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Resumen

Titulo: Revision sistematica del estado del arte de la biodegradacion de polietileno de baja
densidad y tereftalato de polietileno

Autor: Daniel David Manrique Lopez y Maria José Paternina Chavarriaga
Palabras clave: Polimeros, biodegradacion, polietileno, pléasticos, tereftalato

Descripcion:

Esta investigacion se enfoco en presentar un panorama de las investigaciones que se han realizado
a partir de 2016 hasta 2021 respecto a la biodegradacion de polietileno y tereftalato de polietileno,
debido a que esta se presenta como una alternativa sostenible para el manejo de estos residuos. Se
ejecut6 una revision sistematica de la literatura cientifica la cual permitié dar con 1394 resultados
de los cuales se seleccionaron 62 que fueron categorizados de acuerdo con los materiales
utilizados, pretratamientos, condiciones de cultivo, microorganismos y métodos de evaluacién de
la biodegradacion. Se encontr6 que en la mayoria de estudios se efectud la biodegradacion sin
pretratamiento, sin embargo, el pretratamiento mas aplicado fue la fotooxidacion, asi mismo se ha
estudiado el uso de surfactantes como pretratamiento y como coadyuvante en el medio de cultivo.
Los microorganismos mas estudiados fueron las bacterias, especialmente de los géneros Bacillus
y Pseudomonas, respecto a los hongos, el género mas estudiado fue el Aspegillus y se encontro
poca investigacion del uso de consorcios microbianos. Los métodos de evaluacion de la
biodegradacion mas aplicados fueron el microscopio electronico de barrido (SEM), la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la prueba por pérdida de masa. A
partir del porcentaje de pérdida de masa se calculd la tasa de biodegradacion la cual se usé como
criterio de comparacion de los resultados de los diferentes estudios.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora Viviana Sanchez Torres Ingeniera Quimica, Ph.D.
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Abstract

Title: Systematic review of the state of the art of the biodegradation of low-density polyethylene
and polyethylene terephthalate

Author(s): Daniel David Manrique Lopez and Maria José Paternina Chavarriaga
Key Words: Polymers, biodegradation, polyethylene, review, terephthalate

Description:

This research focused on presenting an overview of the research that has been carried out since
2016 until 2021 regarding the biodegradation of polyethylene and polyethylene terephthalate,
since this is presented as a sustainable alternative for the management of these residues. A
systematic review of the scientific literature was carried out, which allowed the finding of 1394
articles, of which 62 were selected and categorized according to the materials used, pretreatments,
culture conditions, microorganisms, and the biodegradation test methods. It was found that most
of the research is focused on biodegradation without pretreatment, however, the most applied
pretreatment was photooxidation, likewise, the use of surfactants as pretreatment and as an
adjuvant in the culture medium has been studied. The most studied microorganisms were bacteria,
especially from the genera Bacillus and Pseudomonas, regarding fungi, the most studied genus
was Aspergillus and little research was found on the use of microbial consortia. The most applied
evaluation methods were the scanning electron microscope (SEM), the Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), and the mass loss test. From the percentage of mass loss, the rate of
biodegradation was calculated, which was used as a criterion for comparison of the results of the
different studies.

*Degree work
**Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director Viviana Sanchez Torres Chemical Engineer, Ph.D.
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Introduccion

Los plésticos son materiales compuestos de largas cadenas poliméricas que poseen
propiedades tales como ligereza, bajo costo de produccidn, alta resistencia mecanica y quimica.
Por este motivo, se han convertido en un material ampliamente atractivo y empleado por varias
industrias. A nivel mundial se producen aproximadamente entre 350 a 400 millones de toneladas
cada afio y se espera que su uso aumente en una tasa de 12% anual (Ghatge et al., 2020). Se ha
estimado que en el afio 2017, 7000 millones de toneladas de residuos plasticos se han producido
desde 1950, de los cuales 5300 millones de toneladas se encuentran en vertederos, convirtiendo la
disposicion de estos desechos en una gran problemética de contaminacion (Geyer, 2020). Esto se
debe a que su proceso de degradacion es muy lento; por ejemplo, el polietileno puede tardar en
degradarse entre 100-300 afios en condiciones naturales (Samanta et al., 2020).

Las soluciones que se han implementado para mitigar este impacto a lo largo del tiempo
son la produccidn de pléasticos biodegradables, el reciclaje, que se da en un 9% de los desechos, y
la incineracion, que abarca el 12% y libera didxido de carbono que actia como un gas de efecto
invernadero (Soleimani et al., 2020). Los plasticos biodegradables contintan presentando
inconvenientes, ya que, dependiendo de las condiciones climaticas, su degradacién puede llegar a
tardar afios (Sintim et al., 2020). Por lo tanto, ante investigaciones recientes que demuestran la
capacidad de ciertos microorganismos para consumir materiales plasticos, la biodegradacion se
presenta como una alternativa de interés para la degradacion de residuos plasticos.

El presente trabajo de investigacion se realizd con el interés de conocer los avances
realizados en las investigaciones sobre la biodegradacion del polietileno de baja densidad (LDPE)

y tereftalato de polietileno (PET), ya que estos son dos de los polimeros plasticos mas consumidos
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en Colombia, concretamente, se consumieron 170.000 y 190.000 toneladas para el afio 2020,
respectivamente (Acoplasticos, 2021).

De esta manera se propone realizar una revision sistematica de la literatura en los Gltimos
seis afios en torno a los pretratamientos, microorganismos y metodologia experimental para
evaluar la biodegradacion del LDPE y PET. El presente trabajo se llevo a cabo mediante cuatro
fases metodoldgicas: la primera, consistid en la busqueda de articulos cientificos en bases de datos
por medio de palabras clave y operadores booleanos durante el periodo 2016-2021, en la segunda
fase, fueron filtrados por medio de palabras clave y operadores booleanos, en la tercera se
categorizaron segun el tipo de microorganismo y plastico que se estudid, y para la cuarta fase se,
se determind un criterio de comparacion de resultados, se analizé la informacion extraida y se
sintetiz0 en el apartado de resultados segun los siguientes temas: pretratamientos,
microorganismos degradadores de LDPE y PET, coadyuvantes, mecanismos de degradacion vy,

técnicas de medicion de la biodegradacion.

1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Realizar una revision sistematica del estado del arte de la biodegradacion de polietileno de baja

densidad (LDPE) y tereftalato de polietileno (PET) en el periodo de 2016 a 2021.

1.2 Objetivos especificos
v Enunciar los pretratamientos del LDPE y PET empleados para preparar los sustratos plasticos
antes de los tratamientos de biodegradacion.

v" Identificar los microorganismos y consorcios biodegradadores de LDPE y PET.
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v' Detallar la metodologia empleada para evaluar la biodegradacion del LDPE y el PET.

2. Marco teérico

2.1. Polimero

Son materiales compuestos por moléculas denominadas monoémeros, los cuales actian como
unidades bésicas estructurales que se enlazan repetidamente mediante enlaces covalentes. Este
proceso de formacién recibe el nombre de polimerizacion. Por consiguiente, se conforman cadenas
de alto peso molecular que pueden plegarse sobre si mismas generando estructuras complejas
(Askeland et al., 2017). Los polimeros se pueden formar de manera natural, como es el caso de la
celulosay la lana, asi como ser sintetizados de manera artificial, como los plasticos. Los polimeros

se pueden clasificar en dos categorias de acuerdo con su estructura molecular.

