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Resumen

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de plasticos debido a las mejoras del
material para hacerlo altamente resistente a diferentes condiciones ambientales e
incluso a la accién de los microorganismos. Lo anterior conduce a la dificil
degradacién de los plasticos ordinarios y como consecuencia una alta preocupacion
ambiental mundial frente al impacto negativo de estos desechos. Particularmente, uno
de los elementos hecho de polimeros sintéticos, como el polipropileno (PP) y
polietileno (PE) son los pitillos plasticos, dichos utensilios son desechados sin a
travesar un proceso adecuado de reciclaje o reuso, por lo que a cambio el mercado
rapidamente comenzé a ofrecer alternativas como los pitillos plésticos oxo-
biodegradables que contienen pro-oxidantes en su composicion, lo que lleva a
establecer técnicas fisico quimicas como la degradacion con luz UV y el estudio de
microorganismos potencialmente degradadores de plastico, como es el caso de
Phanerochaete sp, hongo de podredumbre blanca que cuenta con enzimas como la
manganeso peroxidasa y la lignino peroxidasa. Es por esta razén que este estudio
plantea como objetivo evaluar la degradacion de pitillos oxobiodegradables (OB)
pretratados con luz ultravioleta (UV) en un sistema de microcosmos inoculado con
Phanerochaete sp. Para cumplir con lo mencionado se tomaron fragmentos de pitillos
oxo-biodegradables que fueron expuestos por 300 horas a luz UV y posteriormente
expuestos por 72 dias, en sistema de microcosmos, para llevar a cabo un tratamiento
bioldgico con Phanerochaete sp. La degradacion fue medida empleando la técnica
FTIR, AFM vy técnica de angulo de contacto, adicionalmente se realizd la
caracterizacion de otros microorganismos que se encontraban en el sistema. Se
determiné que el pretratamiento planteado de fotdlisis no genero cambios importantes
en la superficie de los fragmentos de pitillo oxo-biodegradable, se evidencio la
colonizacion de micelio fungico y la transformacion particular de los fragmentos de
pitillo oxo-biodegradables en la réplica TR4 que cont6 con la presencia de Serratia
ficaria, Phanerochaete sp, Talaromyces sp, y en menor medida de Rhodotorula
mucilaginosa y Geotrichum sp , evidenciandose una diminucion del angulo de
contacto de (65 5) % respecto al fragmento de plastico pristino, ademéas de la
oxidacion del material detectado por movimientos de tension O-H a (3300 £ 10) cm’
Ly enlaces C-OH a (1260 + 10) cm™ y a (670+ 10) cm™ a demas de movimientos de
tension C=0 (1625 + 10) cm™. A partir de lo anterior se concluye que pretratamiento
planteado de fotdlisis no aporto a la degradacion del material como se esperaba, sin
embargo estos cambios del TR4 son atribuidos a un efecto sinérgico entre los
microorganismos presentes en la réplica TR4.

1.Introduccion



Mas de medio siglo atras los polimeros sintéticos empezaron a sustituir diferentes materiales
naturales, hasta que el plastico se volvid indispensable en nuestra vida, siendo este el
polimero sintético de mayor utilidad, compuesto por elementos extraidos de combustibles
fésiles como el carbdn, petrdleo y gas natural [1]. En la actualidad el plastico tiene una amplia
gama de aplicaciones en industrias como la de alimentos, transporte, construccion,
farmacéutica, detergentes y dispositivos médicos, entre otros [2]. Su uso se ha incrementado
ya que con el tiempo la estabilidad y durabilidad del material ha mejorado continuamente
haciendo que este se vuelva altamente resistente a diferentes condiciones ambientales e
incluso a la accién de los microorganismos. Lo anterior conduce a la dificil degradacion de
los plésticos ordinarios y como consecuencia una alta preocupacién ambiental mundial frente
al impacto negativo de estos desechos. Particularmente, uno de los elementos hecho de
polimeros sintéticos, como el polipropileno (PP) y polietileno (PE), al que mayor atencion se
le ha prestado son los denominados pitillos plasticos. Segin lo reportado en 2019 por la
organizacién Ocean Conservacy, los pitillos son el quinto elemento que mas se recolectd en
las costas de todo el mundo con una cifra de 942,992 unidades, [3].Particularmente, en
Colombia para el 2019, mediante la encuesta anual manufacturera, el DANE registrdé que
para ese mismo afio se consumieron alrededor de 6 mil toneladas de pitillos[4], lo que da una
idea del impacto que puede llegar a tener este utensilio, al ser desechado sin atravesar un
proceso adecuado de reciclaje o redso.

Frente a estas cifras y el impacto ambiental que tiene los pitillos plasticos, se han ido
implementado varios enfoques para reducir y controlar las emisiones de residuos plasticos,
especialmente en entornos marinos [2], lo que ha incidido en la disminucion del uso de
pitillos plasticos y a cambio el mercado rapidamente comenzé a ofrecer soluciones
sostenibles como los pitillos plasticos biodegradables. Entre estos encontramos los pitillos
oxo-biodegradables (OBD) que sufren depolimerizacion al incorporar iones metalicos u
Oxidos como Oxido de titanio en su estructura, que catalizan la termo/fotooxidacion del
polimero [5]. Cuando en el ambiente el material se somete a altas temperaturas o radiacion
ultravioleta (UV), estos pro-oxidantes se degradan y producen radicales libres que reaccionan
con el Oz provocando asi ruptura en la molécula con la formacion de compuestos de bajo
peso molecular [6]. Si bien estos plésticos se “degradan” mas rapido que los convencionales
no es posible considerarlos biodegradables ya que estos presentan el mismo problema de
degradacion que los tradicionales e incluso peor ya que cuentan con aditivos artificiales
(plastificantes, tintes o rellenos) que tampoco se biodegradan por lo que estos plasticos
simplemente se fragmentan en pequefios trozos, denominados microplasticos, que persisten
en el ecosistema marino confundiéndose con alimentos que son ingeridos por una variedad
de especies marinas que incluye corales, fitoplancton, zooplancton, erizos de mar, langostas,
peces, etc. Finalmente se transfieren a un nivel

tropical superior, provocando lesiones y la ingestién de dichos fragmentos que pueden ser
letales para la vida marina [1].

