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RESUMEN
En la presente investigacion se determind la efectividad de hongos filamentosos degradadores
de polietileno de baja densidad, aislados de residuos plasticos provenientes del botadero de
residuos sélidos del distrito de Sicuani, provincia de Canchis, Cusco, durante enero a diciembre
de 2018. Las pruebas se realizaron en medio mineral y suelo, identificandose las especies por
la técnica de Pitt. La accion degradativa se evidenciaron por gravimetria, Espectroscopia de
Infrarrojo con Transformada de Fourier y Microscopia Electronica de Barrido. Se determinaron
04 especies de hongos, destacando Aspergillus flavus (Sic-08 y Sic-18), y Penicillium
chrysogenum (Sic-20). A los 45 dias, Sic-08 mostro un 13.55 % de degradacion aisladas en
superficie, mientras que Sic-18 y Sic-20, aisladas a 50 cm, alcanzaron el 13.16 % y 10.87 %,
respectivamente. A los 90 dias, sobre polietileno de baja densidad tipo A, Sic-08, Sic-18 y Sic-
20 lograron 21.04 %, 22.23 % y 11.59 %, respectivamente, sin observarse degradacion en el
tipo B. En condiciones de suelo los consorcios fungicos I, I11'y Il mostraron de 15.9 %, 13.6 %
y 11.7 % de degradacion, siendo mas sobre polietileno de baja densidad tipo B con 11.28 %,
1435% y 14.66 % respectivamente, mientras que en el tipo A se observaron menores
porcentajes. La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, revelé cambios en el
polietileno de baja densidad tratado, con aumento de bandas en las regiones de carbonilo C=0
y C-0. En microscopio electronico de barrido mostro hifas fungicas adheridas en la superficie
plastica, evidenciando actividad enzimatica de los hongos filamentosos y su posible uso como

fuente de carbono.

Palabras clave: Biodegradacion, polietileno de baja densidad, hongos filamentosos, botadero

de residuos solidos.



INTRODUCCION

Una de las principales innovaciones en la industria quimica fue la creacion de polimeros
sintéticos, lo que condujo a la posterior invencion de los materiales plasticos. Este material se
ha incorporado ampliamente en la vida cotidiana debido a su versatilidad, lo que ha generado
una gran demanda, convirtiéndolo en un elemento practicamente insustituible en la sociedad
actual. Entre los productos plasticos mas utilizados se encuentran las bolsas, que se volvieron
esenciales por su utilidad, bajo costo y facilidad de produccidn, desplazando asi a las bolsas de
tela, papel y otros materiales.

Sin embargo, el uso indiscriminado de bolsas plasticas ha generado una problematica
ambiental de gran magnitud. Se estima que cada afio se consumen cerca de 5 billones de bolsas
plasticas a nivel mundial. Aunque sus caracteristicas fisicas han beneficiado a diversas
industrias y al consumo masivo, estas mismas propiedades dificultan su descomposicion
natural. Se calcula que las bolsas de plastico pueden tardar en descomponerse entre 400 y 1000
afios en degradarse, y los residuos quimicos que libera perduran por mucho mas tiempo en el
ambiente (Sanchez, 2010). Esta persistencia ha contribuido a la acumulacién progresiva de
desechos plasticos en vertederos, rios, océanos y otros ecosistemas, generando impactos
negativos en el suelo, el agua y la biodiversidad (Greenpeace, 2019). Particularmente, las
bolsas plasticas representan un desafio para los sistemas de reciclaje, ya que su baja densidad
y escaso valor econdmico hacen inviable su recuperacion a gran escala (Ojeda et al., 2009).

Ante este contexto, surge la necesidad de buscar alternativas sostenibles para el
tratamiento de residuos plasticos. Una opcidn prometedora es la biodegradacion mediada por
microorganismos. Dentro de este grupo, los hongos filamentosos presentan un alto potencial,
dado que son organismos heterétrofos que degradan materia organica compleja mediante la
secrecion de enzimas extracelulares capaces de descomponer polimeros sintéticos (Lee et al.,

1990 citado en Uribe et al., 2010).



En esta investigacion se evaluo la efectividad degradativa de hongos filamentosos sobre
polietileno de baja densidad (LDPE), aislados de bolsas de plastico que mostraban desgaste,
recolectadas en el botadero del distrito de Sicuani. Con ello se busca aportar una alternativa
que contribuya a reducir la acumulacién de residuos plasticos en botaderos locales, mitigando

su impacto sobre el recurso suelo y cuerpos de agua.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los plasticos son materiales muy utilizados a nivel mundial debido a su versatilidad,
resistencia y bajo costo de produccién. No obstante, su uso masivo y su dificil degradacion
natural lo han convertido en una de las principales fuentes de contaminacién ambiental, ya que
su acumulacidn en ecosistemas terrestres y acuaticos es cada vez mayor, generando impactos
negativos severos.

Se estima que cada afio se consumen cerca de 5 mil billones de bolsas plasticas a nivel
mundial, de las cuales alrededor del 70% terminan en los océanos y vertederos, mientras que
un 12% es incinerado, contribuyendo a la emision de gases de efecto invernadero (Carrillo,
2022). En el caso del Peru, el Ministerio del Ambiente, reporta que se generan alrededor de 1.2
millones de toneladas de residuos plasticos al afio y solo el 10% de esos residuos son reciclados
adecuadamente. Por otro lado, se estima que cada ciudadano consume en promedio 30 kg de
plastico al afio, generando cerca de 3,000 millones de bolsas plasticas anualmente (Republica
sostenible, 2023). En el afio 2022 en la provincia del Cusco, la generacion de residuos plasticos
alcanzo aproximadamente 9,314.56 toneladas y 4,860.77 toneladas de bolsas plasticas. En el
distrito de Sicuani, provincia de Canchis (Cusco), se generaron 441. 86 toneladas de residuos
plasticos, y 320. 33 toneladas de bolsas de plastico (Ministerio del Ambiente, 2022).

Esto evidencia que los plasticos constituyen uno de los principales problemas de
contaminacion en las ciudades del interior del pais, acumulandose en grandes cantidades en los
botaderos, ya que los plasticos pueden permanecer en el ambiente durante cientos de afios, y
en el caso de las bolsas de plasticos de un solo uso, su degradacion natural es de 400 a 1000
afios (Sanchez, 2010), lo que agrava su impacto. Ademas, su reciclaje no es econémicamente
viable por su poca masa y suelen estar mezcladas con otros materiales de distinta naturaleza,
lo cual dificulta su recoleccidn, separacion y procesamiento. El reciclaje de una tonelada de

bolsas plasticas puede costar hasta $4,000, mientras que su valor en el mercado de materias



primas es de apenas $32 (Agencia de proteccion al Medio Ambiente Estados Unidos, 2005),
favoreciendo su disposicion final en botaderos como el de Chacuchayoc — pata, donde
contaminan el suelo y las fuentes hidricas cercanas a través de la liberacion de microplasticos
y compuestos quimicos generados durante su lenta descomposicion.

Asimismo, muchos habitantes recurren a la incineracion de bolsas de plastico como
método de eliminacion, lo cual libera gases toxicos que afectan la calidad del aire y representan
un riesgo para la salud humana (Georgina, 2014). Todas estas situaciones evidencian una
deficiente gestion integral de residuos solidos, particularmente en lo que respecta al manejo de
plasticos de un solo uso, representando un serio riesgo ambiental para la zona.

Frente a estas limitaciones, diversas investigaciones han demostrado que los hongos
poseen enzimas capaces de degradar polimeros sintéticos que podria ser una alternativa
prometedora, por lo que las interrogantes de la investigacién son:

Pregunta general

¢Cual sera la efectividad de hongos filamentosos en la degradacion de polietileno de baja de
densidad provenientes del botadero de Sicuani provincia de Canchis, region Cusco?
Preguntas especificas

¢ Qué hongos filamentosos con capacidad degradadora se aislaran de restos de bolsas plasticas
a distintas profundidades del botadero de Sicuani?

¢ Qué cepas de hongos filamentosos aislados tendran mayor efectividad en la degradacion de
polietileno de baja densidad en medio de sales minerales?

¢Cuales seran los consorcios de hongos filamentosos mas efectivos en la degradacion de

polietileno de baja densidad en suelo?



JUSTIFICACION

La presente investigacion tiene la finalidad de contribuir a la reduccién de la
contaminacion ambiental causada por los desechos plasticos, especialmente bolsas de plastico
elaborados a base de polietileno de baja densidad, mediante la utilizacion de hongos
filamentosos como agentes biodegradadores. Esta alternativa no genera subproductos toxicos,
permitiendo asi la implementacion de propuestas tecnoldgicas ecoldgicas y sostenibles.

El estudio contempla el aislamiento y la seleccion de cepas fungicas nativas
provenientes del botadero de Sicuani, con capacidad degradativa, en la que se busca validar
cientificamente su eficacia, generando conocimientos que contribuyen al mejoramiento de
técnicas de degradacion y que pueda ser aplicado a futuras estrategias de biorremediacion
adaptadas al contexto local.

Asi mismo aportara alternativas de solucion que coadyuven a mejorar la gestion de
residuos sélidos, lo que a su vez favorecera a mejorar la calidad de vida y condiciones de salud

de la poblacidn, previniendo dafios futuros.
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OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar la efectividad de hongos filamentosos en la degradacion el polietileno de baja densidad
provenientes del botadero de residuos sélidos del distrito de Sicuani, provincia Canchis, region
Cusco.
Objetivos especificos
a. Identificar hongos filamentosos con capacidad degradadora de polietileno de baja densidad,
aislados de restos de bolsas plasticas a distintas profundidades en el botadero de Sicuani.
b. Determinar el grado de efectividad de cepas de hongos filamentosos en la degradacion de
polietileno de baja densidad en medio de sales minerales.
c. Determinar el grado de efectividad de consorcios de hongos filamentosos en la degradacion

de polietileno de baja densidad en suelo.
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HIPOTESIS
Hipotesis general
Los hongos filamentos provenientes del botadero de residuos sélidos del distrito de
Sicuani, provincia de Canchis, son efectivos en la degradacion de polietileno de baja
densidad.
Hipotesis especificos
Los hongos filamentosos tendran efectividad significativa en la degradacion de
polietileno de baja densidad en medio de sales minerales.
Los Consorcios de hongos filamentosos tendrén efectividad significativa en la

degradacion de polietileno de baja densidad en suelo.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 Antecedentes Internacionales

Nowak, (2011), evaluaron la biodegradacion de tres tipos de materiales plasticos:
LDPE (tipo 1: 100 % polietileno), poliéster (tipo 2:100% poliéster) y LDPE modificado (tipo
3: 70 % polietileno y 30 % bionolle). Estos fueron incubados en 3 tipos de suelo (carbon
residual, bosque y crater de volcan extinto) y analizados a los 75, 150 y 225 dias mediante
pérdida de peso, FTIR y SEM. Los resultados mostraron que el suelo del crater presento las
mayores tasas de degradacion, con pérdida de peso de 0. 28 % en el tipo 1, 0.62 % en el tipo 2
y 17.03 % en el tipo 3 después de 225 dias. Ademas, identificaron bacterias del género,
Bacillus, y hongos como Gliocladium viride, Aspergillus awamori y Mortierella subtilissima.
La degradacion del tipo 3 evidencio cambios en la propiedades mecanicas y adherencia de
estructuras fungicas observadas mediante SEM, asi como modificaciones en las cadenas
poliméricas detectadas por FTIR.