2.1.1 Termoestable

Los polimeros termoestables presentan una estructura reticular a base de enlaces covalentes, en
estos, las largas cadenas de mondmeros se entrecruzan formando redes tridimensionales que
generalmente los hace resistentes y rigidos (Smith et al., 2006). Una vez que su forma es fijada
durante la reaccion de formacion, esta no se puede modificar puesto que, a altas temperaturas, se
rompen sus enlaces primarios y el material no puede recuperarse, es decir, que estos polimeros no

son reciclables.

2.1.2 Termoplastico
Los polimeros termoplasticos se deforman al ser calentados hasta derretirse formando un

fluido que vuelve a endurecerse al disminuir la temperatura. Este tipo de polimero esta formado
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por largas cadenas poliméricas lineales que se enlazan entre si con enlaces secundarios (Smith et
al., 2006). En algunos termoplésticos, las cadenas de polimero adquieren una estructura
parcialmente ordenada durante su enfriamiento, estos son conocidos como termoplésticos
semicristalinos. El polietileno y el tereftalato de polietileno se encuentran dentro de esta

clasificacion (Akay, 2012).

2.2. Polietileno

El polietileno es un material plastico compuesto GUnicamente por carbono e hidrégeno,
siendo su unidad repetitiva -(CH2-CH2)n- proveniente del etileno como se observa en la figura 1.
Este plastico se obtiene a partir de la polimerizacién catalitica del etileno gaseoso proveniente de
petroquimicas (Shah et al., 2008). Se caracteriza por ser altamente hidrofébico, siendo junto con
el tereftalato de polietileno uno de los plasticos méas usados para la fabricacion de empaques, entre

otras aplicaciones, lo que le otorga una gran importancia a nivel comercial (Ghatge et al., 2020).

Figura 1. Unidad repetitiva del polietileno

CH:
CH:——CH: /
CH: A

Etileno Polietileno

2.2.1. Polietileno de baja densidad (LDPE)
El polietileno de baja densidad tiene densidad de 0.915 a 0.94 g/cms, posee grandes grupos laterales

ramificados los cuales son responsables de su baja densidad al separar las cadenas del polimero
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(Shah et al., 2008). Es usado para embalaje de mercancias, estuches de transporte, cubiertas de

cableado y bolsas (Simul Bhuyan et al., 2021).

2.3 Tereftalato de polietileno

Se puede definir al tereftalato de polietileno como un plastico sintetizado a partir de &acido
tereftalico (TPA) vy etilenglicol, unidos por un enlace éster, en la figura 2 se observa su unidad
repetitiva. Este material se caracteriza por ser transparente, ligero, hidrofobico y resistente a los
agentes quimicos, debido a estas caracteristicas, es uno de los plasticos derivados del petréleo mas

comUnmente usados para fibras textiles, botellas y material de empaque (Sagong et al., 2020).

Figura 2. Unidad repetitiva del tereftalato de polietileno
o) 0]
\ < >_//
O @]

2.4. Biodegradacion

De acuerdo con el estandar ASTM D-5488-94d, la biodegradacion se define como “proceso capaz
de descomponer materiales a didxido de carbono, metano, agua, compuestos inorganicos o
biomasa, en el cual predomina la accién enzimatica de los microorganismos, que puede ser medida
mediante pruebas estandarizadas en un periodo especifico de tiempo, reflejando disponibilidad de
condiciones para su eliminacion”. El proceso de biodegradacion puede llevarse a cabo bajo
condiciones aerobias, dando como resultado dioxido de carbono y agua, mientras que bajo

condiciones anaerobias se obtiene metano y didxido de carbono (Singh & Sharma, 2008).
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El proceso de biodegradacién de los polimeros ocurre en las siguientes etapas:

2.4.1. Degradacion abi6tica

Las condiciones fisicas (clima, luz solar, agua, entre otros) a las cuales se encuentran expuestos
los materiales poliméricos pueden provocar que estos sufran debilitamiento de su estructura, lo
que facilita el ataque microbiano. Por consiguiente, los polimeros pueden experimentar procesos

de fotooxidacion, oxidacion térmica, quimica o mecanoquimica (Siracusa, 2019).

2.4.2. Biodeterioracion

Es la etapa en la cual se da la deterioracion del material polimeérico principalmente por la accion
microbioldgica, mediante su crecimiento sobre la superficie o al interior del material (Lucas et al.,
2008). Los microorganismos pueden actuar de forma mecénica, quimica o enzimatica, y el avance
de la biodeterioracion dependeré de factores tales como la naturaleza del microorganismo y las
condiciones del medio tales como la temperatura, humedad o contaminantes atmosféricos

(Siracusa, 2019).

2.4.3. Biofragmentacion

Los materiales poliméricos no pueden ser absorbidos directamente por los microorganismos
debido a la longitud y alto peso molecular de sus cadenas moleculares. Para poder llevar a cabo el
proceso de biodegradacion, los microorganismos segregan exoenzimas especificas las cuales
rompen las cadenas poliméricas en fragmentos de menor peso molecular (mondémeros y
oligdbmeros) que pueden atravesar la membrana celular del microorganismo para ser asimilados

(Lucas et al., 2008).
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2.4.4. Asimilacion y mineralizacion

La asimilacion y mineralizacién es la etapa final en la cual los fragmentos poliméricos son
absorbidos a través de la membrana celular del microorganismo para asi ser utilizados como una
fuente de carbono y energia, dandose la liberacion de compuestos producto del metabolismo

catabdlico de la célula (Lucas et al., 2008).

2.5. Microorganismos

2.5.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas con una morfologia muy variada los cuales tienden
a agruparse en distintas disposiciones formando colonias. ComUnmente se clasifican de acuerdo
con la estructura de su pared celular, teniendo a las bacterias Gram positivas, las cuales poseen
una capa exterior gruesa de peptidoglicano y, por otro lado, a las Gram negativas, que tienen una

capa delgada de peptidoglicano y una membrana lipidica externa (Madigan, 2009).

2.5.2 Hongos

Los hongos constituyen un gran grupo de organismos eucariotas que pueden ser tanto
unicelulares (denominados levaduras) como pluricelulares y pueden reproducirse de manera
sexual o asexual (Mufioz de Malajovich, Maria Antonia, 2012). Pueden digerir compuestos
organicos complejos mediante la secrecion de enzimas extracelulares, reduciéndolos hasta obtener
sus monomeros constituyentes, que son absorbidos por la célula fungica como fuentes de carbono

y energia (Madigan, 2009).
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La estructura de los hongos multicelulares se compone de células que forman un entramado
de filamentos Ilamados hifas, estas estan formadas por paredes celulares tubulares que rodean la
membrana citoplasmatica. Las hifas generalmente se agrupan sobre una superficie y crecen juntas,

formando una masa compacta y visible a nivel macroscopico, llamada micelio (Madigan, 2009).

2.5.3 Consorcios

Los consorcios microbianos son asociaciones entre poblaciones microbianas de diferentes
especies, estas, dependiendo de las especies y su compatibilidad, pueden actuar sinérgicamente en
beneficio de todo el grupo, formando asi una comunidad compleja. Dentro de un consorcio exitoso
se mantiene una simbiosis estrecha y un estilo de vida en el que el crecimiento y el flujo de
nutrientes se da de forma mas efectiva y eficaz que en poblaciones individuales gracias a una
comunicacion por medio de sefiales fisicoquimicas que les permite combinar tareas entre especies

(Ochoa Carrefio & Montoya Restrepo, 2010).