En consecuencia, es indispensable encontrar estrategias que permitan un tratamiento
adecuado de los pitillos oxobiodegradables de tal forma que se generen cambios en las
propiedades fisicas y quimicas de estos que faciliten su degradacién bajo procesos fisicos,
quimicos y bioldgicos. De esta forma a largo plazo se ofreceria una solucién para reducir los



efectos contaminantes en el medio ambiente y el dafio que causa los pitillos
oxobiodegradables y los micro plésticos que se derivan de los mismos, a los organismos que
la ingieren.

En este contexto, el presente trabajo pretendid evaluar el efecto del hongo de podredumbre
Phanerochaete sp. CMPUJH123 y otros microorganismos presentes en un microcosmos no
estéril, sobre pitillos oxo-biodegradables pretratados con fotdlisis.

3. Marco Tedrico y antecedentes

3.1 Pitillos oxobiodegradables

Los plasticos son materiales poliméricos que se componen de moléculas quimicas de gran
tamafio en las que se repiten unidades de un compuesto denominado mondmero.
Dependiendo del método de polimerizacion y del mondmero, los plasticos tienen estructuras
quimicas variadas que hacen que, en general, se clasifiquen en dos grandes grupos: los
termoplasticos y los termoestables [7]. Particularmente los termoplasticos son empleados
para la elaboracion de diferentes elementos, incluidos los pitillos plasticos los cuales se
elaboran a partir del polipropileno (PP) y el polietileno (PE) principalmente [8].

El PP es un termopléstico que es obtenido por la polimerizacion del propileno, subproducto
gaseoso de la refinacion del petréleo. Todo esto desarrollado en presencia de un catalizador,
bajo un cuidadoso control de temperatura y presion. Este polimero se puede clasificar en tres
tipos (homopolimero, copolimero random y copolimero de alto impacto), los cuales pueden
ser modificados y adaptados para determinados usos [9].

CHs
CH CH,

N
Figura 1. Estructura de polipropileno[9]

Por otro lado, el PE de baja densidad (PEBD) es un polimero sintético derivado del petréleo;
entre sus propiedades se destacan la tenacidad, ductilidad, excelente resistencia quimica y
baja permeabilidad al vapor de agua (naturaleza hidrofobica). Por consiguiente, este material
es uno de los mas usados para la elaboracién de diferentes utensilios de uso comuin como son
pitillos, bolsas, platos desechables, entre otros, sin embargo, este polimero no es
biodegradable debido a que, al estar compuesto por una cadena larga de &tomos de carbono
(enlaces C-C y C-H) le dan la propiedad de ser una molécula apolar y asi mismo, es dificil
que estos a&tomos reaccionen con otros compuestos permitiendo su degradacién [7].
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Figura 2. Estructura de polietileno[7].

Por su parte, los polimeros oxobiodegradables son aquellos que contienen aditivos que
causan su degradacion como resultado de una oxidacion quimica de las cadenas de polimeros
de los plasticos producida bajo ciertas condiciones tales como la radiacién de rayos
ultravioleta (UV) o la exposicion al calor. Asi, se argumenta que, en una segunda fase, los
fragmentos de bajo peso molecular resultantes experimentan, eventualmente, la
biodegradacion y permiten que la descomposicion del plastico que llevaria 400 afios tenga
una duracion de solo 18 meses [10]. Sin embargo, existen investigadores que afirman que,
cuando se degradan no desaparecen de la naturaleza, sino que se fragmentan, ya que los
aditivos debilitan las propiedades térmicas y mecanicas del pléstico favoreciendo el
rompimiento y la sensibilidad en la foto y termo oxidacion del polimero. Los aditivos
prooxidantes no mineralizan el polimero, sélo favorecen la fragmentacion y posterior
liberacion de algunos compuestos que, bajo condiciones especificas, pueden contribuir a la
degradacion del plastico a compuestos asimilables por microorganismos [10].

3.2 Métodos de degradacion de plasticos oxobiodegradables

La degradacion de los plasticos oxobiodegradables puede clasificarse en abiotica o bidtica;
la primera considera el deterioro causado por factores ambientales como temperatura,
humedad, radiacion UV y dafios mecéanicos [11] mientras que la degradacion bidtica, se
define como la capacidad de un microorganismo para causar deterioro en el material
potenciando la degradacién abiotica de manera quimica, fisica o enziméaticamente [12].La
degradacion causada por ambos métodos se analiza por alteraciones en las caracteristicas
mecénicas, Opticas o eléctricas, agrietamiento, fision, corrosion, decoloracion, fase
separacion, transformaciones quimicas y formacion de nuevos grupos funcionales [13].

3.2.1 Fotodegradacion

La exposicion a la radiacion (UV) o visible, puede causar una degradacién significativa de
muchos materiales. Dicha radiacion provoca una degradacion fotooxidativa que da como
resultado la rotura de las cadenas poliméricas, produciendo radicales y disminuyendo el peso
molecular del material [14], de tal forma que se producen entrecruzamientos, grupos no
saturados y separacion de grupos laterales para generar, al final, compuestos volatiles. Este
proceso ocurre mediante la absorcion de luz, proporcionando fotones con cierta cantidad de
energia, que varia segun la longitud de onda, causando la disociacion de enlaces que
conllevan a la ruptura del polimero. Tan pronto ocurre el proceso fotolitico, se forman



radicales libres que reaccionan en presencia de oxigeno atmosférico llevando a cabo
reacciones de autooxidacion [15].

De esta oxidacion se obtienen pequefios fragmentos de polimeros méas hidrofilicos que el
original y que a su vez, puedan ser metabolizados por los microorganismos mediante la ruta
de B-oxidacion. El dafio por radiacion UV es comunmente la razon principal de la
decoloracion de tintes y pigmentos, intemperismo, coloracion amarillenta de los plasticos,
pérdida de brillo y propiedades mecénicas (agrietamiento) del material [15].
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Chain branching

Figura 3. Mecanismo de la fotodegradacion [6]

3.2.2 Biodegradacién

Las alternativas biologicas para degradar el plastico involucran tratamientos con
microorganismos ya que estos tienen la capacidad de producir enzimas que catalizan
reacciones de oxido-reduccion promoviendo la degradacion del polimero. Sin embargo, se
sabe que, en el caso de los polimeros sintéticos, estos son resistentes a dichas enzimas a causa
de su hidrofobicidad, evitando que se lleve a cabo una hidrdlisis. Ademas, su alto peso
molecular impide que el microorganismo sea capaz de asimilarlo [16][17]. Sin embargo,
como se ha mencionado anteriormente, se plantea que la adicion de prooxidantes favorece el
fraccionamiento de los polimeros, permitiendo asi que el material sufra un cambio en su
estructura, especialmente en la superficie expuesta, pudiendo facilitar los procesos de
metabolizacion de estos fragmentos por parte de los microorganismos [17].