Gutierrez (2013), aislé consorcios de microorganismos capaces de degradar LDPE a
partir de muestras colectadas a profundidades de 50 y 80 cm, en el lugar de disposicion final
de residuos solidos en “Bordo Poniente” de México. Evalu¢ la actividad degradativa utilizando
medio (MSM), donde comprob6 la presencia de biopeliculas, e identifico 6 hongos
filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium sp.,
Gliocladium virens,y Penicillium sp.), 3 levaduras (Rhodotorula sp., Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe). La degradacion de LDPE se evidencio mediante
analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM), mostrando cambios en la superficie del
material, y por la reduccion de su peso. Los resultados indicaron promedios de pérdida de peso
de 5.88%, a pH 7 y 8.33%, a pH 5, ambas sin agitacion, mientras que a pH 5 con agitacion se

alcanzé una degradacién del 18.12% a pH 5, con un valor maximo de 19.32%.



Quinchia & Maya, (2015), analizaron el potencial de biodegradacion del polietileno
de baja densidad LDPE, con la actividad del hongo Pycnoporus sanguineus UTCHOS.
Utilizaron LDPE como parte del sustrato de crecimiento en fase sélida, a condiciones 6ptimas
en laboratorio. La degradacion del polimero fue medida durante 6 meses. La verificacion de la
biodegradacion lo realizaron por gravimetria, registro de cambios superficiales en el material
por medio de Microscopia Electrénica de Barrido — SEM, cambios en los grupos funcionales
superficiales mediante Espectrofotometria Infrarroja por Transformada de Fourier — FTIR y
cambios en la cristalinidad a traves de pruebas de Calorimetria Diferencial de Barrido - DSC.
Los resultados de estas pruebas permiten corroborar que el hongo utiliza el polimero como
fuente de carbono y su crecimiento genera cambios comprobables en un tiempo corto
comparada con las proyecciones de vida util del material.

Espinoza, (2018), determino y cuantifico el nivel de degradacion en LDPE por siete
especies de hongos durante tres periodos de tiempos (35, 60 y 90 dias). Para ello analizé y
caracterizo fisicoquimicamente las muestras de plastico por variaciéon de peso, SEM y FTIR.
Los resultados evidenciaron que Fusarium es la mas apta para degradar LDPE mostrando una
pérdida de peso con una media de 0.99% +/- 0.11% tras 90 dias de cultivo, mientras que
Aspergillus mostro una degradacion moderada. No se observaron cambios significativos en la
composicién molecular del LDPE, pero el analisis por SEM revelo signos de actividad
metabolica fungica, evidenciada por la presencia de rugosidad superficial, agujeros, grietas e

incluso hifas integradas en la matriz polimérica del material.

1.1.2 Antecedentes Nacionales

Méndez et al., (2007), aislaron y caracterizaron micromicetos de polietileno
procedentes del relleno sanitario “El Zapallal” de Lima. Se obtuvieron 30 muestras de
productos plasticos, sometidos a un proceso de limpieza enérgica, de las cuales se aislaron 20

cepas pertenecientes a los géneros Aspergillus (06), Penicillum (03) Cladosporium (02),



Geotrichum (01), Mucor (01), Helminthosporium (02), Chaetomium (01), Fusarium (01),
Hormodendrum (01), Cephalosporium (01) y Nigrospora (01). Para la prueba degradativa las
cepas fueron incubadas a temperaturas de 20°C y 30°C en distintos valores de pH. A 20°C y
pH 6.5, el 25 % de las cepas mostrd capacidad degradativa mientras que a pH 8.0, solo el 15
% presento degradacion, destacando Aspergillus flavus con actividad moderada (++). A 30°C,
pH 6.5 el 30% de las cepas degrado el polietileno, y a pH 8,0 el 15%, siendo A. flavus el mejor
degradador en estas condiciones (+++). En ambos experimentos, ninguna cepa mostro
actividad degradativa a pH4.5.

Uribe et al, (2010), aislaron y describieron la actividad biodegradativa de
microorganismos sobre LDPE, a partir de plasticos deteriorados recolectados en un relleno
sanitario de Lima. Para su preseleccion, los microorganismos fueron cultivados en un medio
de solucion de sales minerales (MSM) a pH 5.5 para hongos y pH 7 para bacterias, siendo
incubados a 20°C por 60 dias. Se lograron aislar seis cepas: Pseudomonas sp. (02), Penicillium
sp. (01), Rhodotorula sp. (01), Hyalodendron sp. (01), y una levadura no identificada. La
degradacion de LDPE se evidencio mediante FTIR, observandose una reduccion del 83.89 %
en la fuente de carbono correspondiente al grupo funcional C-O a pH 7, y una disminucién del
19.77 % en el grupo C = C a pH 5.5. Ademas, se establecio una relacion de absorbancia en
los picos de los grupos funcionales C-O (cercano a 1700 — 1735 cm™), C = C (cercano a 1340
— 1410 cm) y CH; (cercano a 1465 cm™), indicando modificaciones estructurales en el
polimero.

Iparraguirre & Vivanco , (2015), evaluaron la capacidad degradadora de hongos
filamentosos aislados de plasticos deteriorados recolectados en un antiguo botadero de residuos
solidos en Santiago, Ica. Utilizando agar Sabouraud para el aislamiento; la identificacion
mediante claves taxondmicas confirmadas por el Instituto Nacional de Salud, aplicaron la

técnica de Kavelman y Kendrick para evaluar la biodegradacion durante dos meses, a 25-30 °C



y pH 5-7. Se identificaron cinco cepas biodegradadoras de PET y ocho de LDPE, destacando
una del genero Mucor por su alta eficiencia, con una pérdida de peso del 1.3 % en PET y del
20 % en LDPE. El estudio concluye que los hongos filamentosos poseen un alto potencial en

la degradacion de polimeros sintéticos como el polietileno.

Gutiérrez, (2019), aislo y describié la actividad biodegradativa de microorganismos
sobre LDPE a partir de materiales plasticos deteriorados recolectados en el botadero de la
municipalidad de Tacna. Para su preseleccion, los microorganismos fueron cultivados en medio
(MSM) logrando aislar cepas de bacterias, hongos identificados como Penicillium vanoranjei,
Aspergillus sp, asi como levadura Saccharomyces cereviceae, ademas de dos cepas no
identificadas. La degradacion de LDPE se evidencio mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM), comparando las modificaciones estructurales con respecto a un control sin
tratamiento. Se registr6 una pérdida del 2,88 % tras 70 dias de incubacién. EI consorcio con
mayor capacidad degradativa fue el nimero 3, alcanzando un 6,54 % de degradacion. Ademas,
se observo que la composicion microbiana de los consorcios estuvo conformada en 69 % por

bacterias y en un 31 % por hongos y levaduras.

1.1.3 Antecedentes Locales

Gessa y Peralta, (2013), determinaron la presencia de micromicetos con capacidad
degradadora a partir de biopeliculas presentes en polietileno recolectado en el botadero de
Haquira, Cusco. Las muestras sometidas a lavado y desinfeccion, logrando aislar nueve cepas
en medio solido con extracto de malta, pertenecientes a los géneros Fusariun (05), Rizophus
(01), Chaetomium (01). Para evaluar su capacidad degradativa las cepas fueron incubada a 26°
C durante siete semanas, en medio solido Czapec — Doc, donde se evidencio su crecimiento
utilizando polietileno como unica fuente de carbono. La actividad fangica fue confirmada
mediante observaciones en microscopio optico, demostrando su potencial en la biodegradacion

de este polimero.



1.2 FUNDAMENTOS TEORICOS
1.2.1 Caracteristicas generales de los hongos filamentosos micelios 0 mohos

Son microorganismos eucariontes, heterotrofos y aerobios, con un metabolismo
quimioheterotrofo. Se nutren por absorcién, obteniendo su energia y carbono a partir de
compuestos organicos sintetizados por otros organismos. Su crecimiento optimo se da en un
rango de Temperatura de 10 a 40°C, y la mayoria se desarrolla a un pH entre 2 y 9 (Liebana,
2002).

El pH del medio influye en su crecimiento, ya que valores elevados afectan la
solubilidad de los metales, mientras que valores bajos pueden alterar la actividad enzimatica,
la absorcion de vitaminas esenciales, acidos organicos y nutrientes (Kavanagh, 2005).
Fisiologicamente, los hongos filamentosos presentan una mayor tolerancia a condiciones
extremas en comparacion con otros microorganismos. Son capaces de crecer en sustratos con
altas concentraciones de azucar elevados, hasta el 10 %, debido a su resistencia la presion
osmotica elevada. Su crecimiento es relativamente lento, tardando entre de 5 a 7 dias, y pueden
sobrevivir en medios con alta acidez (Moreno, 2000 y Cepero et al, 2012).
1.2.1.1 Morfologia Fungica

La estructura fungica consta de un 6rgano filamentoso denominado hifa, cuyo conjunto
forma el micelio. La hifa es una estructura tubular que se ramifica a medida que el hongo crece
en forma apical, que normalmente se desarrollan a partir de esporas, aunque también pueden
desarrollarse de fragmentos de otras hifas; ramificAndose hasta formar una marafia de
filamentos que constituyen el micelio; pueden ser incoloras y dematiaceas; pueden ser septadas,
con un didmetro de 2-5 um, cenociticos o sifinados con 10-15 um (Liebana, 2002).