2.6. Enzimas
Las enzimas son proteinas que cumplen con la funcién de ser catalizadores biologicos,
disminuyendo la energia de activacion necesaria para que se lleve a cabo una reaccién. El sustrato
se acopla al sitio activo de la enzima formando un complejo enzima-sustrato que facilita la
transformacion del sustrato en los productos de reaccion, la enzima no se consume ni transforma
durante el proceso (Mufioz de Malajovich, Maria Antonia, 2012).

Una caracteristica muy importante de las enzimas es su especificidad, cada enzima cataliza
un solo tipo de reaccion quimica y se acopla a un sustrato especifico debido a su estructura

tridimensional. La actividad enzimatica en estas reacciones depende de las condiciones del medio,
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como pH, temperatura y presencia de cofactores organicos (coenzimas) e inorgéanicos (iones

metalicos) (Mufioz, 2012).

3. Metodologia

En el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo una revision sistemética del estado del arte

sobre la biodegradacion del polietileno de baja densidad (LDPE) y tereftalato de polietileno (PET).

El proceso const6 de cuatro fases metodoldgicas que se presentan en la figura 3.

Figura 3. Diagrama de la metodologia

Primera etapa:
Busqueda bibliografica

Y

Segunda etapa:
Filtrado de documentos

Y

Tercera etapa:
Organizacién y categorizacion

Y

Cuarta etapa:
Sintesis de la informacion

3.1 Primera fase: busqueda bibliogréafica

El proceso investigativo partid definiendo un protocolo de busqueda, el cual consistié en la
busqueda de articulos cientificos o de revision publicados a partir del afio 2016 hasta el afio 2021.
Para ello, se emplearon diferentes bases de datos disponibles en la biblioteca digital de la

Universidad Industrial de Santander tales como Scopus, Science Direct y Springer.
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Con el fin de obtener resultados més especificos y directamente relacionados con el tema
de investigacion, se emplearon ecuaciones de busqueda con las palabras clave “biodegradation”
“Low density polyethylene”, “LDPE”, “Polyethylene terephthalate”, “PET”, “Microbial”,
“Consortia”, “Enzymatic” junto con los operadores booleanos “and” y “or”. Asi mismo, los
documentos seleccionados debian incluir en su titulo y/o resumen por lo menos dos de las palabras

clave anteriormente mencionadas.

3.2 Segunda fase: filtrado de documentos

Con el fin de identificar claramente la documentacion mas relevante al tema de
investigacion, se realiz6 una serie de filtraciones a la informacion recolectada en el proceso de
busqueda teniendo en cuenta que esta cumpliera con los siguientes criterios:

Afio de publicacion: Se seleccionaron los articulos publicados en el periodo de tiempo de
2016 a 2021.

Titulo: Los documentos elegidos debian estar relacionados con pretratamientos, técnicas
de evaluacion, condiciones sobre la biodegradacion de polietileno de baja densidad y tereftalato
de polietileno, al igual que la caracterizacién o aislamiento de microrganismos aplicados al
proceso.

Resumen: Se realiz0 la lectura del resumen de cada articulo con el fin de descartar articulos
que no se encuentren directamente relacionados con los objetivos de la investigacion a pesar de
contener las palabras clave en su titulo.

Contenido: Se llevo a cabo la lectura de todo el contenido del articulo, para identificar los
aspectos relacionados con la presente tematica de investigacion, verificando la rigurosidad de la

informacion y resultados.
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3.3 Tercera fase: organizacion y categorizacion

Una vez seleccionados los articulos, se ejecuté la recopilacion del titulo, autores, afio, revista, DOI,
microorganismo empleado y su fuente de obtencidn, pretratamientos, condiciones experimentales
de biodegradacion, evaluacion de la biodegradacion y observaciones en una hoja de célculo.
Posteriormente fueron clasificados en dos categorias principales segun el pléstico empleado:
Polietileno de baja densidad o tereftalato de polietileno, y dentro de estas categorias se subdividio
segun el microorganismo empleado: bacterias, hongos o consorcios. Asi mismo, se empled el

gestor de bibliografia Mendeley para almacenar y organizar la documentacion.

3.4 Cuarta fase: sintesis de informacion

Mediante la revision de los documentos, se identificaron los aspectos principales referentes al tema
de investigacion tales como los pretratamientos, microrganismos, condiciones técnicas de
evaluacion y de la biodegradacion de los plasticos estudiados. Para esto, se emple6 como apoyo la
categorizacion y la hoja de célculo realizadas en la fase anterior.

Asi mismo, basados en la investigacion “A survey of intact low-density polyethylene film
biodegradation by terrestrial Actinobacterial species” de la Alzahra University en Tehran, Iran
(Soleimani et al., 2020), se determind la tasa de biodegradacion como unidad de medida comun
para la comparacion de resultados en las investigaciones que ofrecieron la suficiente informacion

para su calculo aplicando las ecuaciones 1y 2 a continuacion.

Tasa de biodegradaciéon = ((masa mwlal[g]_m(.ls.a fmal[g])*1000)[mg] * — ! - (Ec. 1)
masa inicial [g] tiempol[dias]
0, 0, *
Tasa de biodegradacion = Aldd 1909 = _APM10 (Ec. 2)

100 tiempoldias] - tiempo[dias]

Posteriormente se sintetizaron de manera detallada los temas anteriormente mencionados

en el apartado de resultados.
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4, Resultados

4.1 Anélisis bibliométrico

Se plantearon 6 ecuaciones de busqueda a partir de la combinacion de las palabras clave
determinadas en la metodologia utilizando operadores booleanos. Estas se ingresaron en las bases
de datos Scopus, Science direct y Springer. En la tabla 1 se observan las ecuaciones empleadas en
el proceso de busqueda bibliogréfica y los resultados obtenidos por cada una, para dar un total de

2580 resultados.

Tabla 1. Ecuaciones de busqueda

Id Ecuaciones de busqueda Resultados

1 (“Low density polyethylene” or LDPE) and microbial and biodegradation 928

2  (“Low density polyethylene” or LDPE) and enzymatic and biodegradation 520

3 (“Low density polyethylene” or LDPE) and consortia and biodegradation 178

4 (“Polyethylene terephthalate” or PET) and microbial and biodegradation 524

5 (“Polyethylene terephthalate” or PET) and enzymatic and biodegradation 336

6 (“Polyethylene terephthalate” or PET) and consortia and biodegradation 94
Total 2580

La informacion de estos resultados fue extraida de cada base de datos como archivos .ris, los cuales
fueron ingresados al software Mendeley con el fin de facilitar su gestion y depuracion. Se retiraron
1186 articulos duplicados de los resultados. Esta cifra es elevada debido al uso de tres bases de
datos diferentes las cuales coincidieron en muchos de sus resultados.

En la figura 4 se expone cada etapa del proceso de filtrado, en primer lugar, usando como
criterio el titulo del articulo, luego su resumen y por ultimo su contenido, asi mismo se muestra la

cantidad de articulos seleccionados luego de cada filtro.
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Figura 4. Proceso de depuracion

Busqueda avanzada

Articulos selecionados:
2280

Articulos duplicados: 1186

Articulos validos: 1394

Por titulo Por resumen
Articulos selecionados: Articulos selecionados:
149 87

Por contenido

Articulos selecionados:
62

Otros criterios tomados en cuenta en cada una de las etapas de filtrado fueron, trabajar
Unicamente con microorganismos tales como bacterias y hongos, asi mismo, se descartaron
articulos de revision e investigaciones en las cuales se alterd la matriz del polimero con aditivos.