Las bacterias y los hongos estan implicados en la degradacion de plésticos sintéticos. En
cuanto a los hongos, estos llaman la atencion debido a su naturaleza robusta y por ser una
gran fuente de diversas enzimas como celulasas, lacasas, quitinasas, ligninasas, xilinasas,
entre otras [18].Se destacan en la literatura bacterias de los géneros Bacillus , Rhodococcus ,
Pseudomonas, Comamonas, Delftia, y Stenotrophomonas con capacidad para degradar
polimeros sintéticos [19], debido a su capacidad natural para degradar los acidos grasos de
cadena larga y en la formacion de biopeliculas, claves en la descomposicion de los plasticos,
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ya que promueve la adherencia de las colonias a la superficie del plastico y su persistencia
sobre el material[19]. Se resalta el género de Serratia sp, por ser una enterobacteria
oportunista que se reconoce por la produccion de enzimas como DNAsas, lipasas, gelatinasas
y quitinasas, ademas de su uso para la biorremediacion de lugares contaminados por su
capacidad de crecer en presencia diferentes compuestos xenobidticos, especialmente el
petrdleo y asi contribuir a su degradacion [20][21].

Igualmente, se reportan en la literatura hongos filamentosos de los géneros: Aspergillus sp, y
Fusarium sp que han demostrado ser capaces de contribuir a la despolimerizacién del PE
después de haber realizado un pretratamiento tanto de luz UV como térmico, permitiendo
que polimero fuera mas sensible a la biodegradacion [19]. Destacando adicionalmente los
hongos Geotrichum sp y Talaromyces sp como acompariantes de Phanerochaete sp en este
estudio, ambos identificados como hongos ambientales. Por su parte Geotrichum sp
reconocido por ser un patdgeno oportunista de distribucion cosmopolita, hallado
en suelos, aguas, aire, detritos, plantas, etc. Recientemente también se ha mencionado su
capacidad para degradar CDs y producir enzimas como la aril, alcohol oxidasa que actua
sobre las moléculas derivadas de la lignina, asi como sobre los metabolitos fungicos
aromaticos [22][23]. Por su parte Talaromyces sp,un hongo anteriormente clasificado como
Penicillium sp, es un microorganismo de amplia distribucién y con una alta actividad
enzimatica de enzimas como xilanasas y celulasas, estudiadas para la degradacion de residuos
lignoceluldsicos de los derivados de arroz y maiz [24]. Por otra parte, también se destaca en
este estudio la levadura Rhodotorula sp, esta se caracteriza por ser un microorganismo ubicuo
de amplia distribucion tanto en ambientes terrestres como acudticos, razon por la cual
también se ha estudiado su uso en degradacion de metales pesados e hidrocarburos
aromaticos [25][26].

Por otro lado, entre los microorganismos mas estudiados se encuentran los hongos de
podredumbre blanca (HPB), los cuales se destacan por tener la habilidad de producir enzimas
oxidativas que actlan sobre diversos sustratos que tienen en su estructura compuestos
aromaticos, alifaticos y fendlico. Dentro de las enzimas que sintetizan dichos hongos se
encuentran las lacasas, manganeso-peroxidasa y lignina-peroxidasa que degradan la
molécula de lignina a compuestos quimicos simples que se introducen en su metabolismo
como fuente de carbono. Las enzimas mencionadas tienen un mecanismo catalitico de baja
especificidad, por lo que pueden mineralizar una amplia gama de moléculas organicas, que
rompen los enlaces éter y carbono-carbono que retienen el tipo de monémero bésico de
lignina mediante procesos oxidativos [27]. Como resultado de esta oxidacion se obtienen
pequefios fragmentos del polimero més hidrofilico que el original y que en seguida, puedan
ser metabolizados por los microorganismos mediante una ruta de f-oxidacion. Por lo a que,
a partir de dicha reaccion, resultan dos carbonos acetil CoA que posteriormente entran al
ciclo de los acidos tricarboxilicos para, finalmente, obtener didxido de carbono y agua [16].
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Figura 3. Mecanismo de biodegradacion [14].

La biodegradacion del PEBD ha sido investigado por varios autores [28][29][30],
encontrando diversos métodos potenciales que contribuyen en la degradacion del polimero,
especialmente, con el uso de hongos de podredumbre blanca como Pleurotus ostreatus y
Phanerochaete chrysosporium en conjunto con tratamientos fisicoquimicos que potencien al
tratamiento bioldgico. Mukherjee-Kundu et. al. (2014) realizaron un estudio usando P.
chrysosporium para la degradacién de bolsas de PE oxidadas quimicamente con dicromato
de potasio (K2Cr207), este primer tratamiento resultd en un aumento de la produccion de
compuestos carbonilo lo que sugiere que se da la introduccion de grupos polares en la
columna vertebral de polietileno que conduce a un cambio en la naturaleza hidrofébica en
una hidrofilica [28]. Adicionalmente, en este mismo estudio se determino la presencia de
iones carboxilato mediante espectroscopia infrarroja, observando asi el surgimiento de un
pico a los 1543 cm™, lo que indica que la molécula se estd oxidd y su hidrofobicidad
disminuyd con el tratamiento planteado. Ademas de esto, se evidencio la presencia de grietas
en el material, las cuales aumentaban tanto en tamafio como en nimero con el aumento en la
concentracion de K>Cr.07 [28]. Ademas, se realizd una microscopia electronica de barrido
mediante la cual determinaron que el hongo logré colonizar la superficie del PE al observarse
hifas sobre la lamina, lo que lo llevo a concluir que P. chrysosporium puede degradar laminas
de polietileno oxidadas [28].

Por otra parte, Gobmez, L et. al (2018) evaluaron la biodegradacién de l&minas de PEBD
pretratado con plasma de oxigeno, empleando el hongo Pleurotus ostreatus, en el que
obtuvieron como resultado que este hongo de podredumbre blanca fue capaz de colonizar la
superficie del polimero pretratado por lo que permitiéo un cambio en la rugosidad de la
superficie; adicionalmente, disminuyé la hidrofobicidad del polimero y permitio la
formacion de grupos carbonilo y carboxilo [29].