El septo es una pared transversal interna, que se dispone de manera perpendicular a la

hifa, se origina de un pequefio anillo interno de la pared celular el cual crece hasta formar una



especie de disco con unos poros que permiten el intercambio de protoplasma, organelos,
mitocondrias y nucleo.

Los hongos presentan reproduccion asexual y sexual. Las esporas son las células
reproductoras de los hongos y tienen caracteristicas propias de un taxon en particular. Estas
varian en color, tamafo y forma, desde globosas hasta ovales, oblongas, helicoidales y en forma
de aguja. Las esporas fungosas producidas asexualmente nacen de esporangios y son llamados
esporangiosporas, 0 son producidos en la punta o al lado de hifas en varias formas y son
Ilamados conidios (Arenas, 2014).

Por otro lado, en una colonia de un hongo filamentoso se produce una diferenciacion
de las funciones, de tal forma que el micelio vegetativo penetra en el sustrato para obtener
nutrientes, mientras que el aéreo o reproductor se proyecta hacia el exterior y origina las
estructuras reproductoras (Liebana, 2002).

Presentan una pared celular, que esta constituida por quitina, polisacaridos entre el 80
y 90 %, y proteinas que representan hasta el 15 % de la pared, que también pueden estar unidas
a los polisacaridos formando glucoproteinas, y un pequefio porcentaje de lipidos. Encargada
de penetrar a su hospedero, formar propagulos y generar ramificaciones; el espesor de la pared
en mohos es menor a 200 nm,

La principal funcion de la pared es la de proteger contra factores ambientales como el
estres, la lisis osmatica y los dafios por accion de la luz ultravioleta y productos quimicos;
ademas, de servir como una barrera fisica contra la accion de otros organismos. También tiene
propiedades antigénicas que median la interaccion con otros organismos y poseen algunas
aglutininas que permiten al hongo la adhesidn al sustrato asi mismo también los apareamientos
(Cepero et al., 2012).

Los hongos presentan enzimas extracelulares que degradan gran cantidad de sustancias,

gue en algunos casos les sirve como factor de virulencia en su hospedador. Las principales



enzimas fungicas implicadas en la biodegradacion del polietileno son las enzimas lignoliticas

lacasas y peroxidasas (Temporiti et al., 2019).

1.2.1.2 Hongos filamentosos implicados en la biodegradacion de polietileno de baja
densidad (LDPE).

Muchas investigaciones han reportado hongos filamentosos con capacidad degradativa
sobre polietileno de baja densidad. Entre ellos, los géneros Aspergillus y Penicillium destacan
por su potencial degradador, el cual se debe a la produccion de enzimas extracelulares que
facilitan la descomposicion de los polimeros plasticos.
1.2.1.2.1 Género: aspergillus micheli.

La clasificacién modificada y traducida del reino de los hongos (Hibbett, y otros, 2007):

Posicion taxondmica
Filo: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina
Clase:Eurotiomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Género: Aspergillus Micheli.

Las especies del género Aspergillus son conidiéforos no ramificados, con una célula
pie en la base, estipite alargado que termina en un ensanchamiento denominado vesicula de la
que se originan las fialides, en el grupo de los uniseriados, o las métulas en el grupo de los
biseriados. No presentan septos, los conidios son unicelulares, lisos o rugosos, hialinos y en
algunas especies pigmentadas (Cepero et al., 2012).

Los Aspergillus son de rapido desarrollo, la colonia es blanca algodonosa que

posteriormente con las esporas se va tornado de color distinto segun la especie (Arias et al.,



2008). Para la identificacion de especies se observa el color de las colonias, estructuras

reproductivas.
Figura 1

Caracteristicas del genero Aspergillus Micheli

Microconidios

Fialides

Vesicula

Conidiéforo

Nota. Obtenido de (Bonifaz, 2015).



1.2.1.2.2 Género: penicillium link.

Posicion taxondmica

La clasificacion modificada y traducida del reino de los hongos (Hibbett, y otros, 2007):

Filo: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina
Clase:Eurotiomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales
Familia: Trichomaceae

Género: Penicillum link.

Las especies del genero Penicillium estdn constituidos por conidiéforo, metula
fialideconidio, que forman una estructura a manera de pincel, pueden ser simples
(monovertcilados) o ramificados, y de acuerdo a la ramificacion que presentan estas pueden
ser biverticilados, terverticilados y cuatervertcilados; las ramificaciones pueden ser simétricas
0 asimétricas.

Los conidios se originan de las fialides, son unicelulares, hialinos o verdosos, son
elipsoides a cilindricos de paredes lisas o rugosas (Cepero et al., 2012). Son de rapido desarrollo
forman colonias blancas aterciopeladas, que posteriormente con las esporas toman diferentes
colores segun la especie. El verticillum es fundamental en la clasificacion del hongo (Arias et

al., 2008).



Figura 2

Caracteristicas del género Penicillum link
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Fidlides
(esterigmas)
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Nota. Fuente: (Bonifaz, 2015).
1.2.2 Polimeros

Moléculas de gran tamafio, constituidas por grandes cantidades de mondmeros,
mediante enlaces covalentes; pueden ser de origen natural o sintético. Entre los polimeros
naturales se tiene a proteinas, polisacaridos, ADN, celulosa, algoddn, seda, lana, y el primer
caucho disponible de gran importancia comercial denominado latex, obtenido de la corteza del

arbol de Hevea brasiliensis (Wade, 2004 yVaysse et al., 2012).

Los polimeros sintéticos son materiales de alto peso molecular, se puede obtener por la
transformacion quimica controlada a partir de polimeros naturales sin destruir
significativamente su naturaleza molecular como la seda artificial o pueden ser producidos con

la transformacion significativa de su estructura molecular como los producidos en forma
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industrial, a partir de materias primas como el gas natural y petroleo crudo, que posteriormente

se transformaran por diferentes procesos en materiales plasticos (Hashemi & Smith, 2006).

Tabla 1

Clasificacion de plasticos o polimeros sintéticos

Tipos de plasticos

Abreviatura

Estructura

Simbolos de
reciclaje

Polietileno tereftalato

Polietileno de alta
densidad

Cloruro de polivinilo

Polietileno de baja
densidad

Polipropileno

Poliestireno

PET

HDPE

PVC

LDPE

PP

PS
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Nota. Principales tipos de plasticos, su abreviatura, unidad estructural polimeérica y su codigo

de identificacion para reciclaje. Adaptado de (Seymour & Carraher, 2013).
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1.2.2.1 Polietileno

Polimero termoplastico, ampliamente usado debido a su bajo costo, baja polaridad,
flexibilidad, versatilidad. La unidad monomerica del polietileno es el etileno, gas facilmente
compresible a temperatura ambiente; se obtiene a partir de petroleo crudo y gas natural. La
polimerizacion del etileno se lleva a cabo por la apertura del doble enlace, mediante un
mecanismo de reaccion en cadena que involucra radicales libres, por efecto de temperatura y
presion, en presencia de un catalizador (Roca, 2005).

Figura 3

Polimerizacion del etileno para la formacién del polietileno

H H [ H H

I B | calor | |
n'l?—ﬂl: presion _(I:_(I:_

H H catalizador H H

n

Monomero (Polimero)

de etileno Polistileno

Nota. Representacion esquematica de la conversion del monémero de etileno a polietileno
mediante la aplicacion de calor, presion y un catalizador. Adaptado de (Hashemi & Smith,

2006).

1.2.2.2 Polietileno de baja densidad (LDPE).

Polimero que presenta alto indice de ramificaciones, estas ramificaciones pueden estar
constituidas por radicales alquilo o pequefias ramificaciones, obtenida por polimerizacién del
etileno a presiones de 1500 a 3000 atm y 200 °C, con ayuda de un catalizador y por el
mecanismo de radicales libres. Presentan una densidad de 0.910 a 0.925 g/cm3, no presenta

color, es inodoro y no es toxico (Roca, 2005).
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1.2.2.3 Aditivos

Se consideran aditivos aquellos materiales que van dispersos fisicamente en una matriz
polimérica, sin afectar a su estructura molecular ; son productos que se mezclan con el
polietileno con el objetivo de mejorar las propiedades del polimero (Roca, 2005), asi como
facilitar su procesado o dar un determinado color o textura, y se tiene a los colorantes,
plastificantes, estabilizantes, lubricantes, retardantes de llama, agentes antiestaticos,
colorantes,antioxidantes, etc. (Beltran & Marcilla, 2012).
1.2.2.4 Probleméatica de los polimeros sintéticos (plasticos) como residuos.

El uso de plasticos ha aumentado considerablemente, reemplazando materiales como
vidrio, papel, madera y metales. Desde 1950 hasta 2017, se han producido aproximadamente
9,200 millones de toneladas de plastico, de las cuales 7,000 millones se han convertido en
residuos, acumulandose en vertederos o siendo desechadas en el medio ambiente, incluido los
océanos, aproximadamente el 14 % ha sido incinerado y menos del 10 % ha sido reciclado.

Se estima que anualmente 8 millones de toneladas de desechos pléasticos llegan a los
océanos, lo que equivale a verter un camion de basura lleno de plastico cada minuto (United
Nations Environment Programme, 2021). Esta contaminacidén impacta gravemente la vida
marina, pues muchas especies, como tortugas, ballenas y delfines, ingieren o quedan atrapadas
en los plasticos, poniendo en riesgo su supervivencia (Albarran, 2019).

El uso indiscriminado y la mala gestion de los plasticos han generado una crisis
ambiental. Su degradacion natural es de 400 a 1000 afios (Sanchez, 2010), dependiendo de su
composicién y las condiciones ambientales

Los residuos plasticos se transportan por rios y océanos, afectando gravemente la
biodiversidad y los ecosistemas marinos (Aimone, 2018). Esto ha dado lugar a la formacion de
grandes acumulaciones de plasticos en los océanos, conocidas como "islas de plastico”, que se

generan por la accion de los giros oceanicos. Actualmente, se han identificado cinco grandes
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acumulaciones, destacando la del Pacifico Norte, entre California y Hawai, con una extension
de 1.6 millones de km? y un estimado de 1.8 billones de fragmentos de plastico con un peso
total de 80,000 toneladas. Otras acumulaciones significativas se encuentran en el Atlantico
Norte, el Pacifico Sur, el Océano Indico y el Atlantico Sur, afectando gravemente la vida
marina (Socas, 2018).

