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RESUMEN: En este trabajo, se analiz6 la
capacidad de degradacion de poliuretano de
baja densidad por el hongo Aspergillus niger.
En las condiciones analizadas, el hongo no
degrada el sustrato, pues no se observa
ninguna diferencia en el peso seco de los
mismos, después del periodo de incubacion,
aunque se observa que si hay crecimiento
del hongo (determinado por peso seco)
aunque en muy baja proporcion, mientras
que también se observa la produccion de
proteina extracelular (determinada por
la absorbancia a 750 nm), en muy baja
cantidad, en las condiciones analizadas.
Ademas, se analiz6 la produccién de las
enzimas lacasa y esterasa extracelulares,
obteniendo una actividad de lacasa de 0.16
U/mL, y de esterasa de 0.09 U/mL, mientras
que en el control sin sustrato no se observo
actividad enzimatica. En conclusion, el
hongo no degrada el polietileno de baja
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densidad, lo cual puede deberse a que no tiene esta capacidad, a que se requiere mas
tiempo de incubacién o a que se necesitan otras condiciones de incubacion y/u otros
microorganismos.

PALABRAS CLAVE: Degradacion, poliuretano, hongos, biorremediacién

ABSTRACT: In this work, the degradation capacity of low-density polyurethane by the fungus
Aspergillus niger was analyzed. Under the conditions analyzed, the fungus does not degrade
the substratum, since no difference is observed in their dry weight after the incubation period,
although it is observed that there is growth of the fungus (determined by dry weight) although
in very low proportion, while the production of extracellular protein (determined by the
absorbance at 750 nm) is also observed, in a very low quantity, under the conditions analyzed.
In addition, the production of extracellular laccase and esterase enzymes was analyzed,
obtaining a laccase activity of 0.16 U/mL, and a esterase activity of 0.09 U/mL, while in the
control without substrate no enzymatic activity was observed. In conclusion, the fungus does
not degrade low-density polyethylene, which may be because it does not have this capacity,
because more incubation time is required, or because other incubation conditions and/or
other microorganisms are needed.
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INTRODUCTION

Los plasticos son materiales poliméricos organicos; la mayoria elaborados con
derivados del petréleo y en los ultimos decenios han tenido una enorme difusion gracias a
su versatilidad, durabilidad, estabilidad, resistencia a condiciones ambientales, bajo costo
y multiples posibilidades industriales. El polietileno (PE), es un plastico compuesto por
monoémeros de oleofinas, que conjuntamente con el cloruro de polivinilo son los plasticos de
mayor uso en el Perl y en el mundo; se utilizan principalmente en la fabricacion de rollos de
plastico transparente para envolturas, peliculas, tuberias y botellas de bebidas gaseosas.
Durante los ultimos 30 afios, la produccién de plasticos ha crecido exponencialmente, al
tiempo que ha aumentado la preocupacién por el medio ambiente. Segun los expertos, los
residuos plasticos generados por elhombre tardan una media de 100 afios en descomponerse
(Martinez Arroyo et. al., 2020). Los productos elaborados con polietileno presentan dos tipos
de problemas: el deterioro cuando estan siendo utilizados y la contaminacion ambiental
posterior a su uso. En este Ultimo caso debido a sus caracteristicas de resistencia, no son
degradados por los microorganismos del suelo y permanecen visibles en el medio ambiente
por tiempo indefinido (Mangiarotti et al., 1994), a ello se debe agregar la formacion de
dioxinas, toxinas que estan asociadas a: cancer, dafo del sistema reproductor y trastornos
en el desarrollo de los seres vivos (Klenchuk, 1989).