Por su parte, Rodriguez, E (2021) evalu6 la biotransformacion de pitillos PEBD
oxobiodegradables pretratado con luz UV y empleando el hongo Phanerochaete sp.,
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observando que el tratamiento abidtico permitié la formacion de enlaces O-H y que el hongo
fue capaz de colonizar y transformar los fragmentos de pitillo Adicionalmente, se evidencid
gue Phanerochaete sp, tuvo un mejor crecimiento en los tratamientos que incluian tanto borra
como corteza de pino (15 g corteza y 5 g borra de café, 10 g corteza y 10 g borra de café, 5
g cortezay 15 g borra de café) debido a la complementacidn nutricional que le proporcionaba
estos sustratos [30].

A partir de los resultados obtenidos por los estudios mencionados, se conoce que la
combinacién de un tratamiento abi6tico como lo es la fotdlisis y la biodegradacién mediada
por Phanerochaete sp., pueden favorecer la degradacion de pitillos OB.

Igualmente, se contempla como un factor de gran importancia el sistema en cual se lleve a
cabo la transformacion del material. Una forma particular de monitorear, controlar y evaluar
la degradacion del plastico OB son los sistemas de microcosmos, el cual se considera un tipo
de fermentacion en solida modificado que facilita el crecimiento de microorganismos sobre
sustratos solidos y bajo condiciones controladas de humedad, pH, temperatura y aireacion
[31]. Dentro del sistema de microcosmos se puede llevar a cabo la biotransformacién de
materiales s6lidos organicos e inorganicos, con diferentes grados de complejidad y estructura
quimica, proponiendo una estrategia para la transformacion de biomasa lignocelulésica y a
su vez la co-transformacion de plasticos [32] y el crecimiento del microorganismo, de tal
forma que se logre aumentar la biodegradacion del material [33]. Por lo que en estudios
previos ya se ha visto que el disefio de sistema SSF a nivel de microcosmos favorece el
crecimiento de HPB como P. ostreatus, al proporcionarle una composicién rica en materia
lignocelulosica, sustrato de las enzimas lignoliticas , estas permiten la biotransformacion de
ambos residuos por co-metabolismo del hongo [34]. Por lo anterior, es importante conocer
las condiciones que favorecen el metabolismo de los hongos, entre ellos el sustrato adecuado
para propiciar su crecimiento.

3.3.1 Sustratos

3.3.1.2 Borra de café

La borra de café es un subproducto derivado de la comercializacion del grano tostado que se
obtiene durante la preparacion de la bebida [35]. En Colombia se producen aproximadamente
22.000 toneladas por afio de borra y del cual, solo el 23 % es aprovechado como combustible
para las calderas en la generacion de vapor de agua y el otro 60 % finaliza en los rellenos
sanitarios [36]. Debido a que la borra de café puede llegar a obtener una concentracion
significativa de compuestos polifendlicos, es un residuo clasificado como material
lignocelul6sico constituido principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina acompafiado,
en menor cantidad, por proteinas, nitrdgeno organico, aceites y lipidos [37].
Adicionalmente, se conocer que la borra de café contiene 16.21 % de lignina 'y 28.05 % de
celulosa [38], lo que indica que este sustrato favorece el crecimiento del hongo
Phanerochaete sp., proporcionando asi los nutrientes y microelementos para su metabolismo
y asi contribuir la degradacion del polimero contaminante [30].
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3.3.2.2 Viruta de madera

Como parte de los residuos que genera la produccion de madera a partir de pino, se encuentra
el aserrin, la viruta y corteza. Ademas del polvo, en el proceso de aserrado se genera la viruta,
que es un fragmento de material residual con forma de lamina curvada o espiral [39] Se
caracteriza por tener bajo contenido de nitr6geno y alto contenido de carbono por la presencia
de compuestos como celulosa (32.09%), hemicelulosa (14.22 %) y lignina (30.9 %) los cuales
representan una gran porcién de la composicion quimica de la viruta e indica que este sustrato
es apto para el desarrollo de hongos de podredumbre blanca como Phanerochaete sp.

4.0Dbjetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la degradacién de pitillos oxobiodegradables pretratados con luz ultravioleta en un
sistema de microcosmos inoculado con Phanerochaete sp CMPUJH123.

4.2 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto del pretratamiento con fotdlisis UV sobre pitillos oxobiodegradables

e Evaluar el efecto del tratamiento biolégico sobre los pitillos oxo-biodegradables
pretratados.

5.Metodologia

5.1 Caracterizacion inicial de los pitillos oxo-biodegradables

A partir de 60 pitillos plasticos oxo-biodegradables, donados por una empresa productora de
pitillos en la ciudad de Bogot4, se hicieron cortes longitudinales y transversales para obtener
fragmentos de (3.0 £ 0.1 x 1.5+ 0.1) cm, posteriormente estos fueron alisados mediante la
aplicacion de calor indirecto y se les realizaron las siguientes caracterizaciones:

5.1.1 Grupos quimicos funcionales

Se determind mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
acoplado a reflectancia total atenuada (ATR) haciendo uso de un espectrofotometro
Shimadzu™ MIRacle 10. Los parametros utilizados en este estudio fueron: Measurement
mode: % tramitance, Apodization: Happ-Genzel, No. of scans:20, Resolution: 4.0, Range:
500-4000 cm™ [25].
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5.1.2 Prueba de hidrofobicidad

Se determind la hidrofobicidad de los fragmentos mediante la técnica de angulo de contacto
estatico, adicionando, sobre las ldminas, tres gotas de agua destilada con un volumen de 30
uL y con ayuda de una camara JVC full HD que se encontraba una distancia focal de 10 cm
y con un zoom de 6X, se tomaron las fotografias de los fragmentos para determinar el angulo
de contacto mediante la siguiente ecuacion [25]:

. _4bh
6 = arcsin = (1)

Donde:

e 0=El valor del angulo de contacto
e Db=la base del perfil de la gota
e h=altura (h) del perfil de la gota

5.1.3 Prueba de rugosidad

A un lote de 10 fragmentos pitillos oxo-biodegradables, se les determinaron la rugosidad
mediante el uso de un microscopio de fuerza atomica Nanosurf™ easyScan en modo contacto
con los siguientes parametros: Size: 50 um, Set point: 20 nN; P-Gain: 1000; I-Gain: 100; D-
Gain: 0 [25].