Se realizd un recuento de los articulos publicados durante cada afio desde el 2016 hasta el
2021 el cual se puede observar en la figura 5, mostrando un aumento en el nimero de publicaciones
por afio desde el 20109.

Figura 5. Namero de articulos publicados por afio
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Al categorizar los articulos de acuerdo con su pais de origen (figura 6) se observo una gran
concentracion de investigaciones en Asia, especialmente en India y China. En 2015, Lebreton y
Andrady estimaron que China produce 17.2 millones de toneladas de residuos pléasticos por afio
mientras que India se encuentra en segundo lugar con una produccién de 14.4 millones de
toneladas por afio. Adicional a esto, se estima que el 70 y el 85% de los residuos municipales son
mal administrados en China e India, respectivamente (Lebreton & Andrady, 2019), principalmente
porque estos son recolectados por sectores informales de reciclaje obstaculizando la correcta

gestion de los residuos (Borrelle et al., 2020).

Figura 6. Distribucion geografica de los articulos eleccionados

Numero de articulos
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4.2 Pretratamientos

Los pretratamientos son procesos de degradacion abiotica los cuales inician la oxidacion parcial
del plastico y reducen propiedades como su hidrofobicidad, peso molecular, cristalinidad y algunas
propiedades mecéanicas con el fin de favorecer la asimilacion del polimero por parte de los

microorganismos (Rojas-Parrales et al., 2018). Estos se dan por factores como la luz, calor,
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sustancias quimicas y esfuerzos mecéanicos. Una préctica comdn en las investigaciones fue la
combinacion de varios tipos de pretratamientos con el fin de obtener mejores resultados y en varios
casos, obtener un efecto sinérgico sobre la degradacion del material polimérico (Chaudhary et al.,
2021; El-Sayed et al., 2021).

En la figura 7 se observa la frecuencia de uso de los pretratamientos m&s cominmente
realizados a polimeros para facilitar su degradacion. A pesar de los beneficios que trae someter el
polimero a pretratamientos, en su mayoria las investigaciones se orientaron a la biodegradacion

sin ayuda de estos.

Figura 7. Uso de pretratamientos en la investigacion de biodegradacion de LDPE y PET
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Pretratamientos

4.2.1 Fotoxidacion

La fotooxidacion o fotolisis es la degradacion que se da en un material por la accion de la luz. En
los plasticos, los rayos UV afectan los electrones de enlaces débiles pertenecientes a grupos
funcionales carbonilo que se presentan en la cadena polimérica como impurezas remanentes de su

proceso de sintesis, lo que provoca su rotura y posterior reaccion con el oxigeno del entorno. Estas
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reacciones son conocidas como reacciones Norrish (Singh & Sharma, 2008), en la figura 8 se

observa el mecanismo de la reaccion Norrish tipo 1 (a) y la Norrish tipo 2 (b).

Figura 8. Reacciones Norrish
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Nota. Modificado de (Chamas et al., 2020).

Diferentes investigaciones compararon la biodegradacion obtenida para muestras de LDPE
tratadas y no tratadas con luz UV. Se reportd gque el tratamiento de LDPE con UV por 72 h provoco
una pérdida de peso de 9.26% en muestras con 18 micras de espesor luego de ser cultivadas en
medio liquido de sales minerales con Bacillus subtilis por 30 dias con surfactina (biosurfactante)
como coadyuvante, mientras que las muestras sin tratamiento perdieron solo el 1.85% con las
mismas condiciones de cultivo, concluyendo asi que los rayos UV actlan como iniciadores de la
oxidacion del polietileno lo que aumenta su degradacion bacteriana (Vimala & Mathew, 2016).
También se ha estudiado la fotooxidacion del PET con resultados similares. Se analizo la
biodegradacion de muestras de PET, sometiendo previamente la mitad a luz UV de 365 nm por 30
minutos y posteriormente se adicionaron a cultivos en medio liquido basal inoculados con dos
consorcios bacterianos (consorcio 9 y consorcio 13) y una cepa aislada de Pseudomonas sp. (Cepa

10), cada uno por separado. Unicamente las muestras tratadas con UV mostraron cambios
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sustanciales en su espectro FTIR; los valores de los indices carbonilo y ester fueron menores para
estas, pasando de unos indices de carbonilo de 4.4, 4.3 y 4.3 respectivamente para cultivos de PET
sin tratamiento UV a 4.1, 4.05 y 3.9 con tratamiento; asi mismo los indices de ester pasaron de 4.7,
4.65y4.68a4.5,4.37y 4.2 (Roberts et al., 2020).

La formacion de diferentes grupos funcionales en el polimero como alcoxi, acilo y
principalmente carbonilo da lugar a la reduccion de la hidrofobicidad del plastico debida a la
incorporacion de enlaces funcionales. La reduccién de la hidrofobicidad mejora la degradacion

microbiana facilitando la accion de sus enzimas en la superficie (Dey et al., 2020).

4.2.2 Oxidacion térmica

Este tipo de pretratamiento se da por la aplicacion de calor al material plastico. Al igual que la
fotooxidacion, la oxidacion térmica provoca la rotura de enlaces débiles, con la diferencia de que
esto ocurre no solo en la superficie del material sino también en su interior (Varjani et al., 2017),
lo que ocasiona el aumento de grupos funcionales como los carbonilos. Esto se evidencid al tratar
muestras de polietileno térmicamente a 60°C durante un mes. Se report6 un indice de carbonilo de
0.12 y un indice de 0.08 de dobles enlaces en las muestras tratadas térmicamente, respecto a
muestras no tratadas con indices de menos del 0.01 (Mukherjee et al., 2017).

Al igual que ocurre con la fotooxidacion, la formacion de grupos funcionales carbonilo por
parte de la oxidacién térmica provoca la reduccion de la hidrofobicidad del polimero. Segln
pruebas de gota colapsada (Apéndice B) realizadas a LDPE oxidado termicamente en un horno de
aire caliente a 70°C durante 10 dias, las muestras sin tratar pasaron de un angulo de gota de 98.6°
a uno de 91.5° luego del tratamiento térmico, demostrando una mayor afinidad con el agua

(Awasthi et al., 2017).
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4.2.3 Oxidacion quimica

La oxidacion quimica se da debido a diferentes sustancias presentes en el medio donde se
encuentra el material. En los plésticos, la exposicion a soluciones con una elevada acidez o
alcalinidad provoca el desprendimiento de micropléasticos, lo cual facilita la biodegradacion
dependiendo del microrganismo utilizado (Annamalai & Namasivayam, 2017).

El &cido nitrico ha demostrado ser efectivo para el tratamiento del polietileno, el analisis mediante
FTIR de muestras de LDPE sumergidas en &cido nitrico por 7 dias, mostro la incorporacion de
grupos NOz en la matriz del polimero ademas de la vibracion y estiramiento de enlaces C-O y O-
H debido a la oxidacién. Luego, el LPDE tratado quimicamente fue biodegradado durante un mes
en un cultivo en medio liquido de sales minerales inoculado con Thermomyces lanuginosus. En el
espectro FTIR de las muestras posteriores a la biodegradacion se observo la reduccién de la
intensidad de los picos correspondientes al estiramiento de OH y NO>, lo que sugiere el consumo
de estos grupos por parte del hongo, de tal manera que el tratamiento quimico promovié la

biodegradacion (Chaudhary et al., 2021).