Por otro lado, se han reportado trabajos sobre degradacion bioloégica de plasticos, y
se considera que esta alternativa es importante desde el punto de vista de la salud humana,
del medio ambiente y del factor econémico, ademas es posible utilizar los subproductos
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como fuente de energia. Eggins et al. (1971) sefialan que el proceso mas importante
para degradar plasticos es aquel en que sus componentes son utilizados como fuente
de carbono. Por otro lado, Lee et al. (1991) reportaron la degradacion del polietileno por
cepas de hongos y bacterias; y Pometto et al. (1992) lograron aislar una enzima fungica
capaz de degradar plasticos. Cuevas y Manaligod (1997) aislaron micromicetos del suelo
capaces de degradar productos de polietileno y en 2001 Clutario y Cuevas demostraron
que el micromiceto Xylaria sp. es capaz de colonizar el polietileno, la biodegradacion de
polietileno por Bacilus subtilis (Ortega y Acosta, 2021; Ortega Rojas et al., 2021), y dos
cepas de Alicycliphilus sp., que degradan poliuretano (Oceguera Cervantes, et. al., 2007).

También se ha reportado, que diferentes hongos pueden degradar poliuretano de
baja densidad, como el macromiceto Pleurotus sp., originario de los bosques brasilefios,
el cual es capaz de degradar nutrientes de polimeros sintéticos para convertirlos en
materias organicas, por lo que este hongo surge como un posible mecanismo para reciclar
los crecientes desechos mundiales de plastico que amenazan el medio ambiente ya que
demoran siglos en degradarse naturalmente (Cuevas y 1997), asi como Fusarium solani
(Ortega y Acosta, 2021) y A. niger (Mathur et. al., 2011). Hasta ahora todas las formas
de descartar el plastico, como la incineracion, el depésito bajo suelo o su reciclaje, son
contaminantes y arriesgadas para el medio ambiente, siendo la biodegradacion por hongos
una alternativa mas ecolbgica. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar la
capacidad del hongo Aspergillus niger para degradar poliuretano, para, posteriormente
tratar de establecer su funcién en la degradacion de desechos plasticos.

MATERIAL Y METODOS

Cepa utilizada

El hongo utilizado, Aspergillus niger, se obtuvo del cepario del Laboratorio de
Micologia Experimental del CIEP/FCQ/UASLP.

Estudios de degradacion

El plastico utilizado fue obtenido de bolsas de plastico incoloro, comerciales y
nuevas, recortando en cuadros de aproximadamente 1cm2. Cada uno se peso y se colocd
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con medio de Lee modificado (0.25% de fosfato
monobasico de potasio, 0.2% de sulfato de magnesio, 0.5% de sulfato de amonio, 0.5%
de cloruro de sodio y 0.25% de dextrosa y se afora a un litro con agua destilada. En estos
experimentos, se sustituye la glucosa por el plastico como unica fuente de carbono, y
calibrado a 3 pH’s diferentes (4.0, 5.3 y 7.0), y esterilizados a 15 libras de presién/20 min.

Posteriormente, se sembraron 1 x 10® esporas/mL del hongo, y se incubaron en un bafo
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con agitacion constante, a 28°C, durante 11 semanas, tomando cada semana, 3 matraces
a diferente pH, y se filtraron en papel filtro Whatman, No 1, previamente pesado; asi mismo,
se separaron y lavaron el plastico y el papel filtro con el hongo, y se secaron durante 12
horas a 60°C, para obtener el peso seco del plastico (para determinar si se reduce el peso
inicial de éste) y del hongo (para determinar su crecimiento como peso seco, utilizando el
plastico como Unica fuente de carbono), respectivamente. También, se determiné al filtrado
del hongo, proteina por el método de Lowry.

Determinacidn del crecimiento del hongo por peso seco

Este parametro se analizé inoculando 1 x 108 esporas/mL en matraces Erlenmeyer
de 250 mL conteniendo 100 ml de medio minimo de Lee modificado, conteniendo el plastico
obtenido de bolsas de plastico incoloro, comerciales y nuevas, y recortado en cuadros de
aproximadamente 1cm? como fuente de carbono, incubando a 28°C a 100 rpm durante 11
semanas. Después, se cosecho el sobrenadante por filtracion en papel Whatmann No. 1,
previamente tarado. EIl paquete celular se seco a 80°C, durante 12 h, y se peso el papel
filtro, determinando por diferencia el peso seco de la muestra, comparando el crecimiento
con un control crecido en las mismas condiciones sin la adicion plastico y con glucosa como
fuente de carbono. Todos los experimentos se realizaron minimo 3 veces por duplicado.