Una vez en el mar, los plasticos se fragmentan en particulas menores de 5 mm,
conocidas como microplasticos, debido a la accién del viento, la radiacion solar y el oleaje.
Estos microplasticos se dispersan globalmente, encontrandose desde la cima del Everest hasta
la Fosa de las Marianas (Parker, 2019).

En el Per(, se estima que cada ciudadano consume en promedio 30 kg de plastico al
afio, generando cerca de 3,000 millones de bolsas plasticas anualmente. Solo en Lima
Metropolitana y Callao, se producen 886 toneladas de residuos plasticos al dia, representando
el 46% del total nacional (Republica sostenible, 2023). En el afio 2022 en la provincia del
Cusco, la generacion de residuos plasticos alcanzo aproximadamente 9,314.56 toneladas y
4,860.77toneladas de bolsas plasticas. En el distrito de Sicuani, provincia de Canchis (Cusco),
se generaron 441. 86 toneladas de residuos plasticos, y 320. 33 toneladas de bolsas de plastico
(Ministerio del Ambiente, 2022).

Evidenciando que la acumulacion de bolsas plasticas en vertederos municipales y
provinciales genera serios problemas ambientales y de salud publica. Ademas, su lenta
descomposicion dificulta la gestidn eficiente de los residuos, contribuyendo a la contaminacion
del recurso suelo y del agua.

Por otro lado, la quema de plasticos es una practica comun para reducir su volumen.
Sin embargo, este proceso libera gases toxicos que no solo agravan el cambio climatico, sino
que también afectan la salud humana, aumentando la incidencia de enfermedades respiratorias

y otros padecimientos en las comunidades cercanas (Georgina, 2014).
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1.2.2.5 Degradacion bioldgica de polimeros sintéticos.

Es la capacidad de microorganismos o enzimas extracelulares excretadas por ellos para
causar deterioro o transformar materiales (Dominguez et al., 2011).

EL biodeterio, es el proceso en la cual los microorganismos secretan enzimas
extracelulares capaces de romper los enlaces moleculares del polimero, produciendo
envejecimiento en la superficie. A esta etapa le sigue la biofragmentacion, donde las enzimas
de los microorganismos catalizan la ruptura de los polimeros en compuestos mas simples, tales
como oligomeros, dimeros, mondémeros. Estos productos pueden ser hidrosolubles en la que
eventualmente podran ser transportadas dentro de los microorganismos. Posteriormente seguira
la etapa de asimilacion, en la cual se inicia la incorporacion al metabolismo microbiano,
formando grupos carboxilicos, que luego son degradadas por la B — oxidacion, e integradas al
ciclo del &cido citrico. Finalmente, el proceso termina con la mineralizacion, etapa donde
ocurre la total degradacion por accion del metabolismo microbiano, resultado de la excrecion
de metabolitos completamente oxidados como CO2, H20, N2, CHg4, entre otros. (Dussud &

Ghiglione, 2014 y Zahra et al., 2010).
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Figura 4

Degradacion general de polimeros plasticos
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Nota. Proceso de degradacion de polimeros plasticos. Adaptado de (Dussud & Ghiglione, 2014
y Zahra et al., 2010).
1.2.3 Disposicion final de residuos sélidos en botaderos y botaderos controlados
1.2.3.1 Botaderos

Lugar de disposicién final inapropiado de residuos sélidos en vias, espacios publicos,
zonas urbanas, rurales o baldios; estos funcionan sin ningun criterio técnico ni control sanitario
o ambiental, produciendo lixiviados, malos olores, polvo, emision de gases como el metano u
otras sustancias toxicas. Estas acumulaciones existen al margen de la Ley y carecen de
autorizacion. (Guia técnica para la clausura y conversion de botaderos de residuos solidos,
2004 y Decreto Legislativo N° 1278, 2016).
1.2.3.2 Botaderos controlados.

Lugar de disposicion final de residuos solidos que no cuenta con la infraestructura
adecuada, pero se dan condiciones minimas de operacion para que los residuos no se

encuentren a cielo abierto; los residuos son compactados en capas para reducir su volumen y
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son confinados periédicamente con material de cobertura (Guia técnica para la clausura y
conversion de botaderos de residuos solidos, 2004).
1.2.4 Efecto de los botaderos en el medio ambiente.

A nivel mundial, el manejo de los residuos solidos ha representado un problema muy
grande, debido, a los altos volumenes de residuos solidos generados por la poblacion; por esta
razon es que los botaderos reciben a diario miles de toneladas de basura, llegando a colapsar y
disminuir su vida util, ya que el manejo no es el adecuado, ademas la falta de cultura en el
reciclaje, lo que afecta la salud de la poblacién y al medio ambiente.

Entre los botaderos méas grandes se tiene a Jiangcungou, China, que recibe a diario
alrededor de 10000 toneladas diarias, pero que fue disefiada para 2500 toneladas (BBC Mundo,
2019). Y Bantargerbang, Indonesia que ha sobrepasado sus limites de salubridad, llegando a
alcanzar una montafa de alrededor de 40 m de altura y que recibe a diario entre 6500 y 7000
toneladas de basura (Nurul, 2019).

En el Per( existen 1585 botaderos informales, y entre los departamentos con mayor
presencia de botaderos se encuentran Ancash (149), Cajamarca (123) y Puno (111) (OEFA,
2018). Y la generacion de basura diaria alcanza 23 toneladas y solo 15 % se logra reciclar
(Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental., 2018).

La acumulacion excesiva de los residuos en los botaderos causa contaminacion del
suelo, aire y agua, ademas la presencia de animales transmisores de enfermedades como
roedores, insectos, y demas vectores como bacterias virus, etc. incrementan el riesgo de
enfermedades infecciosas, que representan un peligro para la salud y la seguridad de los
pobladores y recolectores (Guia Técnica para la Clausura y Conversion de Botaderos de

Residuos Solidos, 2004).
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1.2.5 Normatividad.

En Perq, la gestion y disposicion final de residuos sélidos, incluidos los plasticos, se
rige por un conjunto de normas que tiene como objetivo fomentar acciones sustentables, con
el fin de reducir el impacto ambiental.
1.2.5.1 Decreto Legislativo N°1278 “Ley de Gestion Integral de Residuos solidos”

Aprobado en 2016, esta normativa establece directrices para la gestion y manejo
integral de residuos solidos en el Perd. Su objetivo principal es reducir la generacion de
residuos, promover su aprovechamiento y garantizar una adecuada disposicién final. La
normativa asigna responsabilidades compartidas al estado, el sector privado y la ciudadania,
fomentando un enfoque integral y sostenible en la gestion de residuos solidos (Decreto
lgislativo N° 1278, 2016). La normativa fue reglamentada a través del Decreto Supremo
N°014-2017-MINAM, en la que establece disposiciones especificas para la reduccion de
residuos en la fuente, la valorizacion material y energética, y la sostenibilidad de los servicios
de limpieza publica (Reglamento del Decreto Legislativo N°1278, 2017).
1.2.5.2 Ley N° 30884: Ley que regula el Plastico de un solo Uso y los Recipientes o

Envases Descartables.

Promulgada en diciembre de 2018, esta normativa establecié un marco legal regulatorio
para reducir el uso, distribucion y comercializacion de plasticos de un solo uso y otros
materiales plasticos no reutilizables. Asimismo, la reduccion de recipientes o envases
descartables de poliestireno expandido (tecnopor) destinados al consumo de alimentos y
bebidas. La normativa también promueve la sustitucion progresiva de estos productos por
alternativas reutilizables o biodegradables (Ley N° 30884, 2018).

Para su implementacion, la ley fue reglamentada mediante el Decreto Supremo N°006-
2019-MINAM, que establece medidas y plazos para la aplicacion. Los plazos para la

prohibicion, obligacion de los productores y comercializadores en la reduccion del uso de
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plasticos y la adopcion de alternativas sostenibles. La fiscalizacion y sanciones por parte del
(MINAM) y las municipalidades que garantizan su cumplimiento (Reglamento que regula la
Ley N°30884, 2019).

1.2.6 Metodologia utilizada en la evaluacion de la degradacion de LDPE.

1.2.6.1 Método gravimétrico

La pérdida o reduccion de peso se fundamenta en la capacidad de ciertos
microorganismos para descomponer polimeros plasticos en compuestos mas sencillos. Este
proceso implica la fragmentacion de las cadenas poliméricas, generalmente debido a la
alteracion en la estructura fisica y quimica, lo que a su vez provoca la disminucion en el peso
molecular del polimero. Segun (Singh & Sharma, 2008) la pérdida de masa molecular y los
cambios en la distribucion de la masa molecular, son considerados indicadores directos de
degradacion, ya que afectan de manera significativa las propiedades del material. Por esta
razon, la medicion de pérdida de peso se utiliza muy frecuentemente para evaluar de la
biodegradabilidad de los plasticos.
1.2.6.2 Fundamento tedrico del analisis de varianza (ANOVA).

El ANOVA constituye un conjunto de técnicas estadisticas de gran utilidad, disefiados
para evaluar la existencia de diferencias significativas entre las medias de tres 0 méas grupos.
Su aplicacidn resulta pertinente cuando las mediciones son repetidas o presentan estructuras
experimentales con uno o varios factores. ANOVA permite determinar el efecto de los factores
sobre una variable dependiente cuantitativa, en la que cada tratamiento puede tener una o varias
unidades experimentales (Dagnino, 2014). Una vez que el andlisis de varianza indica la
existencia de diferencias significativas entre medias, se recurre a pruebas de comparaciones
multiples para identificar especificamente qué pares de medias difieren estadisticamente entre

si (Fallas, 2012).
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1.2.6.3 Fundamento del método por Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR)- ATR.

Es una técnica que permite identificar grupos funcionales y estructuras moleculares, asi
como para evidenciar las modificaciones quimicos que ocurren en el polimero durante su
biodegradacion por accion de microorganismos.La espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR), se basa en que los fotones de radiacion infrarrojo son absorbidos por los
enlaces de una sustancia o molécula en estudio, pasando a niveles vibracionales superiores y
cada tipo de enlace absorbe radiacién infrarroja a una frecuencia distinta en forma cualitativa
y cuantitativa, utilizando la regién del infrarrojo, con valores de 4000-400 cm™ de numero de
onda (Wade, 2004).

