiva de rayos (EDS) en el mismo equipo con un software
AZTCONE. El analisis se realiz6 en el Centro de Espectroscopia y Microscopia
Electrénica (CESMI), Concepcion, Chile, gentileza del Dr. Ricardo Oliva y del Sr. Alexis
Estay.

5.7 Termogravimetria (TGA)

Las muestras de plasticos fueron analizadas por TGA en un analizador TA Instruments,
modelo Q50. El ensayo consistié en analizar el comportamiento y estabilidad térmica de
las muestras de PVC, PBAT y LDPE (tratadas y control) con el fin de determinar las
temperaturas de degradacion y cantidad de residuos generados, a través del software
Universal Analysis 2000. EI comportamiento y estabilidad térmica de las muestras se
evaluaron en un rango de temperatura de 25 a 600 °C, empleando un barrido de
calentamiento de 10 °C/ min. Estos analisis se realizaron en el Centro de Investigacion

de Polimeros Avanzados (CIPA), Concepcidn, Chile, gentileza de la Dra. Isabel Catrrillo.
5.8 Tratamiento de los plasticos con B. adusta en medio de cultivo liquido

Para determinar la produccion de enzimas por B. adusta en presencia de los plasticos se
realiz6 un ensayo en medio de cultivo liquido, bajo las mismas condiciones del
tratamiento en medio sélido (item 5.4), excepto porque se uso caldo papa dextrosa (PD
casero). Los plasticos seleccionados para este ensayo fueron aquellos que presentaron
mayor pérdida de peso en medio solido: PVC, PBAT y LDPE. El caldo papa-dextrosa
(PD) se preparé utilizando 48 g de papa con cascara cortada en trozos, los que se
hirvieron en 2,4 L de agua destilada durante 30 min. La infusién obtenida se filtr6 a traves
de una gasa y se corrigié el volumen a 2,4 L. Luego se agregaron 4,8 g de dextrosa y se
calent6 a fuego lento, revolviendo constantemente durante 1-2 min hasta que la mezcla
se volvié homogénea. Se ajusto el pH a 5 utilizando HCI 1 M y luego se dispensaron 150
mL de medio en matraces Erlenmeyer (250 mL). Una vez sellados con tapon de algodon-
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gasay papel aluminio, los matraces se esterilizaron durante 15 min a 121°C en autoclave
Huxley 340.

Se recortaron tiras de cada tipo de plastico, y se les determiné el peso (g) de la misma
forma ya descrita (item 5.3). En esta ocasion las tiras de plastico se esterilizaron en
autoclave dentro de tubos Falcon, a 121°C durante 15 min, con excepcion de PBAT que
se autoclavo soélo durante 5 min, debido a sus propiedades. Bajo camara de flujo laminar
se dispusieron dos tiras de cada plastico en cada matraz conteniendo el medio PD, y
luego los matraces se inocularon con dos discos de micelio-agar (5 mm) tomados de
placas con crecimiento activo de B. adusta (10 dias). El ensayo fue realizado en triplicado
para cada condicion, y los matraces fueron incubados durante 40 dias en oscuridad a
24+ 2°C. Los controles conteniendo los plasticos, y no inoculados, fueron preparados e

incubados en idénticas condiciones.

A los 20 dias de incubacion, se tomé una alicuota de 10 mL de cada matraz para andlisis
de enzimas, proteinas y pH, y al finalizar el periodo de incubacion (40 dias) se separ6 la
biomasa fangica del medio liquido mediante filtracion al vacio y utilizando papel filtro
previamente seco y pesado. La biomasa fungica se secé en estufa a 60°C durante 48 h
para determinacién del peso seco (g). A los caldos filtrados se les midi6 el pH y luego se
almacenaron en tubos Falcon a 4°C hasta la determinacién de las actividades
enzimaticas. Las tiras de plastico fueron cuidadosamente separadas del medio de cultivo
con ayuda de pinzas estériles y luego fueron lavadas, secadas y pesadas de la misma

forma previamente descrita (item 5.5), para determinacion de la pérdida de peso (%).
5.9 Determinaciéon de Peroxidasas y Lacasas

La actividad de las enzimas peroxidasas y lacasas fue determinada siguiendo la
metodologia de Bourbonnais y Paice (1990), utilizando 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) como sustrato y para el caso de las
peroxidasas, peroxido de hidrogeno (H202) como co-sustrato. La mezcla reaccional fue
preparada adicionando a una cubeta de vidrio: 770 pL de tampon acetato de sodio 50
mM pH 3.6, 1000 pL de caldo enzimatico, 30 pL de H202 20 mM y 200 pL de ABTS 2
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mM, para completar un volumen final de 2000 pL. La mezcla se homogenizo invirtiendo
la cubeta tapada e inmediatamente se colocé en el espectrofotometro (TU-1810 Split
Beam UV/Vis) para leer la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm durante 5 min,
con intervalos de 10 s. La actividad de lacasa se determiné de la misma forma, excepto
porque la mezcla reaccional no contenia H202, y en su lugar se utilizé igual volumen de
buffer. La actividad de peroxidasa y lacasa se expres6 como umoles de ABTS oxidado
(€ 420=36.000 M cm™) por unidad de tiempo (UI/mL).