Estudios de proteina

La cantidad de proteina se determind por el método de Lowry (Lowry y col., 1951)
utilizando albumina de suero bovino como estandar.

Determinacion de las actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas se determinaron espectrofotométricamente en el
sobrenadante de los cultivos, obtenido de la filtracion de las muestras.

Lacasa

La mezcla de reaccidén contenia 900 pL de 2,6-dimetoxyfenol 2 mM como sustrato
(Sigma Chemical Company), en regulador de acetatos 0.1 M pH 4.5, y 100 uL del extracto
enzimatico (sobrenadante), incubando a 40°C durante 1 minuto (Diaz et al., 2013), y
determinando la actividad de lacasa como el cambio en la absorbancia a una longitud
de onda de 568 nm en un Espectrofotometro de luz UV-Visible (Shimadzu modelo 160-
A), usando como referencia un blanco preparado con agua tridesionizada de acuerdo al
procedimiento anterior. Una unidad de actividad de lacasa se defini6 como la cantidad de
enzima que produce un incremento de una unidad de absorbancia por minuto en la mezcla
de reaccién (Cérdoba-Sosa et al., 2014). Los resultados se expresan como el promedio de

3 determinaciones independientes.
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Esterasa

La mezcla de reaccién contenia 10 yL de p-nitrofenilbutirato [1.76% (v/v)] (Sigma
Chemical Company) en acetonitrilo, 790 pL de regulador de acetatos 50 mM pH 7.0, Triton
X-100 0.04% (v/v) y 100 pL del extracto enzimatico (sobrenadante), incubando a 37°C durante
5 minutos (Alves-Macedo & Fontes-Pio, 2005), y determinando la actividad de esterasa como
el cambio en la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm en un Espectrofotdmetro de luz
UV-Visible (Shimadzu modelo 160-A), usando como referencia un blanco preparado con agua
tridesionizada de acuerdo al procedimiento anterior. Una unidad de actividad de esterasa se
definié como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad de absorbancia
por minuto en la mezcla de reaccion (Cordoba-Sosa et al., 2014). Los resultados se expresan
como el promedio de 3 determinaciones independientes.

RESULTADOS

En las condiciones analizadas, el hongo no degrada el polietileno de baja densidad,
pues no se observa ninguna diferencia en el peso seco de los mismos (Tabla No. 1), aunque
se observa que si hay crecimiento del hongo (determinado por peso seco) aunque en muy
baja proporcion (Tabla No. 2), mientras que también se observa la produccion de proteina
(determinada por la absorbancia a 750 nm), también en muy baja cantidad, (Tabla No. 3),
ademas de poca actividad de lacasa (0.16 U/mL) y esterasa (0.09 U/mL) extracelulares
(Tabla No. 4), mientras que los controles sin el sustrato no produjeron actividad enzimatica.

Pesos iniciales de los plasticos Pesos finales de los plasticos
Numero de plastico | Peso inicial Peso final Numero de plastico | Peso inicial Peso final
1 0.019 0.019 15 0.012 0.012
2 0.02 0.021 16 0.015 0.015
3 0.014 0.015 17 0.01 0.01
4 0.017 0.017 18 0.014 0.014
5 0.014 0.013 19 0.017 0.017
6 0.018 0.019 20 0.012 0.014
7 0.017 0.018 21 0.017 0.017
8 0.016 0.016 22 0.01 0.01
9 0.012 0.013 23 0.016 0.016
10 0.018 0.022 24 0.014 0.014
11 0.011 0.011 25 0.013 0.014
12 0.016 0.018 26 0.011 0.011
13 0.015 0.015 27 0.016 0.017
14 0.013 0.013 28 0.023 0.035
*29 - -
pH 4.0 **Glucosa
pH 5.3 *Sin Glucosa
pH7.0