4.2.4 Oxidacion mecanoquimica

La degradacion mecénica de los plésticos se da por la exposicion de estos a estrés
mecanico. Esfuerzos mecanicos como el cizallamiento descomponen las cadenas de polimero,
estas roturas de la cadena provocan reacciones quimicas del material con el oxigeno de la
atmosfera (Singh & Sharma, 2008). En procesos de biodegradacion de plasticos, estos suelen ser
degradados mecanicamente mediante molinos principalmente con el fin de reducir su tamafio.
Dicha reduccion de tamafio aumenta a su vez el area superficial del material, facilitando la

interaccion con los microorganismos (El Hadri et al., 2020).
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Investigaciones han hecho uso de nitrégeno liquido para llevar los polimeros por debajo de
su temperatura de transicion vitrea, estado en el que estos se tornan fréagiles y quebradizos lo que
facilita el proceso de molienda. Usando mallas, se separ6 el material molido en 4 diferentes
tamarios de particula los cuales se cultivaron con cepas de Streptomyces y se comparé su grado de
degradacion mostrando que conforme disminuye el tamafio de la particula, aumenta el grado de
degradacion, de esto se concluyd que la pulverizacion es un pretratamiento eficaz para obtener

altas eficiencias de degradacion (Farzi et al., 2019).

4.2.5 Surfactantes

Los surfactantes son compuestos que al ser absorbidos por la superficie de un material reducen la
energia libre interfacial entre este y otras sustancias, facilitando asi la expansion de la interfase al
requerir menos trabajo para formarse (Rosen & Kunjappu, 2012). En lo que respecta a la
biodegradacion de polimeros, los surfactantes son utilizados para permitir el contacto entre la
superficie del plastico (hidrofdbica) y los microorganismos (hidrofilicos).

Para probar su efectividad, se pretrataron muestras de LDPE con 3 diferentes surfactantes,
uno cationico, el cetiltrimetilamonio (CTAB); uno anionico, dodecilsulfato de sodio (SDS) y uno
no iénico, tween 80, posteriormente compararon los indices carbonilo y dobles enlaces de estas
muestras y muestras tratadas térmicamente. EI SDS obtuvo el mayor aumento de estos indices
respecto a los demas tratamientos, por este motivo se probé compararlo con tres surfactantes
anionicos mas, se midio el cambio de la cristalinidad y la oxidacion que provocaron. El SDS se
mantuvo por mucho a la cabeza en cuanto a la oxidacion y fue el Gnico que favorecio la posterior

biodegradacion del LDPE ya que con los demas no se presentd pérdida de peso. La mayor pérdida
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de peso se obtuvo con el LDPE tratado con SDS al 6% de concentracién por un mes (Mukherjee

etal., 2017).

4.3 Microorganismos degradadores de LDPE y PET

4.3.1 Estudio de los diferentes tipos de cultivo y microorganismos
Varios estudios apuntaban a los hongos como buenos candidatos para degradar polimeros debido
a su superficie hidrofébica compatible con la superficie de los polimeros, el crecimiento micelial
y ramificacion de las hifas, lo que les permite una mayor adherencia y facilita la formacion de
biopeliculas (Ghatge et al., 2020; Malafatti-Picca et al., 2019; Rojas-Parrales et al., 2018), sin
embargo, en la figura 9 se observa que tan solo el 28.6% de las investigaciones recopiladas se
dedico al estudios de hongos individualmente y un 7.1% al estudio de consorcios de hongos, en
cambio, un 61.9% estudiaron bacterias individuales y un 16.7% consorcios bacterianos.

Los consorcios también fueron poco estudiados a pesar ofrecer una gran variedad de
opciones al explorar la sinergia entre diferentes especies y sus enzimas, sin embargo, estudios
demuestran su potencial para la degradacién de LDPE y PET respectivamente (DSouza et al.,

2021) (Farzi et al., 2019).
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Figura 9. Distribucion de los tipos de cultivo realizados en las investigaciones
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4.3.2 Estudio de las bacterias degradadoras de LDPE y PET

En la figura 10 se muestran los géneros de bacterias que fueron mas estudiados para la degradacion
de LDPE y PET, en el primer y segundo lugar estan los géneros Bacillus y Pseudomonas, sin
embargo, de estos solo la especie Bacillus subtilis se posiciono en la Tabla 2, en el noveno puesto,
asi mismo el género Acinetobacter, al que pertenece la segunda especie con mas tasa de
biodegradacion (Acinetobacter pitti), solo fue estudiado en 3 investigaciones y el género
Cupriavidus al que pertenece el primer lugar (Cupriavidus necator) solo en una investigacion.
Del mismo modo, los géneros Rhodococcus y Streptomyces con el mayor potencial de
biodegradacion de PET solo fueron estudiados por 2 investigaciones cada una. Esto deja espacio
para futuras investigaciones que profundicen en el estudio de estas especies que demostraron un

gran potencial de degradacion.
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Figura 10. Géneros de bacterias estudiadas para la degradacion de LDPE y PET
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4.3.3 Estudio de los hongos degradadores de LDPE y PET

En cuanto a los hongos, como lo muestra la figura 11, el género Aspergillus fue el més estudiado.
Especies del género Aspergillus también demostraron un gran potencial para degradar el LDPE
con 5 investigaciones cuyas tasas de biodegradacion se posicionaron entre las 10 mejores. La
mayor tasa de biodegradacion de LDPE fue obtenida a partir de un consorcio de especies de este
género compuesto por las especies Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus oryzae. Se
cultivaron laminas de LDPE de 2x2 cm y 3x3cm en dos diferentes medios de cultivo, PDB (caldo
de dextrosa de papa) y CDB (Caldo Czapek Dox) junto al consorcio de especies Aspergillus

durante 55 dias, también adiciond surfactante tween 80 a algunos cultivos, sin embargo, este no
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mostro ninguna mejora. EI mejor resultado fue obtenido a partir del cultivo hecho con PDB y

ldminas de 2x2 cm sin tween 80, obtuvo una pérdida de peso del 26.153% (DSouza et al., 2021).

Figura 11. Géneros de hongos estudiados para la degradacion de LDPE y PET
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4.3.4 Microorganismos mas eficaces biodegradando LDPE y PET

El orden de eficacia de cada microorganismo se determind de acuerdo con su tasa de
biodegradacion. En la tabla 2 se observa el escalafén de los 10 microorganismos e investigaciones
que obtuvieron la mayor tasa de biodegradacion de LDPE vy en la tabla 3 los que obtuvieron la

mayor tasa de biodegradacion de PET.