La técnica ATR (Attenuated Total Reflectance) es una variante de la espectroscopia
FTIR que permite analizar directamente muestras sélidas, liquidas o semisélidas sin
preparacion previa. Utiliza un cristal de alta refraccion donde la radiacion infrarroja genera una
onda evanescente que penetra superficialmente en la muestra (0.5-2 um), siendo parcialmente
absorbida segun su composicion. Esto permite identificar grupos funcionales y detectar
cambios quimicos superficiales con alta precision (Smith, 2011).

El espectro infrarrojo se analiza en dos regiones referenciales; la primera, llamada
region de los grupos funcionales (1200 a 3600 cm™), donde se identifican los enlaces
caracteristicos de grupos funcionales comunes, y la region conocida como “huella digital” (600
a 1200 cm™); altamente especifica para cada polimero. Esta Gltima se mantiene constante salvo
que el polimero haya experimentado alteraciones quimicas, fisicas o bioldgicas (Gulmine et
al., 2002).

Mediante FTIR, diversos estudios han documentado la actividad degradativa de
microorganismos sobre polimeros como el polietileno, evidenciada por la aparicion de nuevas

bandas asociadas a enlaces C=0 y —OH, asi como la formacion de grupos funcionales como
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aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos y ésteres, producto de los procesos de oxidacion y
ruptura de cadenas (Ojha et al., 2017; Quinchia & Maya, 2015). También se han reportado
cambios en bandas relacionadas con el estiramiento de enlaces -C=C-, N-H, C=0 de aldehidos,
C—O de éteres y C-C=C de anillos aromaticos. (Ojha et al., 2017; Gajendiran et al, 2016).

La degradacion del LDPE puede cuantificarse mediante FTIR a través de la reduccion
de los indices de grupos carbonilo C=0 y dobles enlaces terminales C=C, los cuales son
indicadores estables en ausencia de modificacion estructural. Las variaciones en estos indices
permiten estimar la intensidad de la biodegradacion ( Uribe et al., 2010).
1.2.6.4 Fundamento del método de Microscopia electronica de barrido (SEM).

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica que emplea un haz de
electrones para formar imagenes de alta resolucion de la superficie de una muestra. El equipo
cuenta con un cafion de emision de campo donde se ubica un catodo de Tungsteno, el cual
emite haces de electrones que inciden sobre la muestra. La interaccién del haz electrénico con
la superficie genera electrones secundarios, los cuales son captados por un detector que
transforma la sefial en una imagen que revela las caracteristicas superficiales, pudiendo
proporcionar informacion de las formas, texturas y composicion quimica de sus constituyentes
del material analizado (Egas, 1998).

En el estudio de biodegradacion del polietileno de baja densidad (LDPE), esta técnica
permite visualizar evidencias directas del ataque microbiano. A través de SEM se pueden
identificar estructuras fangicas, colonizaciones sobre el polimero, e incluso la incrustacién de
hifas en el plastico. Asimismo, la comparacion de imagenes antes y después de la exposicion
al consorcio microbiano revela alteraciones fisicas asociadas al proceso de degradacién, como
grietas, cavidades, fisuras, erosion, rugosidad superficial y perforaciones (Quinchia & Maya,

2015).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
2.1 LUGAR DE OBTENCION DE MUESTRA

Las muestras de bolsas con signos de deterioro se colectaron en el botadero de residuos
solidos de Chacuyayocpata. Ubicado en el cerro Jururo, dentro del area perteneciente a la
comunidad Pampaphalla, jurisdiccion del distrito de Sicuani, a una distancia aproximada de
6.5 km de la poblacion (Gerencia de Gestion Ambiental, Sub Gerencia de Residuos Solidos y
Areas Verdes - Municipalidad Provincial de Canchis, 2023), segun los datos obtenidos
mediante GPS, esta ubicado a 3998 metros de altitud.

Sicuani es un distrito perteneciente a la provincia de Canchis, departamento del Cusco.
Ubicado a 3593 m de altitud, presenta una superficie de 646 km? (Municipalidad Provincial de
Canchis, 2023), situado a 118 km al sureste del Cusco. Limita al norte con el distrito de San
Pablo, al sur con el distrito de Marangani, al este con el distrito de Nufioa y al oeste con los

distritos de San Pedro y Langui (Quispe, 2020).
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Figura 5

Mapa de ubicacion del botadero del distrito de Sicuani, provincia de Canchis — Cusco
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2.2 MATERIALES
2.2.1 Material bioldgico
Hongos filamentosos aislados de bolsas de plasticos con signos de deterioro colectados
del botadero de residuos solidos de Sicuani, provincia de Canchis.
2.2.2 Material polimérico
e Restos de bolsas de plasticos con signos de deterioro (desgaste y roturas) colectados
del botadero de residuos solidos del distrito de Sicuani, provincia de Canchis.
e Bolsas de plastico de primer uso blancas y transparentes
2.2.3 Material de campo
e Material y equipo de bioseguridad personal
e Pinza metélica
e Frascos de vidrio
e GPS (GARMIN)
e Plumon marcador
e Termohigrometro (Kintel)
e Libreta de campo
e Camara fotografica
e Cinta métrica
e Pico
2.2.4 Material de laboratorio
e Material de bioseguridad
e Placa Petri
e Pipeta
e Propipeta (pera de goma)

e Bagueta
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Asa y aguja de siembra

Tubos de ensayo

Lamina porta y cubre objeto

Frascos de vidrio con tapa

Probeta de 1000 mL y 500 mL

Matraces

Tips de 1000 pL y 100 pL

Micropipeta

Camara Neubauer

Papel aluminio

Papel craft

Tijera

Pinza

Gradilla

Equipos de laboratorio

Ultramicrobalanza con DS de + 0.2 ug 0 0.0002 mg, Parkin EImer AD 6000
Balanza analitica + 0.0001g calibrada, marca Chyo JK — 200
Balanza electronica marca HENKEL
Autoclave vertical serie AV — 10064 de 80 L
Incubadora marca BINDER

Refrigeradora

Bortex

Mechero bunsen

Microscopio compuesto LEICA CME modelo 1349521X.



Espectrometro Infrarrojo con Transformada de Fourier, marca Thermo NICOLET

380.

Microscopio Electronico de Barrido marca ZEISS H.W. Kessel S.A.

Céamara fotografica.

pHmetro (pH, Cond, Temp) modelo 616.HI198103.
Soluciones

Antibiotico (Cloranfenicol 0.5 mg/ml)
Alcohol (70 %)

Alcohol (96 %)

Hipoclorito de sodio (3 %)

Agua destilada

Twen 80 (0.1 %)

Medios de cultivo

Agar PDA

Medio de sales minerales (MSM)

Agar Czapeck

Agar extracto de Malta (MEA)

Agar Czapeck extracto de levadura (CYA)
Agar nitrato 20% glicerol (G25N)

Agar Czapeck extracto de levadura 20% sacarosa (CYA20S)
Material de gabinete

Laptop

Lapiceros

Lapiz

Cuaderno de apuntes
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e Software
e Rstudio 4.1.3
e EXCEL
23 METODOLOGIA
2.3.1 Meétodos y técnicas para la recoleccion de datos
2.3.1.1 Tipoy disefio de investigacion
La investigacion realizada sobre el efecto que tiene los hongos filamentosos aislados de
restos de bolsas de pléstico provenientes del botadero de residuos solidos del distrito de
Sicuani, sobre el polietileno de baja densidad, es de tipo experimental, explicativo y de disefio
longitudinal.
2.3.1.2 Poblacion y muestra
e Poblacion: Hongos filamentosos aislados de bolsas de plastico con signos de deterioro
presentes en el botadero de Sicuani de la provincia de Canchis, departamento Cusco.
e Muestra: Hongos filamentosos con efectividad en la degradacion, seleccionados de
acuerdo a los signos de deterioro de bolsas de plastico de un solo uso.
2.3.1.3 Identificacion de Variables
a) Variables Independientes:
e Cepas de hongos filamentosos
e Consorcios de hongos filamentosos
e Tipos de bolsas de polietileno de baja de baja densidad

b) Variable dependiente: Efectividad de degradacion de polietileno de baja densidad
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2.3.1.4 Flujograma de la investigacion

Figura 6

Flujograma para la evaluacion de degradacion de LDPE por hongos filamentosos

Toma de muestra de plasticos con signos
de deterioro en el botadero de Residuos
solidos de Sicuani.

l

Lavado y fraccionamiento de muestras
de bolsas plasticos con signos de

!

Aislamiento de hongos filamentosos en
agar papa dextrosa (PDA)

|

Seleccidn de cepas de hongos
filamentosos con incubacién en medio
liauido v LDPE de primer uso.

Identificacion
por la técnica
de Pitt.

!

Identificacion de especies de hongos
filamentoso

Laboratorio de
Ecologia de la
Escuela Profesional
de Biologia,
UNSAAC

i

Efectividad degradativa de LDPE tipo A
y B de primer uso por cepas de hongos
filamentosos seleccionados e
identificados, en medio de sales
minerales (MSM).

Invernadero
de la
UNSAAC

Efectividad degradativa de LDPE tipo A
y B de primer uso por consorcio de
hongos filamentosos en suelo.

-Determinacion de
pérdida de peso
convertida en
porcentaje.

-Espectroscopia de
Infrarrojo con
Transformada de
Fiurer

-Microscopia
Electronica de
Barrido

28



2.3.1.5 Muestreo de bolsas de pléastico de un solo uso en botadero de Sicuani.

El muestreo se realizo en enero de 2018, de acuerdo al area donde se observaron bolsas
con signos de deterioro, se enmarco un area de 25 metros cuadrados, con cuadrantes de 1 metro
cuadrado cada uno, las muestras se obtuvieron en los cuadrantes de los extremos y el centro
(se colectaron en superficie y profundidades de 5, 10, 20, 30 y 50, haciendo un total de 30
muestras de restos de bolsas plasticas), las cuales fueron colocadas en frascos estériles y
llevadas para su procesamiento al laboratorio de Ecologia de la Escuela Profesional de Biologia

de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio del Cusco.