5.10 Concentracion de proteinas solubles

La concentracion de proteinas solubles fue determinada en los extractos enziméticos por
el método Bradford (1976), afiadiendo 1mL de reactivo Bradford a tubos de ensayo y 100
uL de los caldos enziméaticos. Luego de incubar durante 5 min a temperatura ambiente
se leyo la absorbancia a 595 nm. Los valores de absorbancia fueron transformados a
concentracion de proteinas (mg/mL) usando una curva de calibracion preparada con

Albumina de suero bovino (BSA) 0,5 mg/mL.
5.1 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos consistieron en un analisis de homogeneidad de varianzas
utilizando la prueba de Cochran C, Hartley, Bartlett y la significancia estadistica utilizando
la prueba de Tuckey con un p < 0,05 (analisis One-way ANOVA), a traves del software
Statistica v10. Para los analisis de % de pérdida de peso de los plasticos (tanto en medio
liquido como en medio sélido) se realizé transformacion de datos utilizando la funcién v

(raiz cuadrada).
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VI. Resultados

6.1 Tratamiento de los plasticos con B. adusta en medio de cultivo sélido

Dependiendo del tipo de plastico, se observaron diferentes comportamientos en la
colonizacion y desarrollo micelial de B. adusta durante el periodo de tratamiento en medio
sélido PDA (Fig. 3). Las primeras evaluaciones de los ensayos se realizaron a los 10 dias
de tratamiento, donde fue posible observar crecimiento micelial de B. adusta en todas las
placas, mas o menos abundante, dependiendo del tipo de plastico. Luego de 20 dias, el
crecimiento del micelio complet6é las placas, creciendo sobre las tiras de plastico y
cubriéndolas casi totalmente. Finalizado el tiempo de tratamiento (40 dias), el micelio
aéreo algodonoso de B. adusta se observaba mas denso. El desarrollo micelial aparente
siguid la tendencia PE> PVC > LDPE ~ PBAT> PP > nitrilo, siendo las placas que
contenian PE donde se observo visualmente la mayor cantidad de micelio (Fig. 3).

A pesar de los tratamientos de desinfeccion de los plasticos y las condiciones de asepsia
durante la preparacion de las placas, se pudo observar desarrollo de contaminantes
(bacterianos y/o fungicos), tanto en las placas tratamiento como en las control. Sin
embargo, las contaminaciones fueron mucho mas evidentes en las placas control, que
contenian los plasticos no inoculados, principalmente en PBAT, LDPE, PVC vy nitrilo
(Fig.3, placas control). Por el contrario, en las placas tratamiento aparentemente la
presencia de B. adusta impidié el desarrollo de los contaminantes, o éstos fueron
minimos, como en el caso de las placas que contenian PVC y nitrilo en las cuales el
crecimiento de los contaminantes se detuvo debido al crecimiento micelial de B. adusta,
que se desarrollo sobre los contaminantes (Fig. 3).

A los 40 dias, y al retirar las tiras de los diferentes plasticos tratados con B. adusta, se

observo en el caso de LDPE, pérdida de la coloracion roja original (Fig.4). En tanto, PVC
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y nitrilo presentaron un cambio aparente en su textura, mostrandose mas elasticas a la

manipulacion.
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Figura 3. Crecimiento de B. adusta en las placas con medio PDA, en presencia de los diferentes plasticos, a los 10
y 40 dias de incubacion a 24°C (filas superiores), y las respectivas placas control, sin inocular, donde en algunos

casos es posible observar la presencia de contaminantes (filas inferiores).
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Figura 4. Aspecto de los plasticos sometidos a tratamiento. Fila superior: plasticos originales, fila intermedia: plasticos
control sin inocular, fila inferior: plasticos después del tratamiento por 40 dias con B. adusta.
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Los resultados del tratamiento de los plasticos con B. adusta mostraron una pérdida de
peso que siguio la tendencia PVC > PBAT > LDPE > NITRILO > PE, con una reduccion
méxima de 43,8% en PVC, significativamente diferente de la pérdida de peso respecto al
PVC control (16,0%). Una pérdida de peso minima de 1,9% fue obtenida con las muestras
de PE, en tanto que los plasticos de tipo PP (mascarillas quirdrgicas y KN95), no
presentaron pérdida de peso (Fig. 5). Entre los diferentes plasticos (sin considerar los
controles), PVC presentd la mayor pérdida de peso, siendo diferente significativamente

(p > 0,05) con todos los otros plasticos.
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Figura 5. Pérdida de peso (%) de los plasticos tratados con B. adusta, durante 40 dias
de incubacién en medio de cultivo sélido PDA. Letras sobre cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos con su respectivo control (p< 0,05) (analisis ANOVA y
prueba de Tuckey). (*) indica mayor pérdida de peso, significativamente diferente

(p<0,05) respecto a todos los otros plasticos tratados.



6.2 Andlisis de modificaciones producidas en los plasticos tratados con B.

adusta en cultivo solido

Aquellos plasticos que presentaron las mayores pérdidas de peso luego del tratamiento
con B. adusta (PVC, PBAT, LDPE), se seleccionaron para analizar posibles cambios
estructurales a través de espectroscopia infrarroja, termogravimetria y microscopia

electrénica.

6.2.1 Andlisis de espectroscopia de FT-IR

e
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Figura 6. Espectros FT-IR de las muestras PVC original (A), muestra control no inoculada
(B) y muestra tratada con B. adusta (C) por 40 dias. Las flechas hacia abajo indican
aumento en la intensidad de zonas de la curva, y las flechas hacia arriba indican

disminucién en la intensidad.