Tabla 2. Primeros diez microorganismos mas efectivos para degradar LDPE

Tasa de
Microorganismo Tipo biodegradacion Referencia
(mg/g/dia)
Cupriavidus necator H16 Bacteria 16.07 (Montazer et al., 2019)
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Tasa de
Microorganismo Tipo biodegradacion Referencia
(mg/g/dia)

Acinetobacter pitti Bacteria 9.57 (Montazer et al., 2018)
Asperg!llus niger, Aspergillus flavus, anso_rcm 476 (DSouza et al., 2021)
Aspergillus oryzae fangico
Aspergillus versicolor Hongo 4,51 (Gajendiran, A. et al., 2017)

. (Gajendiran, Anudurga et
Aspergillus clavatus Hongo 3.89 al., 2016)
Paenibacillus sp. Bacteria 3.42 (Bardaji et al., 2019)
Aspergillus oryzae Hongo 3.25 (Muhonja et al., 2018)
Aspergillus versicolor Hongo 3.17 (Das et al., 2018)
Bacillus subtilis Bacteria 3.09 (Vimala & Mathew, 2016)
Thermomyces lanuginosus Hongo 3.07 (Chaudhary et al., 2021)

Tabla 3. Microorganismos mas efectivos para degradar PET

Tasa de biodegradacion

Microorganismo Tipo ” Referencia
(mg/g/dia)
Rhodococcus sp. SSM1 Bacteria 55.49 (Kumar et al., 2020)
Consorcio .
Streptomyces bacteriano 38.22 (Farzi et al., 2019)
Ideonella sakaiensis 201-F6 Bacteria 22.22 (YYoshida et al., 2016)
Bac[llus cereus, Agromyces Conso.rC|o 101 (Torena et al., 2021)
mediolanus bacteriano
Microsphaeropsis arundinis Hongo 0.36 (Malafat;gig;ca etal,

4.4 Coadyuvantes

4.4.1 Surfactantes
Los surfactantes también han demostrado buenos resultados al ser agregados al cultivo durante la
biodegradacion del plastico, ya sea de forma aislada o producidos por el mismo microorganismo
biodegradador, haciendo las veces de un coadyuvante.

Se obtuvo una pérdida de peso del 9.26% en LDPE biodegradado durante 30 dias en un
cultivo de Bacillus subtilis al cual se afiadio biosurfactante (surfactina) producido por esta misma

bacteria y aislado de un cultivo inicial de la misma, las muestras de LDPE biodegradadas en
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cultivos sin biosurfactante afiadido solo lograron 1.85% de pérdida de peso (Vimala & Mathew,
2016).

También se aprovechd la secrecion de biosurfactante directamente dentro del cultivo con
LDPE. Se aislaron las 11 cepas que mostraron ser mas eficaces para degradar LDPE y se realizd
prueba de gota colapsada a cada medio de cultivo, todas las gotas de los medios tenian mas
difusividad que el agua debido a la produccion de biosurfactantes. Siete de estas cepas se
inocularon junto a ldminas de LDPE y disminuyeron la tensién superficial en una mayor medida
que una solucion al 10% de SDS. El efecto del biosurfactante se observo en la formacion de la
biopelicula, a mayor didmetro de la gota colapsada, el nimero de bacterias en la superficie del
LDPE fue mayor, sin embargo, esto no mostrd una correlaciéon con la pérdida de peso, ya que
algunas bacterias provocaron una degradacion alta sin haber generado una gran masa celular en la
biopelicula, a diferencia de otras con una gran masa celular pero baja degradacion (Montazer et

al., 2018).

4.4.2 Cofactores
Para poder llevar a cabo su funcion catalitica las enzimas requieren de ciertos compuestos no
proteicos conocidos como cofactores. Estos pueden estar fuertemente ligados a los sitios activos o
estar débilmente asociados con la enzima. Los cofactores mas conocidos son las vitaminas las
cuales son moléculas organicas, sin embargo, también existen cofactores inorganicos,
generalmente iones metalicos (Richter, 2013).

La enzima lacasa es dependiente de los iones de cobre como cofactores, ya que cada una
de sus moléculas requiere cuatro &tomos de cobre para ser completamente funcional. Esta enzima

ha demostrado potencial para la biorremediacion y desintoxicacion de diferentes medios
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(D’Souza-Ticlo et al., 2009), por este motivo, con el objetivo de aumentar la degradacion de LDPE,
se probd agregar sulfato de cobre para incentivar la produccion de lacasa por parte de la bacteria
Microbulbifer hydrolyticus. Se realizaron cultivos con particulas de LDPE pretratadas con UV,
afiadiendo 0.2 umol/ml de sulfato de cobre a algunos de estos para posteriormente compararlos.
Las imagenes obtenidas por medio de SEM mostraron un mayor deterioro de las muestras
provenientes de cultivos con sulfato de cobre, mientras que las muestras de control y las tratadas
unicamente con UV no mostraron dafios notables. Esto confirmd las especulaciones de que
enzimas dependientes del cobre, como la lacasa, estarian involucradas en la degradacion de

plasticos (Li et al., 2020).

4.5 Mecanismos de biodegradacion

4.5.1 LDPE

La biodegradacion del polietileno es un proceso complejo debido a que los microorganismos no
pueden utilizarlo directamente como fuente de carbono debido a su alto peso molecular, asi como
falta de grupos funcionales que las enzimas microbianas puedan atacar (Dey et al., 2020). Por lo
tanto, suele ser acompafiado de factores abidticos tales como la fotooxidacion con UV, tratamiento
quimico o térmico los cuales fragmentan la cadena de carbono en oligémeros, aumentando el area
superficial y la hidrofobicidad por la introduccion de grupos funcionales (Carbonilo, hidroxilo,
keto, nitro). Posteriormente, tal como se observa en la figura 12, estos grupos funcionales son
atacados por los microorganismos, adhiriéndose a la superficie, segregando enzimas extracelulares

y fragmentando aun mas el polimero (Dey et al., 2020) ; (Ghatge et al., 2020).
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Figura 12. Biofragmentacion de LDPE
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Luego de la etapa de fragmentacion, los microorganismos pueden asimilar y emplear en su
proceso metabdlico las moléculas de &cido carboxilico, las cuales son el producto principal de la
degradacion abi6tica por medio de la B-oxidacion (Albertsson et al., 1995; Restrepo-Flérez et al.,
2014). Esta reaccién, como se muestra en la figura 13, requiere la activacion por la coenzima A,
donde posteriormente se remueven dos fragmentos de carbon de la molécula carboxilica a manera
de acetil — CoA, quedando un &cido todavia activo, el cual, participa repetidamente en el ciclo. El
acetil-CoA puede ingresar al ciclo de Krebs liberando finalmente diéxido de carbono y agua

(Albertsson et al., 1995).
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Figura 13. s-oxidacion de &cidos carboxilicos
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452 PET

Se han reportado variedad de enzimas capaces de degradar el PET, entre las cuales se
encuentran las esterasas, lipasas y cutinasas, siendo estas ultimas las mas efectivas del grupo (Chen
et al., 2020; Han et al., 2017; Joo et al., 2018; Taniguchi et al., 2019). Sin embargo, la estructura
quimica del PET y la cutina son muy diferentes, por lo cual, el mecanismo de hidrdélisis de PET a
través de esta permanece sin establecerse mas all& de que esta enzima ataca los enlaces éster de
los sustratos (Chen et al., 2020; Han et al., 2017).