2.3.2 Trabajo experimental en laboratorio.
2.3.2.1 Aislamiento de hongos filamentosos degradadores de LDPE.

Las muestras de restos de bolsas de plasticos colectadas del botadero fueron recortadas
en trozos mas pequefas y posteriormente fueron lavadas con una solucion de cloramfenicol en
agua destilada esteéril, con una concentracion final de 0,5 mg/mL durante 60 minutos y luego
con agua destilada estéril durante 30 minutos (Mendez et al., 2007). Posteriormente se
sembraron en agar PDA, suplementando con un 3 % de extracto de levadura y se incubaron a
25°C, durante 7 dias. No obstante, debido a un crecimiento insuficiente, se extendio el periodo
de incubacion a 10 dias.

Transcurrido este tiempo, se realizd una nueva siembra con el propésito de conseguir
cultivos puros de hongos, empleando agar PDA bajo las mismas condiciones ya mencionadas.
Una vez obtenida las cepas purificadas se procedio a conservar a 4°C en viales con agar PDA.
2.3.2.2 Seleccidon de cepas degradadoras de LDPE.
2.3.2.2.1 Obtencidn de esporada por la técnica de camara neubauer

Obtenida la colonia de hongos filamentosos desarrollados, se agregd 10 mL de solucion

tween 80 al (0.1 %) estéril, (se frotd y removio la colonia con una bagueta), esta suspensién se
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agrego a frascos con 40 mL de agua destilada estéril, para obtener una suspension de 108

esporas /mL.

El recuento de la concentracion de esporas se realizé agregando 10 pL de suspension
de esporas sobre la cAmara de Neubauer (Aquiahuatl et al., 2012). El conteo del nimero de
esporas se realizd en 5 cuadros con ayuda del microscopio Optico, obteniendo un valor

promedio de 5.5 x 108 esporas /mL. Con la siguiente formula.

Numero de conidios/mL = M x 10*
0.02 mm3
Donde:
N = Numero de conidios
104 = Factor de correccion
1 = Area total de la cAmara Neubauer
002 = Area del nimero de celdas o cuadriculas contadas

2.3.2.2.2 Preparacion de trozos de bolsas de plastico

Se utilizaron bolsas de plasticos (LDPE) de primer uso, fueron cortadas en laminas
1cm?, pesadas y esterilizadas como sigue: se sumergio las laminas en 20 ml de alcohol 96%
durante 30 minutos, dandoles la vuelta cada 10 minutos, posteriormente las laminas fueron
sumergidas en 20 ml de alcohol 70% durante otros 30 minutos; finalmente, las ldminas fueron
lavadas con agua destilada estéril para eliminar el exceso de alcohol, se secaron con la ayuda
de papel de filtro estéril (Martin, 2017) y se afiadieron a cada uno de los matraces de cultivo y

sus respectivos controles.
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2.3.2.2.3 Actividad degradativa de LDPE por el método de (méndez et al., 2007).

Las laminas de LDPE previamente pesadas Yy esterilizadas, se incorporaron a los frascos

que contenian 50 mL de medio de sales minerales (MSM). Posteriormente, se afiadié 1 mL de

la suspension de esporada a cada frasco y se incubaron a 25°C, por 45 dias. Cada tratamiento

se hizo por triplicado, incluyendo una muestra control.

Figura7

Disefio de cultivo del sistema interno en medio mineral para LDPE

SOLUCION Df ) ‘e__
SALES MINERALES

LAMINA DE LDPE
+

ESTRUCTURAS FUNGICAS

Al término de los 45 dias de incubacién, las laminas de LDPE fueron cuidadosamente

lavadas y desinfectadas para eliminar la impregnacion de hongos filamentosos adheridos en la

superficie. Posteriormente se realiz6 una observacion microscopica a 40x para verificar la

remocion de estructuras fungicas. El pesaje de las laminas se efectué en balanza analitica

modelo Chyo JK — 200 (+ 0.0001g) y, para mayor precision, se determinaron los pesos con una

ultramicrobalanza Parkin Elmer AD 6000(x 0.0002mg). A partir de los datos obtenidos, se

determind la pérdida de masa y se calculé el porcentaje de degradacién, explicado en el item

(2.3.4.1).
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2.3.2.3 Identificacion de hongos filamentosos degradadores de LDPE

En la presenta investigacion se identificé dos tipos de géneros de hongos filamentosos
de acuerdo a la guia de (Watanabe, 2012), mientras que para la identificacion de especies se
utilizo la guia descrita por (Pitt, 2001).

Para el estudio macroscopico se realizd utilizando medios de cultivo: Czapeck Yeast
Extract Agar (CYA), Malt Extract Agar (MEA), 25% Glycerol Nitrate Agar (G25N), y Czapek

Yeast Agar with 20% Sacarosa (CY20S).

Tabla 2

Medios de cultivos para los hongos filamentosos de los Generos Pennicillium y Aspergillus.

GENero Medip de Temperatura Tiempo_c,ie
Cultivo 5°C 25°C 37°C Incubacion
CYA 4 4 v 7 dias
Penicillium  MEA - v - 7 dias
G25N - 4 - 7 dias
CYA - v v 7 dias
Aspergillus  MEA - v - 7 dias
CY20S - 4 - 7 dias

Para realizar la siembra primeramente se prepard una suspension de una asada de
esporas en agua destilada con un volumen de 3 ml, se agit6 y luego se inocul6 por puncion en
angulo recto, realizando tres puntadas equidistantes y su posterior incubacion a diferentes
temperaturas por 7 dias.

Al cabo de 7 dias, se realizo la descripcion de las caracteristicas macroscopicas con la
observacion de la forma de desarrollo de la colonia, aspectos, tamafio (diametro de las
colonias), textura, coloracion de ambas caras y la produccién de pigmentos. Para el
reconocimiento de las caracteristicas microscopicas se realiz por comparacion, de diferencia
y semejanza de caracteristicas morfoldgicas con la ayuda de un microscopio Optico,
considerando el tamafio de hifa, presencia 0 ausencia de septos, tamafio de conidio, tipo de

espora, etc. (Pitt, 2001).
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2.3.2.4 Determinacion del grado de efectividad degradativa de hongos filamentosos
sobre LDPE en medio de sales minerales.
2.3.2.4.1 Preparacion de trozos de bolsas de plastico
Se utilizaron 2 tipos de LDPE de uso comdn:
e LDPE Tipa A: bolsas de pléstico de primer uso, incoloras.
e LDPE Tipo B: bolsas de plastico de primer uso, color blanco.
Las bolsas de plasticos (LDPE) de primer uso, fueron cortadas en laminas 1cm?, pesadas
y esterilizadas, de acuerdo al item (2.3.2.2.2).
2.3.2.4.2 Actividad degradativa de LDPE por el método de ( méndez et al.,2007).
Las laminas de LDPE tipo A y B, previamente pesadas y esterilizadas se incorporaron
a los frascos que contenian 100 mL de medio de sales minerales (MSM). Posteriormente, se
afiadié 1 mL de la suspension de esporada y la determinacion de la efectividad degradativa se
realiz6 de acuerdo al item (2.3.2.2.3) y se incubaron a 25°C por 90 dias.
2.3.3 Trabajo experimental en suelo

El entierro en suelo se realizé en el Invernadero de la UNSAAC.

2.3.3.1 Determinacion del grado de efectividad degradativa de consorcios de hongos
filamentosos sobre LDPE en suelo.
2.3.3.1.1 Preparacion de medio de cultivo
La preparacion de sustrato de suelo, se realizo utilizando 70 % de suelo de cultivo y 30
% de arena fina a un pH de 7.03 y estas fueron esterilizadas en autoclave.
2.3.3.1.2 Preparacion de trozos de bolsas de plastico LDPE
Se utilizaron dos tipos de LDPE de uso comun, tipo A (incoloras) y tipo B (blanco). La

obtencion de laminas de bolsas de LDPE se realizd de acuerdo al item (2.3.2.2.2).
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2.3.3.1.3 Preparacion del inoculo de esporas de los consorcios

Una vez obtenidas las colonias de hongos filamentosos, se adicionaron 10 mL de una
solucion estéril de Tween 80 al 0.1 %, frotando la superficie con una bagueta estéril para
facilitar el desprendimiento de esporas. La suspension resultante se transfirié a frascos que
contenian 40 mL de agua destilada estéril. Para la preparacion de los consorcios fungicos, se
mezclaron 10 mL de cada una de las suspensiones individuales en un nuevo frasco, y obtener
una concentracion final aproximada de 10® esporas/mL.
2.3.3.1.4 Actividad degradativa de consorcios de hongos filamentosos degradadores de

LDPE

Los cultivos se realizaron en cubetas de plastico, colocando inicialmente una base de
600 g de suelo. A continuacion, se incorporaron aleatoriamente 5 laminas de LDPE tipo Ay 5
tipo B, sobre las cuales se aplicol mL de in6culo de esporas por lamina. Posteriormente, se
afiadidé una segunda capa de 500 g de suelo, seguida por una nueva disposicion de 5 laminas de
LDPE tipo A y 5 tipo B, y la aplicacion del in6culo en las mismas condiciones. Finalmente, se
cubri6 con unatercera capa de 200 g de suelo. Se prepararon cuatro cubetas en total, incluyendo
una muestra control sin inoculacion de hongos filamentosos. Cada cubeta fue regada
inicialmente con 200 mL de agua destilada estéril y posteriormente mantenida en invernadero

por un periodo de 4 meses, realizando riegos interdiarios con 100 mL de agua destilada estéril.
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Figura 8

Disefio de cultivo del sistema interno en suelo para bolsas de polietileno de baja densidad

LAMINA DE LDPE

+

ESTRUCTURAS FUNGICAS
-—
SUELO

Al finalizar los 120 dias de cultivo, las ldminas de LDPE fueron cuidadosamente
lavadas y desinfectadas para remover residuos de hongos filamentosos y particulas de suelo
adheridas a su superficie. Posteriormente, se realiz6 una observacién microscopica a 40x para
verificar la presencia de estructuras fangicas remanentes. Finalmente, las ldminas fueron
pesadas con el objetivo de calcular la pérdida de masa y determinar el porcentaje de

degradacion.