5.2 Pretratamiento con fotdlisis
Los fragmentos de pitillo fueron irradiados con dos lamparas de 15 W con luz U.V.C(200-

280 nm) por 300 horas, a una distancia de 8 cm entre la lampara y los fragmentos. Posterior
al pretratamiento, se realizé de nuevo la caracterizacion segun el numeral 5.2.

Figura 5. Unidad de fot6lisis
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5.3 Tratamiento Bioldgico

5.3.1Reactivacion de la cepa y preparacion de inéculos

Se solicitd la cepa de Phanerochaete sp CMPUJH123 a la coleccién de microorganismos de
la Pontificia Universidad Javeriana, la cual, se entregé en agar PDA. Posteriormente se
realizaron siembras de la cepa en agar salvado de trigo [Composicion para 1 L: 175 g de
salvado de trigo, 10 g de glucosa, 2 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, 0.05 g de
MgSO4*7H,0, 0.076 g de MnSO4*H,0, 0.1 g de KH2POg4, 0,1 g de cloranfenicol, 20 g de
agar], posteriormente las cajas se llevaron a incubacion por 10 dias a 28 °C [25].Luego, se
realizo el raspado del micelio de las cajas afiadiendo 5 mL de solucidn salina, la cual fue
dispuesta en un Erlenmeyer para obtener una suspension de propagulos, seguidamente dicha
suspension se monto en camara de Neubauer para ajustar el inoculo a una concentracion de
106 conidios mL*

5.3.2 Montaje de microcosmos

El montaje de los microcosmos comprendi6 un sistema en botellas de vidrio de 750 ml de
capacidad con un tampon de caucho para cierre hermético, previamente esterilizadas. Cada
sistema contenia, como sustrato sélido, una mezcla de 70 ml de viruta y borra de cafe,
medidos con una probeta y esterilizados en autoclave con dos ciclos (20 min 121°C 15 Ib) de
esterilizacion para disminuir la carga microbiana presente. Posteriormente a cada uno de los
microcosmos se le adicionaron 25 fragmentos de pitillo pretratados, como co-sustrato,
llenando asi las botellas hasta ¥ de su capacidad. Se realiz6 un tratamiento el cual consistié
en 10 ml de inoculo del hongo a una concentracion de 10° conidios mL™*y 10 ml de una
solucidn de sales (SS) (en g.L* fosfato de potasio 0.3, sulfato de magnesio 0.83, cloruro de
calcio 0.3, sulfato de hierro 0.005, sulfato de manganeso 1.56 mg, sulfato de zinc 1.4 mg) ,
el sustrato s6lido mencionado y 25 fragmentos de pitillos, asi mismo también se plante6 un
control Phanerochaete sp que conto con la mezcla de sustratos, 20 mL de SS 'y 25 fragmentos
de pitillos. Igualmente se manejé un control sustrato que a excepcion del tratamiento no
contenia los fragmentos de pitillos (Tabla 1).

Tanto el tratamiento como los controles sustrato planteados se realizaron por cuadruplicado,
a excepcion del control sin Phanerochaete sp que se realizé por duplicado, para un total de
10 sistemas de microcosmos que se evaluaron por 72 dias y se realizaron cuatro muestreos a
lo largo del montaje, a los dias 7,14, 40y 72.
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Tabla 1. Tratamientos y controles planteados para el montaje de microcosmos
Tratamiento 25 fragmentos de pitillos tratados
con fotdlisis UV + sustrato (1:1) +
Phanerochaete sp

Control sin Phanerochaete sp 25 fragmentos pitillos tratados con
(CSP) fotdlisis + sustrato (1:1)
Control sustrato Sustrato (1:1) + Phanerochaete sp
(CS)

5.3.3Determinaciones
5.3.3.1 Muestreo

Se realizaron cuatro muestreos de los microcosmos a los dias 7, 14, 40 y 72 (al finalizar el
montaje), tomando 1 g de muestra compuesta (viruta y borra) de cada microcosmos, y
realizando diluciones no seriadas en tubos de ensayo con 9.0 y 9.9 mL de solucion salina, las
cuales seguidamente se sembraron en agar PDA y agar nutritivo, de tal forma que fuera
posible identificar que microorganismos se encontraban en el sistema de microcosmos.

5.3.3.2 Identificacion y caracterizacion de microorganismos presentes en el
Microcosmos

Se realizé una caracterizacion macroscépica y microscopica de las colonias observadas en
los muestreos realizados, a través de estereomicroscopio y microscopio optico.

5.3.3.3 Identificacién de hongos filamentosos y levadura

Una vez confirmadas las estructuras microscopicas, con el fin de identificar los géneros de
los hongos filamentosos se emplearon las claves taxondmicas Barnett y Hunter (1998), y para
hongos levaduriformes, se emplearon las claves dicotomicas para la determinacion de
géneros de levaduras. Posteriormente, con el fin de establecer la especie de levadura hallada,
se procedié a realizar una bateria AP120C AUX, siguiendo el protocolo establecido por la
casa comercial Biomerieux™,

5.3.3.4 Identificacion de bacterias

S realizd descripcion macroscopica y microscopia de las colonias obtenidas, a través de
coloracion de Gram. Una vez se confirm6 la morfologia de las bacterias encontradas en el
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muestreo, con el proposito de identificar la especie de cada bacteria, se procedio a realizar
una bateria AP120 E para bacterias Gram negativas, siguiendo el protocolo establecido por
la casa comercial Biomerieux™,

5.4 Evaluacion del pitillo PEBD Oxo-biodegradable posterior al
tratamiento biotico

Al finalizar los 75 dias del tratamiento biético, se extrajeron los fragmentos de pitillos para
realizar una nueva caracterizacion haciendo uso de la metodologia expuesta en el numeral
5.1. Este procedimiento se llevd a cabo para determinar si ocurrio un proceso de
biodegradacion del material por parte de Phanerochate sp y/o de los demas microorganismos
presentes en el sistema.

5.5 Analisis estadistico

Para los datos cuantitativos se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la
diferencia entre los resultados el cual fue complementado con la prueba de comparaciones
multiples de post-hoc prueba de Tukey. En todos los casos se trabajé con un nivel de
significancia de 0.05.