Asi mismo, la identificacién de la bacteria Ideonella sakaiensis 201-F6, cuya enzima
Ilamada IsPETasa ha reportado ser de 5.5 a 120 veces mas eficiente que las enzimas anteriormente
mencionadas (Han et al., 2017), esto ha llevado que se busque esclarecer su mecanismo de
degradacion del PET. Para ello, a traves de una serie de experimentos de mutagenesis estructural
y sitio dirigido se propuso que la biodegradacion inicia con la union de la PETasa secretada por la

bacteria a la superficie del PET por su superficie hidrofobica (Joo et al., 2018).
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Posteriormente, el proceso continlia con el paso llamado “nick generation step”, donde
cuatro fracciones de MHET (Bis(2-hydroxyethyl) terephthalate) se unen a cada subsitio de la
enzima, una en el subsitio I y 3 en el subsitio 1l donde la escision del enlace éster genera la
formacion de dos cadenas de PET con diferentes terminaciones, una con la terminacion TPA (&cido
tereftalico) liberada del subsitio | y del subsitio Il con terminacion HE (grupo 2-hidroxietil) (Joo
etal., 2018). (Figura 14a)

En el segundo paso “terminal digestion step”, las cadenas de PET obtenidas en el paso
anterior se convierten en MHET de maneras diferentes. Para molécula HE-terminal (HEPET), el
MHET terminal se une al subsitio | y las tres subsecuentes MHET al subsitio Il, donde la ruptura
del enlace éster genera una molécula de MHET y un mondmero "EPET .1y que pasa por un proceso
similar al anterior. Mientras que la cadena con terminal TPA, ocurre por la ubicacion de la
terminacion TPA en el subsitio | y las tres fracciones de MHET siguientes en el subsitio I, donde
se genera una molécula de TPA y una cadena de "EPET -1y que pasa por el proceso de escision

mencionado anteriormente (Joo et al., 2018). (Figura 14b)

Figura 14. Diagrama esquematico del proceso de degradacion de PET
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La continuacion de la digestion de estas cadenas de PET de manera combinatoria produce
la acumulacién de MHET, acido tereftalico y etilenglicol al final del proceso (Joo et al., 2018;
Taniguchi et al., 2019). Finalmente, a través de la MHETasa presente en la pared celular se
hidroliza el MHET en &cido tereftélico y etilenglicol las cuales pueden ser introducidas al ciclo de

Krebs de la bacteria (Taniguchi et al., 2019).

4.6. Técnicas de medicion de la biodegradacion

4.6.1. Comparacion de la biodegradacion entre diferentes microorganismos

Determinar qué microorganismos fueron los més eficaces entre todos los que se estudiaron es una
labor compleja debido a la cantidad de variables que intervienen en el proceso de biodegradacion.
Ademas del mismo microorganismo, variables como el tiempo de biodegradacion del cultivo, su
temperatura, coadyuvantes agregados, pretratamientos aplicados y variables propias de cada
pretratamiento, tienen una influencia importante en el resultado final, ademas, cada investigacion
las manipula de diferentes maneras y con diferentes valores.

Los métodos de medicion dan un resultado concreto del estado de las muestras de polimero,
sin embargo, es dificil tener la certeza de a qué factores exactamente se debe este. Por este motivo
fue necesario encontrar una manera de relacionar estos resultados con una o varias de las variables
iniciales del proceso. La figura 15 da una vision general del uso de los diferentes métodos de
evaluacion en el estudio de la biodegradacion de polimeros. Entre los 3 métodos méas usados
tenemos al microscopio electronico de barrido (SEM), la espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR) y la medicion de pérdida de masa.
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Figura 15. Métodos de evaluacién aplicados en las investigaciones.
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la degradacidn, esto, aunque es una manera sencilla de observar directamente los dafios provocados
por los microorganismos y tratamientos, no permite una comparacion exacta entre diferentes
cepas.

Por su parte, los espectros FTIR permiten comparar tanto cualitativa como
cuantitativamente los cambios provocados a la estructura molecular del polimero con indicadores
como el indice de carbonilo o el indice de dobles enlaces, pero estos no son relacionados con
variables iniciales lo que impide poder comparar entre estudios con diferentes condiciones.

La medicion de la pérdida de masa al igual que FTIR, permite obtener un indicador
cuantitativo del nivel de degradacion, generalmente expresado como porcentaje de pérdida de
masa, de este se puede calcular la tasa de biodegradacion la cual relaciona el porcentaje de pérdida
de masa de la muestra con el tiempo de biodegradacion del cultivo y permite una comparacion

independientemente del tiempo que se dio a cada cultivo y el tamafio inicial de las muestras de
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polimero. Al ser aplicado en el 71.4 % de los articulos consultados, se considero calcular la tasa
de biodegradacion a partir del porcentaje de perdida de masa, para cada una de estas
investigaciones recopiladas y aplicarla como criterio de comparacion del rendimiento de los

microorganismos con mejor resultado de cada una.

4.6.2. Prueba por pérdida de masa (PM)
La prueba por pérdida de masa consiste en la medicion de la masa del polimero de interés antes y
después de la biodegradacion con el fin de cuantificar el consumo de este por parte de los
microrganismos, sin embargo, se debe tener precaucion con esta técnica puesto que la pérdida de
masa resultante puede ser consecuencia del consumo de los aditivos del plastico (Ghatge et al.,
2020).

El grado de degradacion del polimero calculado a partir de la pérdida de masa, se expresé
generalmente como porcentaje de pérdida de masa, calculada de acuerdo con la ecuaciéon 3

presentada a continuacion (Das et al., 2018; Kumari et al., 2019).

masa inicial-masa final

Y%perdida de masa = * 100 (Ec. 3)

masa inicial

4.6.3. Microscopio electrénico de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido es un tipo de microscopio electrénico capaz de
ofrecer una gran resolucion. EI microscopio escanea la superficie con un haz de electrones el cual
pasa a traves de varios lentes que lo enfocan para ampliar o reducir el area que se desea observar.
La interaccion entre los electrones y los atomos de la muestra da como resultado diferentes sefiales
en forma de electrones y fotones, que son recolectados y analizados para obtener la imagen de la

muestra observada (Nouailhat, 2010).
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4.6.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es un método que permite
determinar las sustancias presentes en una muestra y su cantidad. En este, se aplica un haz de
radiacion infrarroja sobre la muestra, la cual absorbe parte de la radiacion y transmite el resto. Al
detectar la radiacion transmitida se obtiene como resultado un espectro con los picos de absorcion
correspondientes a las frecuencias de vibraciones entre los enlaces de los &tomos del material y asi
mismo, el tamafio de los picos es proporcional a la cantidad presente de cada compuesto (Thermo,

2001).

4.6.5. Microscopio de fuerza atébmica (AFM)

El microscopio de fuerza atomica (AFM) es un instrumento de escaneo de superficies a ultra alta
resolucion. Consta de una sonda flexible en cuyo extremo se encuentra una punta micro fabricada
de silicio la cual se mueve con alta precision sobre la superficie. Un detector éptico mide las
fuerzas que actan sobre la sonda y a partir de estas genera una imagen de la topologia de la
superficie.

Al basar sus observaciones en un principio mecanico, el AFM logra superar las
limitaciones impuestas por la longitud de onda en los microscopios que trabajan con luz. Asi
mismo, la muestra requiere menos tratamientos para su observacion lo que permite mantenerla lo
mas cerca de su estado original, llegando incluso a permitir a observacion de células vivas en

tiempo real (Jena & Cho, 2002).
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4.6.6. Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases (GC) es una técnica en la cual se aplica una fase movil gaseosa y una
fase estacionaria liquida que interacttan con la mezcla que se analiza para separar sus componentes
gracias a sus diferencias en punto de ebullicion, presion de vapor y polaridad. EI equipo en el que
se realiza consta de una columna o tuberia en espiral en la que se encuentra la fase estacionaria, en
su entrada posee un puerto inyector en el que se introduce la mezcla a analizar y esta es arrastrada
por la inyeccion de la fase movil gaseosa, la mezcla es obligada a atravesar la columna que es
calentada por un horno a una temperatura determinada. La fase estacionaria dentro de la columna
ralentiza los compuestos que le son afines y el detector mide la cantidad de estos a la salida de la
columna. Los componentes menos afines a la fase estacionaria salen primero y posteriormente, los

mas afines (Stauffer et al., 2008).