En la muestra de PVC original no sometida a tratamiento (Fig. 6A) se pueden observar
bandas fuertes entre los 1000-1100 cm debido a la presencia de cloro en la estructura.
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Entre los 2850-2900 cm! una banda de tensién de los enlaces -C-H; a 1750 cm* tensién
correspondiente a grupos -C-C y a 720-730 cm™ flexion de grupos metileno (-CHz).
Después de la biodegradacion, se puede observar la formacion de grupos -OH en la
muestra de PVC tratada con B. adusta (Fig. 6C), formacion que no se observa en la
muestras original y control (Fig. 6A-B). A 1600 cm™ se observa una disminucién de un
peak correspondiente al grupo -C-C. Entre los 2850 y 600 cm™ se evidencia la reduccién
de la intensidad de todo el espectro, principalmente de la muestra tratada (Fig.6C), la
muestra control también presentdé un reduccién menor en todo el espectro (Fig. 6B),

indicando ruptura de los enlaces -C-H, -C-C, -C-Cl y -CHo..
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Figura 7. Espectros FT-IR de muestras PBAT original (A), muestra control no inoculada
(B) y muestra tratada con B. adusta por 40 dias (C). Las flechas indican aumento en la

intensidad de zonas de la curva.

En el caso del material PBAT original (no sometido a tratamiento), se observan peaks a
2950 cm ! que representa el estiramiento del metileno (-CH2), a 1710 cm™ que representa
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el estiramiento de los grupos carbonilo (-C=0) y a 1507 cm™ que corresponde al
estiramiento del grupo -C=C- en el anillo del benceno. Los picos entre 1268-929 cm™
corresponden a los enlaces -C-O- y 717 cm™ representa la flexion del grupo -C-H del
benceno (Fig. 7A). Después de la biodegradacion, se puede observar entre los 3500-
3200 cm?, la formacion de grupos -OH en PBAT tratado con B. adusta (Fig. 7C), lo cual
no se observa en la muestra control (Fig. 7B) o en la muestra original (Fig. 7A). A los
2950 cm™ se puede observar un peak mas débil (Fig. 7B-C) en comparacion al plastico
original (Fig. 7A). El peak de 1710 cm correspondiente al grupo carbonilo disminuye su
intensidad después de la biodegradacion en comparacion al control y al plastico original.

Luego de 40 dias, las bandas se vuelven mas débiles, indicando biodegradacion.

En el caso del LDPE original (no sometido a tratamiento), se observan 3 bandas
caracteristicas del plastico: 2900 cm™, correspondiente a tension de los enlaces metilo (-
C-H), a los 1450 cm™ correspondiente a enlaces C-C y a 750 cm correspondiente a la
flexién del enlace metileno (-CH2) (Fig. 8A). Después de la biodegradacion en el plastico
LDPE tratado (Fig. 8C), el principal cambio se observa entre los 3500-3200 cm donde
aparece la formacién de grupos -OH, en la muestra control (Fig. 8B) no se observa
formacion de nuevos grupos funcionales. No se observan cambios significativos en las
bandas caracteristicas del plastico. Las bandas que aparecen a los 1640 cm, 875 cm™
y 650-420 cm™* corresponden a ruido producido por el tinte de la muestra analizada (Fig.
4).
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Figura 8. Espectros FT-IR de las muestras LDPE original (A), muestra control no

inoculada(B), y muestra tratada con B. adusta por 40 dias (C). Las flechas hacia abajo
indican aumento en la intensidad de zonas de la curva
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6.2.2 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis de TGA en el plastico PVC tratado con B. adusta revel6 una temperatura de
inicio de degradacion (To) de 212,68°C, donde comienza la degradacion térmica, hasta
los 473,83°C donde se registra la temperatura final de degradacién (Ts), con un peak de
temperatura de degradacion (Tdeg) correspondiente a 294,29°C (Fig. B), siendo
ligeramente menor a la temperatura de degradacion del PVC control (Fig. 9A) (Anexo 1),
lo que indica que el tratamiento con B. adusta afect6 la estabilidad térmica del plastico,
reduciendo su temperatura de degradacion. La pérdida de masa provocada por la
temperatura fue de 73,56% en la muestra de PVC tratada y de 38,04% en el control,
indicando que la muestra de PVC tratada con B. adusta tiene menor estabilidad térmica

que el control respectivo (Fig. 9).

En el caso del plastico PBAT, luego de ser tratado con B. adusta, mostré una To de
299,73°C, donde comienza la degradacion térmica, hasta los 450,43°C donde se registra
Tr, con un peak de Tdeg correspondiente a 387,97°C (Fig. 10C), mostrando similitud en
este caso con la Tdeg de la muestra control, con 384,60 °C (Fig. 10B). Cabe destacar que
la pérdida de masa de PBAT tratado con B. adusta fue del 100%, lo que indica que no
guedaron residuos después del proceso, ya que el material se desintegré por completo
debido a la temperatura aplicada. En la figura 10 B, se puede observar una perdida de
masa aparente del 129%, lo que luego corroborar con el analista, el valor es incorrecto y
corresponde al 100%. La causa es un error del equipo, ya que la perdida progresiva de
masa se muestra en la curva de color verde, que cuando llega a cero, indica la perdida
total de masa de la muestra. Por otra parte, el plastico PBAT control mostré una pérdida
de masa correspondiente a 93,34%, generando un residuo de 6,66% (Anexo 2). Los
resultados revelan que la muestra de PBAT tratada con B. adusta tiene menor estabilidad

térmica en comparacion al control.