6.Resultados

6.1 Caracterizacion fisicoguimica de los pitillos oxo-biodegradables

Tanto los resultados de grupos funcionales, como los resultados de hidrofobicidad y
rugosidad, se presentan por réplicas de tratamiento y CSP.

6.1.1 Grupos Quimicos funcionales

Al evaluar los fragmentos de pitillo mediante espectroscopia infrarroja, se logré observar que
el espectro de los pitillos presenta tres grupos de bandas correspondientes a movimientos de
tension de los enlaces C-H a (2900 + 10) cm™, de CH3 a (1490 + 10) cm™, ademas de CH:
acoplados, propios de la estructura del polipropileno [40] (figura 6 A), lo cual se reafirma
con la base de datos del equipo Shimadzu™ MIRacle 10. el cual arroja un score 928 sobre
1000 para PP. Después de realizar la fotolisis, se observaron los mismos movimientos de
tension de los enlaces mencionados anteriormente, sin embargo, se observo una disminucion
en el porcentaje de transmitancia, pasando de un 92 % a un 76 %. Adicionalmente, se observo
la aparicion de enlaces CH>=CHz a (1740 + 10) cm™y a (970 + 10) cm™(Figura 6B)
Posterior al tratamiento bioldgico, se pudo ver una diferencia entre las diferentes réplicas del
tratamiento y las respectivas réplicas del control sin Phanerochaete sp (CSPR1 y CSPR2)
respecto a la profundidad de la sefial. Adicionalmente se pudo ver en la réplica 4 del
tratamiento (TR4) cambios importantes en la estructura quimica de las laminas de pitillo,
evidenciandose movimientos de tension O-H a (3300 + 10) cm™ y enlaces C-OH a (1260 +
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Figura 6. Espectroscopia infrarroja de los fragmentos del pitillo A. Fragmentos de pitillo
pristino B. Fragmentos de pitillo post fotdlisis C. Fragmentos de pitillo post tratamiento 4

6.1.2 Hidrofobicidad

(TR4).

Respecto a la hidrofobicidad se observo que los fragmentos de pitillos presentan un angulo
de contacto promedio de (79 % 6) °, lo que indica que el material es altamente hidrofébico.
Una vez realizado el pretratamiento con fotolisis, no se observaron cambios, obteniéndose
un angulo de contacto de (80 + 4) °. Posterior al tratamiento biolégico, se identificd una
disminucion del angulo de contacto en los fragmentos de pitillos post tratamiento biolégico
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(Tabla 2), la cual a su vez se puede observar en la figura 2, donde se observan los cambios
del angulo de contacto respecto al fragmento de pitillo pristino, lo cual se confirma mediante
lafigura 9, que indica el valor promedio del &ngulo de contacto del fragmento, pristino, post
UV y las diferentes réplicas del tratamiento y CSP, se observa particularmente la disminucion
significativa (p < 0.05) del valor promedio del angulo de contacto del TR4, alcanzando un
valor de 48 + 4°, equivalente a un % de disminucion del 65 %.

Tabla 2. % de disminucién del &ngulo de contacto de las réplicas del tratamiento (T) y del

control sin Phanerochaete sp (CSP).

Réplica % Disminucién
TR1 10
TR2 26
TR3 35
TR4 65
CSPR1 20
CSPR2 9

Figura 7. Angulo de contacto de los fragmentos de pitillo. A angulo de contacto de los

fragmentos de pitillo pristinos B. Angulo de contacto de los fragmentos post fotolisis C.
Angulo de contacto post tratamiento biol6gico TR1 D. Angulo de contacto post tratamiento

bioldgico TR2 E. Angulo de contacto post tratamiento biologico TR3 F. Angulo de

contacto post tratamiento biolégico TR4 G Angulo de contacto post tratamiento biolégico

CSPR1. H. Angulo de contacto post tratamiento bioldgico CSPR2
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6.1.3 Rugosidad

Adicionalmente, al evaluar los fragmentos de pitillos mediante microscopia de fuerza
atdmica se logro observar que no se presentaron cambios en la topografia del material. Los
pitillos pristinos, que presentaron una rugosidad de (16.60 + 0.41) nm, obtuvieron una
rugosidad post fotolisis de (17.38 + 7.10) nm y post tratamiento bioldgico de (22.32 + 3.09)
nm para TR1, (13.84+ 1.77) MPT2, (22.55 £ 8.17) nm para TR3, 22.83 £ 7.52) nm para TR4,
(18.84 £ 2.62) nm para CSPR1 y (14.37 = 3.37) nm para CSPR2 (figura 8), indicando que
no hubo diferencias significativas(p<0.05) para este pardmetro (figura 9).

ograph) - Scan forward Denved data
" (/" o/

Derived data 85 2nm

Topography range

Figura 8. Microscopia de fuerza atdmica (AFM) A. AFM pitillos pristinos B.AFM pitillos
post fotolisis C. AFM pitillos post tratamiento bioldgico
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Figura 9. Valor promedio de rugosidad y el &ngulo de contacto de los fragmentos de
pitillo pristino, post fotolisis y post tratamiento bioldgico. a: p<0.05. las letras representan
los subgrupos homogéneos de Tukey, siendo “a” el menor resultado. A. Valor promedio de
rugosidad de los fragmentos de plastico pristino, post fotolisis y post tratamiento bioldgico.

B Valor promedio del angulo de contacto de los fragmentos de plastico pristino, post

fotolisis y post tratamiento bioldgico.

6.2 Caracterizacion e identificacion de los microorganismos presentes en

el sistema de microcosmos.
Una vez realizada la caracterizacién de los microorganismos mas predominantes en el
tratamiento, control sustrato y control sin Phanerochaete sp, se identificaron los siguientes
microorganismos: Geotrichum sp,Talaromyces sp Rhodotorula mucilaginosa, Serratia
ficaria, ademas de Phanerochaete sp, microorganismo inoculado (figura 10).