Se disefiaron tres consorcios de hongos filamentosos a partir de cepas eficientes en la
degradacion
e Consorcio I: Integrado por cinco cepas: Sic-8, Sic-9, Sic-16 (aisladas en superficie),
y Sic-18, Sic-20 (aisladas a 50 cm de profundidad).
e Consorcio I1: Compuesto por tres cepas: Sic-4 (superficie), Sic-15 (30 cm), y Sic-21
(50 cm de profundidad).
e Consorcio Il1: Formado por ocho cepas seleccionadas por su mayor eficiencia
degradativa: Sic-4, Sic-8, Sic-9 (superficie), Sic-15, Sic-16 (30 cm), y Sic-18, Sic-20,

Sic-21 (50 cm de profundidad).
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2.3.4 Determinacion la degradacion de LDPE.

2.3.4.1 Pérdida de peso de las laminas de LDPE.

La pérdida de masa del polietileno de baja densidad (LDPE), utilizada como indicador
cuantitativo del proceso de degradacion, fue determinada a partir del pesaje de las ldminas antes
y después del tratamiento experimental. Los valores obtenidos fueron transformados a
porcentajes con la finalidad de estandarizar los datos, facilitar su analisis estadistico y permitir
una comparacién mas precisa con otros estudios. El porcentaje de degradacion fue calculado
utilizando la siguiente formula:

. Py— P,
% Degradacion = —p x 100
0

Como sigue:
Po = peso inicial
P1 = peso final

2.3.4.2 Analisis estadistico de los datos.

Los datos de la cantidad de peso perdido convertido en porcentajes de cada una de las
muestras de LDPE, se analizé utilizando el lenguaje de programacion R version 4.1.3. En una
primera etapa se evaluo la influencia de las variables cepa y profundidad sobre el porcentaje
de degradacion del LDPE mediante un disefio factorial anidado, en el cual la variable cepa
estuvo anidada dentro de los niveles de profundidad, conforme a la estructura experimental
establecida.

Posteriormente, con la finalidad de evaluar la efectividad degradativa tanto de cepas
individuales como de consorcios de hongos filamentosos, se empled un disefio completamente
al azar de tipo factorial. En ambos casos, los tratamientos se estructuraron como combinaciones
de niveles de los factores considerados.

Se aplicaron pruebas estadisticas para validar los supuestos del modelo. La normalidad

de los residuos fue evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de

36



varianzas mediante la prueba de Levene, ambas con un nivel de significancia del 5 %, con el
propdsito de garantizar la validez de los analisis inferenciales.

El analisis estadistico de los datos incluyé un analisis de varianza (ANOVA), seguido
de pruebas de comparacion multiple de medias. Para las comparaciones entre tratamientos en
el andlisis de cepas individuales se utiliz6 la prueba de Tukey, mientras que en los experimentos
con consorcios de hongos se empled la prueba de Dunnett para contrastar los tratamientos
frente al control.

Las hipdtesis estadisticas son:

Hipotesis general

e Ho: Los hongos filamentosos provenientes del botadero de Sicuani no son efectivos
en la degradaciéon del polietileno de baja densidad.

e Hi: Los hongos filamentosos provenientes del botadero de Sicuani si son efectivos en
la degradacion del polietileno de baja densidad.

Hipotesis especificas
Efectividad en medio de sales minerales (MSM):

e Ho: Los hongos filamentosos no tendran una efectividad significativa en la
degradacion del polietileno de baja densidad en medio de sales minerales.

e Hi: Los hongos filamentosos si tendrén una efectividad significativa en la
degradacion del polietileno de baja densidad en medio de sales minerales.
Efectividad de consorcios en suelo:

e Ho: Los consorcios de hongos filamentosos no tendran una efectividad significativa
en la degradacién del polietileno de baja densidad en suelo.

e Hi: Los consorcios de hongos filamentosos si tendran una efectividad significativa en

la degradacion del polietileno de baja densidad en suelo.
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2.3.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier - ATR

Los fragmentos de LDPE que fueron sometidos a incubacion con hongos filamentosos
se analizaron mediante espectroscopia infrarroja por Reflectancia Total Atenuada (ATR). Para
ello, se colocaron en el portamuestras y se introdujeron en la celda del equipo, posicionandolos
entre el haz infrarrojo y el detector. La composicion quimica de los fragmentos fue determinada
utilizando el software OMNIC, el cual permitio obtener los espectros de absorbancia y
transmitancia.

Los andlisis en Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se
realiz6 en el Laboratorio de Cromatografia y Espectrofotometria de la Escuela profesional de
Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y laboratorio Fractal
Quimicos — Lima.
2.3.4.4 Microscopia electronica de barrido

Los fragmentos de LDPE se analizaron en el Laboratorio de Microscopia Electrénica

de la Universidad Catdlica Santa Maria — Arequipa.

38



CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 RESULTADOS
3.1.1 Hongos filamentosos con capacidad degradadora de LDPE, aislados de restos de
bolsas plasticas a distintas profundidades en el botadero de Sicuani.
3.1.1.1 Cepas aisladas

Se aislaron un total de 21 cepas de hongos filamentosos a partir de restos de bolsas
plasticas recolectadas en cinco niveles de profundidad (superficie, 5 cm, 10 cm, 30 cm y 50
cm) del botadero de Sicuani. Se obtuvieron 9 cepas de superficie, 1 de 5cm, 2 de 10 cm, 4 de
30 cm y 5 de 50 cm (Anexo 3).
3.1.1.2 Capacidad degradadora de LDPE por cepas aisladas.

De las 21 cepas obtenidas, 8 cepas (38%) mostraron capacidad degradativa significativa
sobre polietileno de baja densidad (LDPE), mientras que 13 cepas (62%) no presentaron
actividad degradadora destacable. Evaluacion realizada mediante ensayos de biodegradacion
con analisis estadistico del porcentaje de pérdida de peso convertida en porcentajes del LDPE
(Tabla N° 04).
3.1.1.3 Seleccidn de las cepas de hongos filamentosos con mayor capacidad

degradadora de LDPE por profundidad de aislamiento.
Tabla 3
Analisis de varianza a diferentes profundidades de aislamiento y las cepas de hongos sobre

el porcentaje de degradacion de LDPE

Factor Gl SC SC Media F P-valor
Profundidad 4 244.7  61.18 2989 0.0212*
Profundidad:cepas 21 2320.1 110.48 5398  5.12e-10 ***
Residuos 130 2660.5 20.47
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En latabla 3, se observa que la profundidad de aislamiento tiene un efecto significativo

sobre el porcentaje de degradacion de LDPE, con p-valor de 0.0212, evidenciando que la

profundidad influye en la eficacia degradativa de las cepas. Ademas, la diferencia entre cepas

dentro de cada nivel de profundidad es altamente significativo con un p-valor de 5.12e-10 ***,

lo que evidencia que, incluso dentro de un mismo nivel de profundidad, las cepas presentan

diferencias significativas en su capacidad para degradar LDPE, con un nivel de significancia

del 5 % e intervalo de confianza del 95 %.

Tabla 4

Prueba Tukey del porcentaje de degradacion de LDPE, en cada nivel de profundidad por

cepas de hongos filamentosos

Profundidades Cepas Media Se Df IC al 95% Grupo
Sic-03 0.459 1.85 130 -4.801 5.72 a
Sic-02 0583 1.85 130 -4.677 5.84 a
Sic-01 0.656 1.85 130 -4.604 5.92 a
Sic-06 1831 185 130 -3.429 7.09 a
Superficie Sic-22 (Control) 1.85 1.85 130 -341 7.11 a
Sic-05 1936 185 130 -3.324 7.2 a
Sic-07 2299 185 130 -2.961 7.56 a
Sic-04 5579 185 130 0.32 10.84 b
Sic-09 10.729 1.85 130 5.469 15.99 b
Sic-08 13545 185 130 8.285 18.8 b
5cm Sic-10 0919 185 130 -3.26 5.1 a
Sic-22 (Control) 1.85 1.85 130 -2.329 6.03 a
Sic-12 1.11 1.85 130 -3.357 5.58 a
10 cm Sic-22 (Control) 1.85 1.85 130 -2.617 6.32 a
Sic-11 2337 185 130 -2.13 6.8 a
Sic-22 (Control) 1.85 1.85 130 -2.964 6.66 a
Sic-13 2055 185 130 -2.76 6.87 a
30cm Sic-14 4178 1.85 130 -0.637 8.99 ab
Sic-15 5405 1.85 130 0.59 10.22 b
Sic-16 10.345 185 130 5.531 15.16 b
Sic-19 0.696 1.85 130 -4.238 5.63 a
Sic-17 0921 1.85 130 -4.013 5.86 a
50 cm Sic-22(Control)  1.85 1.85 130 -3.084 6.78 a
Sic-21 8934 185 130 -1.001 10.87 b
Sic-20 10.872 1.85 130 5938 1581 bc
Sic-18 13.164 1.85 130 8.23 18.1 C
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En la tabla 4 se observan las diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
degradativa entre las cepas evaluadas segun la profundidad de aislamiento. En la superficie, las
cepas Sic-08 (13.55 %) y Sic-09 (10.73 %), mostraron mayor actividad degradativa,
ubicandose en el grupo b. A 30 cm de profundidad, las cepas Sic-16 (10.34 %) y Sic-15 (5.41
%), presentan mayores porcentajes de degradacion, ubicandose en los grupos b y ab,
respectivamente. A 50 cm, sobresalio la cepa Sic-18 (13.16 %), ubicada en el grupo c, seguida
de Sic-20 (10.87 %) en el grupo bc. En contraste las cepas aisladas a 5 y 10 cm, asi como la
muestra control (Sic - 22), mostraron una baja capacidad de degradacion, agrupandose
estadisticamente en el grupo a, con un nivel de significancia del 5 %.
3.1.1.4 Identificacion taxondmica de hongos filamentosos degradadores de LDPE.
Tabla 5

Géneros y especies de hongos filamentosos con capacidad degradadora de LDPE

Genero Sub Genero  Seccion Especie Cepas Profundidad
A. flavus Sic - 008 superficie
Aspergillus A. flavus Sic-009 superficie
A. flavus Sic-018 50cm
P.
_ Sic - 004 o
brevicompactum superficie

P. chrysogenum Sic-015 30cm

Viridicata P. viridicatum Sic-016 30cm

Penicillium Penicillium

Chrysogena P. chrysogenum Sic-020 50cm
Chrysogena P. chrysogenum Sic-021 50cm

Se observa especies de hongos filamentosos degradadores de LDPE, pertenecientes a
dos géneros diferentes correspondientes a Aspergillus y Penicillium. EI género Aspergillus con
03 cepas de Aspergillus flavus y el género Penicillium con 05 cepas: 03 de Penicillium

chrysogenum, 01 Penicillium brevicompactum, y 01 especie de Penicillium viridicatum.
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3.1.2 Efectividad de degradacion de tipos de LDPE por hongos filamentosos colectados
a diferentes profundidades del botadero incubados en medio mineral.