En el caso del plastico LDPE tratado con B. adusta, se obtuvo una To de 313,15°C, donde
comienza la degradacién térmica, que aumenta hasta los 483,51°C donde se registra la
Tt, con un peak de Tdeg correspondiente a 411,71°C (Fig. 11C), siendo menor a la Tdeg del

LDPE control, con 447,71°C (Fig. 11B). La pérdida de masa resultante luego del proceso
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térmico fue del 55,77% para LPDE tratado con B. adusta, semejante a la pérdida de masa

del LDPE control (57,02%) (Anexo 3), sugiriendo estabilidades térmicas semejantes entre

las muestras tratadas con el hongo y los controles respectivos.
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Figura 9. Termogravimetria (TGA) del plastico PVC control (A) y PVC tratado con B.
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Figura 10. Termogravimetria (TGA) del plastico PBAT control (A) y PBAT tratado con B.

adusta (B). La grafica de color verde indica la curva de peso (TG) y la curva azul

representa la derivada del cambio de peso (DTG).
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Figura 11. Termogravimetria (TGA) del plastico LDPE control (A) y LDPE tratado con B.
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6.2.3 Andlisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

Los analisis por microscopia electronica de barrido de los plasticos luego de 40 dias de
tratamiento con B. adusta mostraron evidentes perforaciones en la superficie de los
polimeros, que dependieron del tipo de plastico. En el caso de la muestra de PVC tratada,
se pudieron observar numerosos agujeros en la superficie del material (Fig. 12 H-I). En
tanto que en la muestra control, independiente de que presentara perforaciones, éstas
fueron menos y de menor tamafio (Fig. 12 E-F), perforaciones que no estan presentes en
el plastico original (Fig.12 B-C).

La muestra de plastico PBAT, luego de 40 dias de tratamiento con B. adusta, presento
agujeros considerables en la superficie (Fig. 13 H-I). En este caso, ademas, fue posible
observar la aparicion de cristales sobre la superficie del material (Fig. 13, indicados en
circulos rojos), que posteriormente se caracterizaron por medio de espectroscopia de
energia diferencial de rayos X (Fig. 14E), confirmando que se trataba de cristales de
oxalato de Ca. Estos cristales no fueron detectados ni en el PBAT original ni en las
muestras control (no inoculadas), indicando que fueron producto del crecimiento de B.
adusta. Ademas, se puede observar la presencia de hifas (indicadas por flechas
amarillas) (Fig. 14 B-C), en las zonas erosionadas de los plasticos, evidenciando el

efectivo desarrollo del hongo en el material.

Luego de 40 dias de tratamiento del plastico LDPE con B. adusta, se observaron
perforaciones (Fig. 15G-I). También se observé la presencia de cristales de oxalato en la
superficie del polimero, que no se observaron en el plastico original (Fig. 15A-C), pero si
en el control (Fig. 15E) en menor cantidad, debido a las contaminaciones que presento.
Ademas, no se observé ningun tipo de erosion ni perturbacion en la superficie del control
(15 E, F) ni plastico original (Fig. 15B, C).
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Figura 12. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de muestras de plastico PVC original (A, B, C), muestras de PVC
control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de PVC tratado con B. adusta en medio PDA (G, H, I). Las flechas indican

perforaciones en la superficie del plastico.
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Figura 13. Microscopia electronica de barrido (SEM) de muestras de plastico PBAT original (A, B, C), muestras de
PBAT control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de PBAT tratado con B. adusta en medio PDA (G, H, I). Las flechas

indican perforaciones en la superficie del plastico y los circulos rojos indican la presencia de cristales de oxalato.
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Fig 14. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de la muestra PBAT tratada con B. adusta mostrando la presencia
de cristales de oxalato de calcio (A, D) y presencia de hifas (B, C). Andlisis de espectroscopia de energia dispersiva

de Rayos X para caracterizacion de los cristales (E).

46



(x 1000) (x 50)

(x 5000)

Sk S

LDPE ORIGINAL LDPE CONTROL LDPE TRATAMIENTO

Fig 15. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de muestras de plastico LDPE original (A, B, C), muestras de LDPE
control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de LDPE tratado con B. adusta en medio PDA (G, H, I). Las flechas indican

perforaciones en la superficie del plastico y los circulos rojos indican la presencia de cristales de oxalato.



6.3 Tratamiento de los plasticos con B. adusta en medio de cultivo liquido

Aquellos plasticos que mostraron las mayores pérdidas de peso luego del tratamiento
con B. adusta en medio de cultivo sélido PDA (PVC, PBAT y LDPE), fueron sometidos a
tratamiento en medio liquido utilizando caldo PD, con la finalidad de evaluar el crecimiento
del hongo, la pérdida de peso de los plasticos, y las enzimas extracelulares producidas

por el hongo en presencia de los plasticos.

6.3.1 Crecimiento de B. adustay pérdida de peso de los plasticos

El crecimiento micelial de B. adusta en presencia de plasticos se caracterizd por ser
abundante, en comparacion al control, e incluso creciendo sobre el plastico (Figura 16).
A los 20 dias, se observé un aumento significativo en crecimiento micelial en presencia
de plasticos, especialmente en LDPE, dado que, al ser mas ligero, flotaba y espero
permitiéd que el micelio en la superficie se desarrollara en el plastico también. Mientras
que en los plasticos PVC y PBAT se encontraban en el fondo del matraz envueltos por el
micelio de B. Adusta. A los 40 dias se pudo observar, un aumento considerable de micelio
en presencia de PVC y PBAT, los cuales estaban envueltos por el micelio de B. adusta.
En LDPE, se observo que el micelio crecia sobre la superficie del plastico (Fig. 16). El
control de B. adusta sin plastico mostro un crecimiento mas débil en comparacion con los
tratamientos. Los controles de plastico (sin inocular) no presentaron contaminaciones

durante el proceso de incubacién.