Figura 10. Macroscopias y microscopias de los microorganismos presentes en los microcosmos. A
1-2.Talaromyces sp B 1-2.Geothricum sp. C 1-2. Rhodotorula mucilaginosa. D 1-2. Serratia ficaria
E 1-2. Phanerochaete sp.
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La poblacién de cada uno de estos microorganismos fue presentando cambios en su presencia
y abundancia a lo largo del tratamiento bioldgico y los respectivos controles, por lo que se
generaron graficos de tendencia en unidades arbitarias referentes a la ausencia y presencia de
los microrganismos del sistema de microcosmos (Figura 11). Se observa que al dia 7 de
muestreo en los tratamientos se encontraba Unicamente Serratia ficaria, la cual se mantuvo
abundante hasta el dia 72 que se realiz6 el Gltimo muestreo. En el dia 40 se presento
crecimiento abundante de Phanerochaete sp, una baja presencia de R. mucilaginosa y una
presencia moderada de Talaromyces sp, al final del tratamiento se mantuvo este
comportamiento a excepcion de la presencia de Phanerochaete sp. que disminuyd. (Figura
11A)

Por su parte, en los CSP, se observd que no hubo presencia de Phanerochaete sp. a lo largo

del montaje, al dia 7 de muestreo se evidencié que habia una baja presencia de R.
mucilaginosa, para el dia 14 de muestreo no hubo presencia de ningln microorganismo,
nuevamente al dia 40 se observd una presencia abundante de la levadura la cual disminuyo
al finalizar el tratamiento al dia 72. En este muestreo se evidencio presencia moderada de
Geotrichum sp y Talaromyces sp (figura 11B).

Por ultimo, en el control sustrato, S. ficaria se mantuvo abundante hasta el final del montaje.
R. mucilaginosa estuvo abundante en el muestreo al dia 7 y al dia 14, disminuyendo su
presencia en el muestreo dia 40 y mostrando una baja presencia al dia 72. Por su parte
Phanerochaete sp, tuvo una presencia abundante al dia 40 y moderada al dia 72 de muestreo;
igualmente se observo una presencia moderada de Talaromyces sp en este control (figura 11
C).
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Figura 11. Crecimiento de Phanerochaete sp, Geotrichum sp, R. mucilaginosa, S. ficaria,
Talaromyces sp en los sistemas de microcosmos. Se presenta escala en unidades arbitrarias (U.A).0:
Microorganismo ausente 1: Baja presencia 2: Presencia moderada 3: Abundante. A. Crecimiento
(U.A) en los tratamientos post biolégico B Crecimiento (U.A) en los controles sin Phanerochaete
sp C. Crecimiento (U.A) en los controles sustrato.
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Al finalizar el tratamiento bioldgico se observd crecimiento de micelio fdngico,
comprobando una colonizacion por parte de alguno de los hongos (figura7) presentes en los
sistemas de microcosmos.

Figura 12. Colonizacidn de los fragmentos de pitillo por micelio fungico. Imagen tomada
con estereomicroscopio a 20X.

7.Discusion

Respecto al pretratamiento y segun el FTIR, al evidenciarse Unicamente la aparicion de
grupos alquenos (CH2=CH2) y la presencia de los mismos grupos observados en el material
pristino (figura 6B), pero con mayor intensidad, se considera que esto se debe a que el
polimero al ser expuesto a luz UV se generan radicales libres, los a su vez causan la ruptura
y reorganizacion de enlaces en la estructura del polimero generando otro tipo de uniones C-
H , de tal manera que la intensidad de las sefiales correspondiente a estos grupos se ve
aumentada [41]. Igualmente, la aparicion de otro tipo de enlaces como se presenta en este
caso de grupos alqueno sucede por la ruptura de enlaces alcanos, lo que causa que la molécula
queda inestable, y deba reorganizar su estructura mediante dobles enlaces que garanticen la
estabilidad de esta, a lo cual se le denomina un proceso de deshidrogenacion de alcanos [42].

No obstante, se considera que el pretratamiento fotolitico no fue lo suficientemente efectivo,
ya que, al contrario de lo esperado, la luz UV no causé la aparicion de grupos asociados a
una oxidacion en el material, como se habia reportado anteriormente por E, Rodriguez (2021)
donde, al realizar el pre-tratamiento de fotdlisis se observd un cambio en la estructura
quimica del polimero(PEBD oxo-biodegradable) al presentarse una banda correspondiente a
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los enlaces O-H entre los 3200 cm™ y 3400 cm™ con movimientos de tension vy, de igual
forma, bandas de menor tamafio a los 690 cm™ que corresponde a enlaces O-H. Al igual que
bandas pequefias correspondientes a enlaces de C=0 (1750 cm™) y C-O (1000 cm* y 1100
cm™) [31]. Se cree que para este estudio principalmente al tiempo de exposicion del material
a la luz UV, siendo 300 h no suficientes para genera cambio en las laminas de pitillos. Lo
anterior tiene relacion a la tecnologia d2w, ya que esta permite que el plastico tenga una vida
controlada (entre 6 meses y 5 afios) [42], para el caso particular de los pitillos empleados en
este estudio, estos tienen un tiempo de biodegradacién de 12 a 18 meses [43], lo que significa
que solo una vez su tiempo de vida se agote se espera que el aditivo prooxidante afiadido al
plastico comiencen a hacer su efecto, generando susceptibilidad tanto a luz UV como demés
condiciones ambientales que posteriormente facilitaran el proceso de biodegradacion [37], lo
cual explicaria lo presentado en las diferentes réplicas del tratamiento y del control post
bioldgico, ya que la mayoria no presentdé cambios importantes en la estructura quimica, a
excepcion de TR4, que sugieren que, si es posible llevar a cabo un proceso de
biodegradacion, sin embargo, para que este sea 6ptimo debe cumplirse el plazo de vida util
gue contemplan los pitillos OB.