4.6.7. Cromatografia liquida de alta precision (HPLC)
La cromatografia liquida de alta precision es una técnica que permite separar componentes de
distinta naturaleza presentes en una mezcla sin comprometer la integridad de estos.

Este método tiene como componentes principales: la muestra a analizar, una fase movil
liquida y una fase estacionaria, la cual puede ser sélida o una pelicula liquida soportada en un
solido inerte. La fase mdvil lleva la muestra a través de la fase estacionaria, en donde las
interacciones entre estos tres componentes provocan la separacion de los compuestos en la mezcla,
ralentizando y reteniendo los que posean mayor afinidad con la fase estacionaria y dejando avanzar

los mas afines a la fase movil (Suarez Ospina & Morales Hernandez, 2018).
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4.6.8. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es un método de analisis térmico ampliamente usado
para la caracterizacion de materiales y en especifico, permite una facil medicion del nivel de
cristalinidad de los polimeros. Este se basa en la medicion del flujo de calor a través de la muestra
respecto a un material de referencia, de esta manera permite obtener datos importantes del material

como temperatura de transicion vitrea y el punto de fusion (Koshy et al., 2017).

4.6.9. Andlisis mecénico dindmico (DMA)

El anélisis mecanico dindmico consiste en una serie de pruebas a partir de las cuales se obtiene
informacion sobre las propiedades mecénicas de los materiales viscoelasticos en funcién del
tiempo, la temperatura y la frecuencia. Esta técnica consiste en someter la muestra de material a
tensiones mecanicas sinusoidales, lo que hace que el material se deforme siguiendo el mismo
patron periddico. El analizador mide las amplitudes de la fuerza y el desplazamiento, y calcula el
desfase entre la fuerza y la sefial de desplazamiento. Como resultado se obtiene el médulo

complejo de la muestra (Wagner, 2018).

4.6.10. Absorcién de CO2

La medicion del CO: liberado, es una técnica comun para la determinacién del grado de
biodegradacion. Esta se puede realizar por analisis gravimétrico o volumétrico.

El andlisis gravimétrico inicia con el burbujeo de aire estéril libre de CO> hacia el matraz
en estudio, esto permite que el CO> producido por la actividad microbiologica se disuelva en el
caldo de cultivo. Para estimar la cantidad de este gas disuelto, se inicia una reaccion de

precipitacion de este y finalmente se calcula gravimétricamente el CO> liberado tomando el peso
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del precipitado. El método volumétrico difiere del anteriormente mencionado Unicamente en que
en vez de precipitar el COg, se calcula el volumen de este mediante titulacion del caldo de cultivo
previamente filtrado para retirar la biomasa. Para este fin se hace uso de una solucion de hidroxido
de sodio y como indicadores se aplican naranja de metilo y posteriormente fenolftaleina (Ameen

etal., 2015).

5. Conclusiones

En el 66.7% de los articulos analizados no se realizd ningin pretratamiento a las muestras de
plastico, sin embargo, las investigaciones que aplicaron pretratamientos sobre los plasticos
evidenciaron en su mayoria un aumento en la biodegradacion de estos respecto a la biodegradacién
de las muestras no pretratadas. El pretratamiento méas aplicado en investigacion fue la
fotooxidacion, seguido de los surfactantes y la oxidacion térmica, estos a su vez fueron
combinados para aprovechar la sinergia entre tratamientos mostrando un efecto superior al de cada
uno de manera individual.

La fotooxidacion mostré efectos notables en el indice carbonilo a partir de los 30 minutos
de exposicion y reducciéon de la hidrofobicidad de la superficie del plastico, asi mismo, la
oxidacion térmica, aument6 el indice carbonilo de las muestras y redujo la hidrofobicidad desde
los 60°C. Los surfactantes con mejores resultados al reducir la hidrofobicidad y aumentar la
biodegradacion del material fueron el dodecilsulfato de sodio (SDS) de tipo anidnico y la
surfactina producida por la bacteria Bacillus subtilis.

Los microorganismos mas investigados fueron las bacterias, especificamente el género

Bacillus, del cual resalta la especie B. subtilis con una tasa de biodegradacion de 3.09, seguido de
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las Pseudomonas. Entre los hongos, el género mas investigado fue el Aspergillus, del cual resaltan
las especies A. niger, A. flavus y A. oryzae que obtuvieron una tasa de biodegradacion de 4.76 al
formar un consorcio para degradar LDPE. En cuanto a eficiencia biodegradando plésticos la
especie con mejor tasa de biodegradacion de LDPE fue la Cupriavidus necator H16 con una tasa
de biodegradacién del 16.07 mg/g/dia y la que obtuvo la mejor tasa de biodegradacion de PET fue
la Rhodococcus sp. SSM1 con una tasa de biodegradacion de 55.49 mg/g/dia.

El método de evaluacion de la biodegradacion mas usado fue el SEM, seguido del FTIR y
la pérdida de masa. La pérdida de masa permitio obtener la comparacion mas adecuada de los

resultados de cada microorganismo.

6. Recomendaciones

Se recomienda explorar la sinergia entre diferentes tipos de pretratamiento y estudiar el gasto
energético que implica cada uno para descartar los que puedan generar contaminacion o una huella
de carbono mayor o igual a la producida por el plastico que se esta procesando.

Al momento de seleccionar las especies para desarrollar una prueba experimental se sugiere
poner énfasis en los hongos, de los cuales no se ha hecho la suficiente investigacion, especialmente
en el género Aspergillus que ha mostrado muy buenos resultados con LDPE, pero no se ha aplicado
en la degradacion de PET. Asi mismo, evaluar la eficiencia de cultivos inoculados con consorcios
de microorganismos, ya que han sido poco estudiados, sin embargo, en las interacciones positivas

entre especies se puede hallar gran potencial para incentivar la biodegradacion.
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Apéndices

Apéndice A. Método de la gota colapsada

El método de la gota colapsada fue desarrollado por Jain et al. (1991), el cual tiene como
objetivo detectar de manera rapida la presencia de surfactantes en medios de cultivo. Esta prueba
se basa en la habilidad de los surfactantes de desestabilizar las gotas de liquido sobre una superficie
oleosa (Jain et al., 1991).

Para realizar este método, se toma una gota de la suspension celular y se traslada a
microplacas recubiertas de aceite. Si la gota contiene biosurfactantes, esta colapsa debido a la
reduccion de la tension superficial entre las moléculas de la suspension y la superficie hidrofdbica.
Si la gota no contiene surfactantes, esta permanecera estable. Sin embargo, presenta una baja
sensibilidad debido a que las concentraciones de surfactantes deben ser altas para que la gota
colapse.

En caso de que el surfactante sea puro, Bodour y Miller, han presentado modificaciones de
este método para que sea cuantitativo en las cuales se realizan pruebas con soluciones de
concentracion conocida de surfactantes y se generan curvas de estandarizacion de la concentracion
de surfactante versus el diametro de la gota para luego ser comparadas con los didmetros de las

gotas obtenidas de los medios de cultivo (Bodour, Miller 1998).