En presencia de los diferentes plasticos (PVC, PBAT y LDPE) el crecimiento micelial de
B. adusta en medio liquido no present6 diferencias significativas (Fig. 16), al finalizar el
periodo de incubacion (40 dias). La produccion de biomasa en presencia de los plasticos
estuvo en torno a los 40 mg, en tanto en los cultivos control de B. adusta, en ausencia de

los plasticos, la biomasa alcanzada fue de 46 mg, a los 40 dias.
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Figura 16. Crecimiento de B. adusta en matraces con medio PD, en presencia de los diferentes plasticos, a los 20y
40 dias de incubacion a 24°C donde en algunos casos se puede observar el crecimiento micelial en la superficie del

plastico, y las respectivas placas control, sin inocular.
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Figura 17. Crecimiento micelial (mg) de B. adusta en medio liquido PD en presencia de
plasticos, a los 40 dias de incubacion. Letras diferentes sobre cada barra indican

diferencias significativas entre los tratamientos con p<0,05 (ANOVA, test de Tuckey).

Los resultados del tratamiento de los plasticos con B. adusta en medio liquido mostraron
una pérdida de peso que tuvo la siguiente tendencia PVC> PBAT > LDPE (Fig. 18), con
la mayor pérdida de peso de 9,23% en PVC, significativamente diferente respecto a los
otros plasticos. Al realizar la comparacion de forma independiente de los plasticos
respecto a sus controles, presentaron diferencias significativas, con excepcién del

plastico LDPE, que ademéas mostré una minima pérdida de peso.
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Figura 18. Pérdida de peso (%) de los plasticos tratados con B. adusta, durante 40 dias
de incubacion en medio de cultivo liquido PD. Letras sobre cada barra indican diferencias
significativas entre cada tratamiento y su control respectivo (p< 0,05) (analisis ANOVA 'y
prueba de Tuckey). (*) indica mayor pérdida de peso, significativamente diferente (p<

0,05) respecto a todos los otros plasticos tratados.
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6.3.2 Determinacion de actividad enzimatica y contenido de proteinas solubles

Al determinar la actividad enzimatica de peroxidasas y lacasas a los 20 y 40 dias de
incubacion, en los caldos extracelulares de B. adusta, en presencia y ausencia de los
plasticos, fue posible detectar actividad solo de peroxidasa. En algunos casos la actividad
de peroxidasa disminuyo entre los 20 y 40 dias, pero en otros aumenté levemente (Tabla
2). Al finalizar el ensayo (40 dias) en presencia del plastico LDPE se obtuvo la mayor
actividad de peroxidasa, respecto a los otros plasticos y también respecto al cultivo
control de B. adusta (ausencia de plasticos) (Tabla 2).

Las proteinas solubles en los caldos extracelulares, en ausencia o presencia de los
plasticos, no mostraron diferencias importantes entre los diferentes caldos y dias de
tratamiento (Tabla 2). Los valores fueron bajos, siendo el caldo en presencia de PVC
donde se detect6 la mayor concentracion de proteinas (0,13 £ 0,03 mg/mL) a los 20 dias
de tratamiento (Tabla 2). En relacién al pH de los caldos, no se observaron cambios
importantes respecto al pH inicial de los medios de cultivo (pH = 5), en presencia o
ausencia de los plasticos. La tendencia fue hacia una leve disminucion respecto al pH
inicial, siendo la mayor disminucién detectada en el medio de cultivo en presencia de
PVC (Tabla 2).
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de los plasticos a los 20 y 40 dias de tratamiento en medio de cultivo liquido PD.

Tabla 2. Actividad de peroxidasas, contenido de proteinas y cambios de pH en los caldos de B. adusta en presencia

Peroxidasas Proteinas solubles pH
(UI/L) (mg/mL)
20 dias 40 dias 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias
Control Ba 0,42+0,14 1,08 + 0,29 0,04 £ 0,00 0,04 £ 0,01 48+0,1 49+0,1
PVC 1,08 +0,14 0,67 £0,72 0,13+ 0,03 0,07 +0,01 45+0,2 43+0,1
PBAT 0,58 £ 0,29 0,50 £ 0,25 0,07 £0,01 0,06 + 0,03 49+0,1 50+0,0
LDPE 0,58 +0,14 2,08 +2,10 0,10 £ 0,04 0,05 + 0,00 4,7+0,2 4,7+0,2

cultivos inoculados con el hongo, en ausencia de plasticos.

Los valores corresponden al promedio de 3 réplicas + DE, medidos a los 40 dias de incubacién, pH inicial 5. Control Ba corresponde a los




6.3.3 Andlisis de SEM

Luego de 40 dias de tratamiento con B. adusta en medio liquido PD, los plasticos fueron
analizados por SEM, lo que reveld la presencia de perforaciones en la superficie de los
polimeros, dependiendo del tipo de plastico. En las muestras de PVC tratadas con B.
adusta, se pueden observar numerosas perforaciones en la superficie (Fig. 20 H-I), las
cuales alcanzaron en muchos casos mayores tamafios que las que se observaron en las
muestras control, y ademas se presentaron en mayor frecuencia (Fig. 20 E-F). Dichas
perforaciones no se detectaron en la superficie del plastico PVC original (Fig. 20 B-C).
Resultados semejantes fueron observados en el caso de las muestras de PBAT tratadas
con B. adusta (Fig. 21 H-I), cuyas perforaciones fueron diferentes y mas abundantes a
las observadas en las muestras control (Fig. 21 E-F). Las grietas que se observan en las
muestras control de PBAT, corresponden a la degradacion del plastico en contacto con

el medio liquido. Ademas, este presentd contaminaciones que pusiesen afectar.