Tabla No. 1.- Determinacion del peso seco de los plasticos
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gl: ;::gl .Pfes.o P_eso Diferencia | Diferencia Nl'lmert_) de _Pf-:s_o P.eso Diferencia
filtro inicial final de pesos | de pesos | papel filtro inicial final de pesos
1 1.234 1.24 0.006 0.006 15 0.965 0.971 0.006
2 1.096 1.135 0.039 0.039 16 1.476 1.465 -0.011
3 0.922 0.926 0.004 0.004 17 1.229 1.215 -0.014
4 1.445 1.453 0.008 0.008 18 0.914 0.915 0.001
5 1.186 1.191 0.005 0.005 19 0.785 0.782 -0.003
6 0.917 0.928 0.011 0.011 20 1.251 1.218 -0.033
7 0.737 0.746 0.009 0.009 21 1.261 1.228 -0.033
8 1.188 1.169 -0.019 0 22 1.19 1.204 0.014
9 0.958 0.941 -0.017 0 238 1.009 1.004 -0.005
10 1.016 0.993 -0.023 0 24 1.433 1.408 -0.025
11 1.067 1.116 0.049 0.049 25 1.128 1.103 -0.025
12 1.244 1.297 0.053 0.053 26 1.203 1.185 -0.018
13 1.147 1.133 -0.014 0 27 0.771 0.77 -0.001
14 1.148 1.178 0.03 0.03 28 1.262 1.225 -0.037
*29 0.964 0.942 -0.022
pH 4.0 **Glucosa
pH53 GI:JSclc?sa
pH7.0

Tabla No. 2.- Crecimiento por peso seco del hongo en presencia de plastico como fuente de carbono

NUmero de papel filtro | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Numero de papel filtro | Absorbancia 1 | Absorbancia 2
1 0.003 0.007 15 0.014 0.018
2 0.005 0.003 16 0.004 0.003
3 0.013 0.009 17 0.009 0.020
4 0.011 0.013 18 0.010 0.007
5 0.027 0.025 19 0.005 0.001
6 0.002 0.007 20 0.023 0.014
7 0.007 0.002 21 0.011 0.014
8 0.016 0.023 22 0.034 0.025
9 0.014 0.013 23 0.009 0.034
10 0.014 0.015 24 0.008 0.008
11 0.081 0.060 25 0.007 0.003
**12 0.140 0.104 26 0.013 0.010
13 0.012 0.008 27 0.013 0.005
14 0.007 0.040 28 0.025 0.022
*29 0.018 0.029
pH 4.0 **Glucosa
pH 5.3 *Sin Glucosa
pH7.0

Tabla No. 3.- Determinacion de proteina extracelular por absorbancia a 750 nm, de los cultivos del

hongo.
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Control Lacasa 0.00
Problema Lacasa 0.16
Control Esterasa 0.00

Problema Esterasa 0.09

Actividad enzimatica
(U/mL)*
*Promedio de las muestras analizadas

Tabla No. 4.- Produccion de y esterasa extracelulares por A. niger. 280C. 11 semanas de incubacion.
Condiciones estaticas (1 x 106 células/mL). (1, 2y 3.- Problemas y 4.- Control).

CONCLUSIONES

En las condiciones analizadas, el hongo no degrada el polietileno de baja densidad,
lo cual puede deberse a que no tiene esta capacidad, a que se requiere mas tiempo de
incubacion o a que se necesitan otras condiciones de incubacién y/u otros microorganismos,
aunque si hay crecimiento del hongo, produccién de proteina extracelular y actividad de
enzimas extracelulares.
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