La virutay la borra de café permitieron no solo el crecimiento de Phanerochaete sp, si no de
otros microorganismos como S. ficaria, R. mucilaginosa y Talaromyces sp debido a que los
sustratos empleados no estaban estériles (figura 11). Al estar Phanerochaete sp en el sistema,
este hongo es capaz de realizar las etapas iniciales del proceso de biodeterioro y
biofragmentacion ya que los materiales poliméricos comparten caracteristicas similares con
la lignina en cuanto a ciertas propiedades fisicas, como la hidrofobicidad, pero también por
su estructura quimica (esqueleto de carbonado), que se oxidan en el curso de la degradacion
, causando la ruptura de cadenas poliméricas proporcionando productos intermedios
carbonados de menor tamafio como alcoholes, aldehidos y acidos carboxilicos, de facil
asimilacion por parte de los demas microorganismos presentes en el sistema [44][45]. Dicha
transformacion del material puede ser llevada a cabo por la colonizacion y produccion de
enzimas como la lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa, esta Ultima, se encarga de
romper los enlaces C-C o enlaces C-O-C de las cadenas arilpropano, formado monolignoles
como son el &cido feralico, lo que se ve reflejado en aparicion de grupos OH, en la estructura
del material, como es el caso del TR4 (figura 6 C) [46]. En cuanto a la lignina peroxidasa,
esta enzima ademas de oxidar la lignina, tiene la capacidad de oxidar otros compuestos
recalcitrantes aromaticos presentes en su entorno [47]. Debido a su baja especificidad, puede
ayudar a la oxidacion de polimeros plasticos y facilitar el aumento de hidrofilicidad del
material, lo que se evidencia mediante la disminucion del angulo de contacto de este, tal
como se observo en la figura 7, figura 9.

Sin embargo, se observo que tanto S. ficaria como R. mucilaginosa, fueron capaces de crecer
aun sin la presencia de Phanerochaete sp, e incluso pudieron retrasar el crecimiento del
hongo ya que se ha reportado que especificamente el crecimiento de Phanerochaete
chrysosporium se ve inhibido por otros microorganismos del suelo [48], lo que sugiere que
este hongo puede ser un mal competidor en un ambiente natural. EI TR4 al contar con la
presencia de S. ficaria, Phanerochaete sp, Talaromyces sp, y en menor medida de R.
mucilaginosa y Geotrichum sp , demostré que las laminas de plastico pasaban un proceso de
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biodegradacion el cual, se contempla mediante la oxidacion del material donde se evidencia
la presencia de enlaces O-H, que pueden corresponder a alcoholes, ademés de la presencia
de enlaces C=0 (figura 6C), los cuales se pueden asociar a la presencia tanto a acidos
carboxilicos como a cetonas [49], lo anterior coincide con la disminucion significativa del
angulo de contacto de este tratamiento. Aunque las demas réplicas del tratamiento contaron
con los mismos microorganismos, se presume que en esta réplica pudo haber una abundancia
relativa de uno de los tres microorganismos predominantes a lo largo del montaje que no
pudo ser medida por el tipo metodologia que se empled.

No obstante, se cree que la aplicacion de diferentes microorganismos en forma de consorcio
puede llegar a una mayor eficiencia en la degradacion del plastico debido al sinergismo entre
los microorganismos y sus enzimas [50] ya que ademas de la importante actividad enzimatica
de Phanerochaete sp se reporta en la literatura la capacidad de Serratia sp, para la
degradacion de plésticos mediante la reduccion de la transmitancia de los grupo carbonilo
presentes en la estructura del PEBD 'y la aparicion de enlaces C-OH y C=0 [51]. Asi mismo,
un estudio con S. plymunthica, indica que, mediante la formacion de biopeliculas sobre
materiales poliméricos, esta bacteria es capaz de biodegradar no sélo el acido poli lactico
sino también, en menor medida, el tereftalato de polietileno (PET), poco biodegradable [52].
Por su parte, cabe resaltar que Talaromyces sp pudo también contribuir a la degradacion del
material, por lo que es un hongo reconocido por su alta actividad celulolitica y xilanolitica,
ya que se conoce que mediante su actividad enzimatica Talaromyces sp genera
modificaciones sobre la estructura del tamo de arroz, un residuo lignoceluldsico [53]. En
menor medida, tanto Geothricum sp como R. mucilaginosa, pudieron aportar a la degradacion
del material, ya que a pesar de que su crecimiento fue bajo-moderado, se ha reportado que
Geotrichum link (anamorfo de Bjerkandera) es capaz de degradar y colonizar in vitro
diferentes CD, deteriorando los principales componentes de los discos opticos como el
policarbonato y el colorante de estos [54]. Recientemente se han dirigido investigaciones a
la capacidad de biodegradacion de distintos grupos de levaduras entre ellos Rhodotorula
aurantiaca aislada de suelo en India demostrd poder biodegradar el polietileno presente en
los plasticos [55]. En relacion a lo observado en el control CSP, se evidencid que los
fragmentos de plastico de dicho control presentaron una menor disminucion de su
hidrofobicidad a comparacion de los fragmentos del TR3 y TR4(Tabla 2) e igualmente no
se registrd ningin cambio importante a nivel estructural Aunque tanto R. mucilaginosa como
Geotrichum sp también estuvieron presentes en el control CSP, los datos obtenidos se pueden
asociar a la presencia moderada de estos microorganismos hacia el final del
tratamiento(figura 11 B) y que no existiera una asociacion metabdlica entre ellos para
realizar transformaciones notorias en el material [56], adicionalmente la ausencia de
Phanerochaete sp pudo limitar la disponibilidad de nutrientes de menor complejidad que
dicho hongo pudo garantizar tanto en el tratamiento como en el control sustrato (figura 11 ).
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8.Conclusiones

e EIl pretratamiento planteado de fotdlisis no generd cambios importantes en la
superficie de los fragmentos de pitillo oxo-biodegradable, esto debido a que el tiempo
de exposicién no fue suficiente para generar cambios quimicos en el material.

e Se evidencié la colonizacidn de micelio fangico y la transformacion particular de los
fragmentos de pitillo oxo-biodegradables en la réplica TR4, por medio de cambios
significativos en la hidrofobicidad del material, disminuyendo el &ngulo de contacto
en 65%, ademas de la formacion de grupos OH, ligados a oxidaciones.

e La degradacion de los fragmentos de pitillo oxo-biodegradable se le atribuye a un
efecto sinérgico entre los microorganismos presentes en la réplica TRA4.

9.Recomendaciones

Se sugiere realizar un pretratamiento de fotdlisis mas extenso y de ser posible realizar en su
lugar el proceso de fotocatalisis, para intensificar el efecto de degradacién del material. Por
otro lado, se recomienda continuar el estudio de biodegradacion de pitillos
oxobiodegradables particularmente con Serratia ficaria, Talaromyces sp y Phanerochaete
sp, por separado y en consorcio, y realizar una cinética enzimatica y de crecimiento para
conocer tanto la produccién de enzimas como tener una medida de crecimiento del mismo
microorganismo a traves del tiempo.
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