En el caso de la muestra de LDPE tratada con B. adusta (Fig. 22 H-1), también se pueden
observar pequefas perforaciones, pero en menor cantidad en comparacion con los
plasticos PVC y PBAT. El control LDPE (Fig. 22 E-F) no presenta perforaciones en la

superficie, asi como tampoco el plastico original (Fig. 22 B-C).
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Fig 19. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de muestras de plastico PVC original (A, B, C), muestras de PVC
control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de PVC tratado con B. adusta en medio PD (G, H, I). Las flechas indican
perforaciones en la superficie del plastico.
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Fig 20. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de muestras de plastico PBAT original (A, B, C), muestras de PBAT

control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de PBAT tratado con B. adusta en medio PD (G, H, I). Las flechas indican
perforaciones en la superficie del plastico.
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Fig 21. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de muestras de plastico LDPE original (A, B, C), muestras de LDPE
control (no inoculada) (D, E, F), y muestras de LDPE tratado con B. adusta en medio PD (G, H, I). Las flechas indican

perforaciones en la superficie del plastico.
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VIl. Discusion

El uso indiscriminado del material plastico en el desarrollo de diversos articulos
desechables genera gran acumulacion de estos residuos, provocando graves problemas
al medio ambiente (Shams et al. 2021). La basqueda de alternativas viables y ecoldgicas
de tratar estos residuos se presenta como una solucion a largo plazo, para el tratamiento

final de estos materiales, y fue el motivo de esta tesis.

En este estudio se utiliz6 una cepa nativa (122) del hongo de pudricién blanca
Bjerkandera adusta debido a su capacidad enzimética de degradar polimeros naturales
como la lignina (Tripathi et al. 2012), siendo un compuesto recalcitrante, asi como los
tintes industriales (Eichlerova et al. 2007). Ademas, la cepa 122 del hongo habia
demostrado previamente capacidad de producir enzimas lignoceluloliticas en ensayos
cualitativos (Guillen et al. 2011). Estos antecedentes nos permitieron poner a prueba la
capacidad de este hongo de degradar plasticos sintéticos, asi como otros autores lo han
realizado previamente con Pleurotus ostreatus (da Luz et al. 2013) y Trametes versicolor
(Dussault et al. 2017), también de pudricién blanca. B. adusta 122 demostrd capacidad
para crecer y provocar modificaciones en diversos tipos de plasticos, donde el
crecimiento micelial y la colonizacién de los materiales sintéticos, fueron importantes

luego de 40 dias de tratamiento, en medio sélido papa-dextrosa (PDA).

En cuanto a la pérdida de peso (%) de las muestras de los plasticos provocada por B.
adusta en cultivo solido, la tendencia fue PVC > PBAT > LDPE > NITRILO > PE,
tendencia que se repitié en medio liquido (PVC > PBAT > LDPE), destacando la mayor
pérdida de peso en PVC (43,6% en medio sélido, 9,23% en medio liquido). El andlisis de
pérdida de peso es el método principal para detectar biodegradacion en polimeros
sintético, tipo plasticos (Fleming 1998), donde los microorganismos atacan la superficie
de los polimeros dando inicio al proceso de degradacion por medio de la secrecion de
enzimas extracelulares y alterando la integridad de los polimeros, lo que conduce a la

pérdida de peso (Srikanth et al. 2022). La reduccion del peso de las muestras revela que



B. adusta tiene la capacidad de degradar las muestras de PVC, PBAT y LDPE

principalmente.

La capacidad de degradacion de PVC fue evaluada en Phanerochaete chrysosporium,
un hongo de pudricion blanca (Ali et al. 2014), donde ademas de observarse una
importante produccion de biomasa en presencia de peliculas de PVC, P. chrysosporium
produjo una reduccion significativa en el peso molecular del PVC (178,292 Da) en
comparacion a su control (sin inocular) (200,000 Da), la que fue corroborada a través de
analisis cromatografia de permeacion en gel (GPC), FT-IR y resonancia magnética
nuclear, revelando cambios estructurales en el plastico. En el estudio de Vivi et al. (2019)
utilizando Chaetomium globosum no se observaron pérdidas de peso significativas en el
PVC tratado, solo 9% de pérdida de peso, pero al realizar los analisis SEM, se observaron
agujeros y erosiones en la superficie del plastico, es por esto que los autores sugieren
gue la degradacion del PVC podria alcanzar cambios notables si se aumentara el tiempo
de tratamiento, ya que solo se incubaron por 28 dias (Vivi et al. 2019). Una herramienta
fundamental en el estudio de la biodegradacion de plasticos corresponde al FT-IR, el cual
identificaria cambios quimicos en los materiales producto del proceso de biodegradacion
(Sandt et al. 2021). Los resultados de analisis FT-IR muestran que la estructura quimica
de los plasticos analizados cambid, después de la biodegradacién con B. adusta. La
formacién de grupos -OH en las tres muestras tratadas con B. adusta (PVC, PBAT y
LDPE) sugieren una ruptura de enlaces, lo que podria indicar un proceso de
despolimerizacion y fragmentacion de la estructura del polimero, haciéndolo mas
susceptible a la degradacion (Gao et al. 2022; Okal et al. 2023). Ademas, en la muestra
de PVC tratado se observé una disminucion de la banda correspondiente al enlace C-C
a 1600 cm, lo que respalda la idea de una posible ruptura de enlaces. Entre los 2850 y
600 cm™ se observa una disminucién en la intensidad del espectro, lo que indica una
degradacion del plastico (Gomez-Mendez et al. 2018). Da Luz et al. (2013) probaron la
capacidad de P. ostreatus para degradar bolsas de PE, sin tratamiento fisico previo, y
utilizandolas como unico sustrato. En 45 dias de tratamiento los autores evidenciaron

degradacion en la superficie del plastico y ademas por medio de FT-IR, observaron la
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formacion de grupos — OH y enlaces C-O, los que indican degradacion en la estructura
del plastico. Los autores afirman que estas alteraciones pudieron ser debidas a la
actividad enzimatica producida por P. ostreatus, donde ademas los autores observaron
degradacion de los tintes de las bolsas plasticas (Da Luz et al. 2013).

Otra técnica util para la deteccion de modificaciones producidas por hongos en los
plasticos es el analisis de SEM, que en este caso reveld que los plasticos tratados con B.
adusta en medio solido se vieron afectados por la accion del hongo, en un periodo de 40
dias. Se observaron numerosas perforaciones, principalmente en el plastico PVC, en
tanto los plasticos PBAT y LDPE también presentaron perforaciones, pero en menor
cantidad y tamafio. Esto indica que B. adusta por medio de la colonizacién en la superficie
del plastico, generd desgaste y erosion en la superficie del polimero plastico. Los
plasticos tratados con B. adusta en medio liquido también revelaron perforaciones en la
superficie, siendo mas notorias en PVC y PBAT que en LDPE. Estos hallazgos sugieren

que B. adusta tiene la capacidad de modificar la superficie de los plasticos.

Se pueden observar resultados similares de erosiones en la superficie del PVC luego del
tratamiento con P. chrysosporium (Ali et al. 2014) y con C. globosum (Vivi et al. 2019).
En plasticos menos complejos como PE (de baja y alta densidad) existe evidencia de
biodegradacion con hongos de pudricién blanca como B. adusta (Kang et al. 2019),
degradando HDPE, donde a través de microscopia electrénica evidenciaron la erosion en

el material por accién del hongo.

En este estudio, se observé que en el proceso de biodegradacién se formaron cristales
de oxalato de Ca en la superficie del plastico PBAT tratado, y en menor cantidad en
LDPE. La formacion de cristales de oxalato de Ca por los hongos pudridores de madera
es una estrategia metabdlica que les permite degradar la lignina, utilizando la madera
como fuente de nutrientes (Shimada et al. 1994; Schilling y Jellison, 2007), y ademas
también pueden utilizar esta estrategia como mecanismo de defensa y para regular el pH

del medio para la accion de las enzimas (Hatakka y Hammel, 2010; Guggiari et al. 2011).
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Los andlisis de termogravimetria revelaron que la estabilidad térmica fue menor en la
muestra del plastico PVC tratado con B. adusta, presentando una Tdeg 294,29 °C, 13°C
menor a la muestra control (sin tratamiento fungico). La muestra PBAT tratado con B.
adusta no present6 diferencias significativas entre su control ya que solo presento una
diferencia de 3°C (PBAT control: 384,60°C/ PBAT tratado: 387,97°C). En el caso de LDPE
tratado con B. adusta, presento una diferencia de 36°C grados con su control (LDPE
control: 447,71°C/ LDPE tratado: 411,18°C). Esto indica que la accion del hongo afecto
en la estabilidad térmica del plastico LDPE y PVC. Una menor estabilidad térmica indica
gue el material es mas susceptible a la degradacion o descomposicion debido al calor
(Kanwal et al. 2022), sugiriendo en este caso que la accion del hongo fue responsable de
la menor estabilidad térmica. Khan et al. (2022) analizaron las muestras de plastico LDPE
tratadas con el hongo Penicillium citrinum luego de 90 dias, obteniendo como resultado
que la estabilidad térmica era menor a los controles sin tratar. Malacova et al. (2020)
reportaron resultados similares en presencia de Trichoderma hamatum, donde la
estabilidad térmica de LLDPE (polietileno lineal de baja densidad) resulté menor en

comparacién a su control, sin tratar, luego de 60 dias.

En una segunda etapa, los plasticos PVC, PBAT y LDPE fueron sometidos a tratamiento
con B. adusta, esta vez en medio liquido papa dextrosa (PD), con la finalidad de detectar
algunas enzimas extracelulares que podrian estar relacionadas con la accion
modificadora de plasticos de B. adusta. En los caldos extracelulares de B. adusta luego
de 20 y 40 dias de cultivo en presencia de los plasticos no fue posible detectar actividad
de lacasas. Estos resultados difieren de lo que indican investigaciones previas sobre la
produccién de lacasas por hongos pudridores de madera en la degradacion de lignina
(Janusz et al. (2020), Thurston, 1994) como lo es B. adusta (Nakamura et al. 1999). Se
ha descrito la accién de lacasas en la biodegradacion de plasticos como en PE (Sowmya
et al. 2014) donde el plastico se tratdé con lacasas fungicas de Trichoderma harzianum
(10,71 UI/L) obteniendo una reduccion de su peso (0,5%) en 10 dias de incubacion. En

la degradacién de HDPE, se detectaron la lacasas en el proceso de biodegradacion del
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plastico (Kang et al. 2019), las cuales segun los autores podria estar involucrada en el

proceso de degradacion de HDPE.

En presencia de PVC, fue posible detectar la mayor actividad de peroxidasas en el caldo
extracelular de B. adusta a los 20 dias de tratamiento (1,08 UI/L), y a los 40 dias una alta
actividad de peroxidasa fue detectada en presencia de LDPE (2,08 UI/L). Los valores de
actividad de peroxidasas en ambos periodos fueron bajos para considerar la accion de
estas enzimas en la degradacién de estos plasticos. Las peroxidasas, usualmente
utilizadas para degradar lignina por los hongos pudridores de madera, han demostrado
capacidad para la degradacion de algunos plasticos. Khatoon et al. (2019) utilizando
peroxidasas purificadas de P. chrysosporium para degradar PVC obtuvieron una pérdida
de peso del plastico del 31% a las 4 semanas de tratamiento. Sowmya et al. (2014),
utilizando peroxidasas producidas por T. harzianum (10,80 UI/L) obtuvieron una
reduccion del 0,6% de la masa de PE en 10 dias de incubacion. Un basidiomiceto
estudiado en la degradacion de PE (LDPE) es Pleurotus ostreatus (da Luz et al. 2013),
donde se utilizé el plastico como sustrato y se analizaron las actividades enzimaticas,

donde la mayor actividad detectada fue de peroxidasas a los 90 dias con 70,76 U/g.

Este estudio demostro el potencial de B. adusta (cepa 122) como una alternativa
prometedora para abordar la contaminacion por plasticos. Podria ser una solucion
sostenible para el tratamiento de desechos plasticos debido a su capacidad de colonizar
una variedad de plasticos y generar cambios fisicos y quimicos como se observaron en
PVC, PBAT y LDPE. A pesar de que solo se logr6 identificar peroxidasas involucradas
en la degradacion, es necesario investigar mas sobre el potencial enzimatico de B. adusta

en la degradacién de plasticos.
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VIII.

Conclusiones

Este estudio demostré que B. adusta puede colonizar y desarrollar micelio sobre
varios tipos de plasticos, con impactos en la estructura quimica, estabilidad térmica
y superficie fisica de los polimeros que resultdé con diversas perforaciones,
principalmente en PVC y PBAT.

Los plasticos tratados con B. adusta en medio sélido y liquido mostraron una
reduccion de peso a los 40 dias de incubacion que siguié la tendencia PVC > PBAT
> LDPE, con los mayores valores de pérdida de peso de 43,8% en medio sélido y
9,23% en medio liquido.

A través de los analisis enzimaticos fue posible detectar actividad de peroxidasa
en los caldos extracelulares de B. adusta, a los 20 y 40 dias de tratamiento de los
plasticos, principalmente en presencia de PVC y LDPE. Sin embargo, bajo las
mismas condiciones no fue posible detectar actividad de lacasa.

Es importante destacar que una variedad de factores, incluida la naturaleza
qguimica de los plasticos, las condiciones del medio de cultivo, la interaccion entre
el hongo y el material, pueden afectar la actividad enzimatica. Es posible que B.
adusta degrade o modifique los plasticos utilizando otros mecanismos o0 enzimas

gue no fueron evaluados en este estudio.
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X. Anexos

Anexo 1. Parametros térmicos del analisis TGA de las muestras de PVC.

Control PVC Tratamiento PVC
Parametro Valor Parametro Valor
T deg (°C) 307,34 T deg 294.29

To(°C) 211,05 To 212.68
T+(°C) 489,06 T+ 473.83
% perdida 38,04 % % perdida 73,56 %
% residuo 61,96 % % residuo 26,44 %

Tdeg: temperatura de degradacién; TO: temperatura inicial de degradacion; Tf: temperatura final de
degradacion; % perdida: pérdida de masa del plastico; % residuo: residuos generados, cenizas en que
no se queman al final del proceso.

Anexo 2. Parametros térmicos del analisis TGA de las muestras de PBAT.

Control PBAT Tratamiento PBAT
Parametro Valor Parametro Valor
T deg (°C) 384,60 T deg 387,97
To(°C) 310,61 To 299,73
T+(°C) 579,67 T 450,43
% perdida 93,34 % perdida 100,00
% residuo 6,66 % residuo 0,00

Tdeg: temperatura de degradacion; TO: temperatura inicial de degradacion; Tf: temperatura final de
degradacion; % perdida: pérdida de masa del plastico; % residuo: residuos generados, cenizas en que
no se queman al final del proceso.
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Anexo 3. Parametros térmicos del analisis TGA de las muestras de LDPE.

Control LDPE Tratamiento LDPE
Parametro Valor Parametro Valor
T deg (°C) 447,71 T deg 411,18
To(°C) 333,01 To 313,15
T+(°C) 488,32 T+ 483,51
% perdida 57,02 % perdida 55,77
%residuo 42,98 %residuo 44,23

Tdeg: temperatura de degradacién; TO: temperatura inicial de degradacion; Tf: temperatura final de

degradacion; % perdida: pérdida de masa del plastico; % residuo: residuos generados, cenizas en que
no se queman al final del proceso.
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