3.1.2.1 Degradacion de LDPE por cepas de hongos filamentosos aisladas en superficie.

Tabla 6

Analisis de varianza del efecto de las cepas hongos filamentosos aisladas en superficie,

segun tipos de LDPE

Factor gl SC SC Media F p-valor
Cepas 3 370.8  123.58 16.57  3.65e-05 ***
Tipo de LDPE 1 85.2 85.21 11.42  0.00382 **
Cepas: Tipo de LDPE 3 439.5 146.49 19.64  1.30e-05 ***
Residuos 16 1193 7.6

En la tabla anterior se observa que las cepas tienen diferencia estadisticamente
significativa frente al porcentaje de degradacion con un p-valor de (3.65e-05 **¥*),
Similarmente, los tipos de LDPE, frente al porcentaje de degradacion con un p- valor de
(0.00382 **), menor que el nivel de significancia del 5%. Es decir, que ambos tipos de
polietileno presentan porcentajes de degradacién similares. Por otro lado, la interaccion entre
cepas y tipo de LDPE, es altamente significativa con p- valor de 1.30e-05 ***, lo que indica
que el comportamiento de las cepas varia dependiendo del tipo de LDPE, con un intervalo de

confianza del 95 %.
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Tabla 7
Prueba tukey del porcentaje de degradacion de las cepas de hongos aislados en superficie

segun tipos de LDPE

Tipo de LDPE Cepas Media SE df lower.CL upper.CL Grupo
1(A) 9 (Control) 1.26 158 16 -3.681 6.21 a
1(A) 3(Sic-9) 1.79 158 16 -3.158 6.73 a
2(B) 1(Sic-4) 184 1.58 16 -3.099 6.79 a
2(B) 9 (Control) 2.96 158 16 -1.985 7.9 a
2(B) 2 (Sic-8) 3.33 158 16 -1.61 8.28 a
1(A) 1(Sic-4) 5.43 158 16 0.486 10.37 a
2(B) 3(Sic-9) 6.31 158 16 1.366 11.25 a
1(A) 2 (Sic-8) 21.04 158 16 16.098  25.99 b

Nota. (A) y (B), tipos de polietileno de baja densidad; Sic — 04 (Penicillium
brevicompactum), Sic — 08 (Aspergillus flavus), Sic — 09 (Aspergillus flavus) y Control

(Tratamiento sin inoculo de cepas).

En la tabla 7, se observa que existe diferencia significativa en la degradacion de LDPE
tipo A por la cepa Sic — 8 (Aspergillus flavus) con un valor de 21.04 %, en comparacién con el
resto de las cepas evaluadas, incluido el control. Esta diferencia es estadisticamente
significativa, con un nivel de significancia del 5 %, como lo indica su pertenencia exclusiva al
grupo "b", en contraste con el resto de tratamientos agrupados en la categoria "a". Por el
contrario, para LDPE tipo B, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

las cepas, ya que todas se agruparon dentro del grupo "a".
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Figura 9

Comparacion del porcentaje de degradacion de las cepas aisladas en superficie, segun tipo

de LDPE

Degradacion media
=

1
Sic-04

Tipo de polietileno A

Tipo de polietileno B

b 12 -

I 1 1
Sic-08 Sic-09 Control

o

1
Sic-04

1
Sic-08

1
Sic-09

1
Control

Nota. Sic — 04(Penicillium brevicompactum), Sic — 08 (Aspergillus flavus), Sic — 09

(Aspergillus flavus) y Control (Tratamiento sin inoculo de cepas).

3.1.2.2 Degradacion de polietileno de baja densidad por cepas aisladas a 30 cm.

Tabla 8

Analisis de varianza del efecto de las cepas de hongos filamentosos aislados a 30 cm, segln

tipos de LDPE

Factor gl SC SC Media F p-valor
Cepas 2 19.15 9.574 0.801 0471
Tipo de LDPE 1 18.68  18.678 1.563  0.235
Cepas:Tipo de LDPE 2 31.76  15.88 1.329 0.301
Residuos 12 1434  11.95
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El andlisis de varianza indica que no existen diferencias estadisticamente significativas
en el porcentaje medio de degradacion del polietileno de baja densidad por el tipo de cepa (p =
0.471), ni al tipo de polietileno (p = 0.235), dado que ambos valores son mayores al nivel de
significancia del 5 %. Esto sugiere que, en este nivel de profundidad, las cepas evaluadas
presentan comportamientos similares frente a ambos tipos de polietileno. Asimismo, la
interaccion entre cepa y tipo de polietileno (p = 0.301) tampoco mostrd un efecto significativo
sobre el porcentaje de degradacion, lo que indica que la combinacion de ambos factores no
influye de forma diferenciada en la capacidad degradativa observada.
3.1.2.3 Degradacion del polietileno de baja densidad por cepas aisladas a 50 cm.

Tabla 9
Analisis de varianza del efecto de las cepas de hongos filamentosos aislados a 50 cm, segln

tipos de LDPE.

Factor gl SC SC Media F p-valor
Cepas 3 459.4 1531 4146  9.01e-08 ***
Tipos de LDPE 1 3274 3274 88.64  6.31e-08 ***
Cepas: Tipo de LDPE 3 367.4 1225 33.16  4.25e-07 ***
Residuals 16 59.1 3.7

En la tabla 9 se observa que existe diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de
degradacion de LDPE, atribuible a las cepas, con un p-valor de 9.01e-08 ***. De igual manera,
el tipo de LDPE presenta un efecto estadisticamente significativo sobre el porcentaje de
degradacion, dado que el p-valor es de 6.31e-08 ***, Ademas, la interaccion de las cepas y el
tipo LDPE result6 estadisticamente significativa con un p-valor de 4.25e-07, lo que evidencia
que el efecto sobre la degradacion del LDPE depende tanto de la cepa utilizada como del tipo

de LDPE. En otras palabras, a 50 cm de profundidad y con un nivel de significancia del 5 %,
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se puede afirmar que las cepas de hongos filamentosos degradan segun el tipo de LDPE
evaluado.
Tabla 10

Prueba de Tukey del porcentaje de degradacion de las cepas aisladas a 50 cm, segun tipo de

LDPE

Tipo de polietileno Cepas Media SE df lower.CL upper.CL Grupo
2(B) 7(Sic—020) 0.956 1.11 16 -2.52323 4.43 a
1(A) 9(Sic-021) 1262 111 16 -2.21628 4.74 a
2(B) 8(Sic-021 ) 1.388 1.11 16 -2.09069 4.87 a
2(B) 9 (Control) 2958 1.11 16 -0.52045 6.44 a
1(A) 8 (Sic-021) 3.479 1.11 16 0.000384 6.96 a
2(B) 6 (Sic-018) 3718 1.11 16 0.239166 7.2 a
1(A) 7(Sic-020) 11593 1.11 16 8.11381  15.07 b
1(A) 6 (Sic-018) 22233 1.11 16 18.75455 25.71 c

Nota. (A) y (B), tipos de polietileno de baja densidad; Sic — 018 (Aspergillus flavus), Sic —
020 (Penicillium chrysogenum), Sic — 021 (Penicillium chrysogenum) y Control (Tratamiento

sin inoculo de cepas).

En la tabla 10 se observa que existe diferencias significativas en la degradacién de LDPE tipo
A por la cepa Sic — 020 (Penicillium chrysogenum), que presento un porcentaje de degradacion
media de 11.593 %, y la cepa Sic — 018 (Aspergillus flavus) con una media de 22.233%, con
un 5% de significancia, como lo indica su pertenencia exclusiva al grupo "b" y "c", en
comparacion con el resto de las cepas evaluadas, incluido el control, agrupados en la categoria
"a". Por el contrario, para LDPE tipo B, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las cepas, ni el control, ya que las cepas evaluadas se agruparon dentro del
grupo "a".
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Figura 10

Comparacion del porcentaje medio de degradacion de las cepas, segun tipo de polietileno de

baja densidad
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Nota. Sic — 018 (Aspergillus flavus), Sic — 020 (Penicillium chrysogenum), Sic — 021

(Penicillium chrysogenum) y Control (Tratamiento sin inoculo de cepas).

3.1.3 Efectividad de degradacién de tipos de LDPE por consorcios de hongos

filamentosos bajo tratamiento en suelo.

3.1.3.1 Degradacion de LDPE por consorcio de hongos filamentosos

Tabla 11

Analisis de varianza del efecto del consorcio de hongos filamentosos frente al porcentaje de

degradacion de LDPE

Suma
Df Mean Sq Fvalue Pr(>F)
de Cuadrados
Consorcio 3 2886 963.9 39.73 8.54e-14
Residuals 55 1330 24.20
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En la tabla 11 muestra que los consorcios de hongos filamentosos tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre el porcentaje de degradacién de LDPE, con p-valor de
8.54e-14, con un nivel de significancia del 5 %, lo que implica rechazar la hipotesis nula de

igualdad de medias de degradacién por consorcio.

Tabla 12
Prueba Dunnet del porcentaje de degradacion de los consorcios de hongos filamentosos,

segun tipos de LDPE

Consorcio Porcentaje SE df IC al 95% Grupo
medio de

degradacion

Control -4.07 0.898 55 -6.34 -180 a
Consorcio 1l 7.67 1.560 55 3.74 11.6 b
Consorcio Il 9.58 1.640 55 543 13.7 b
Consorcio | 11.84 1.560 55 7091 15.8 b

La tabla 12 se observa que los tres consorcios de hongos filamentosos presentan
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de degradacion, como lo indica
su pertenencia exclusiva al grupo "b", en comparacion con el control agrupada en “a”,
manteniéndose en un grupo aislado, para el 95% de confianza. El consorcio | alcanzo un
porcentaje de degradacion del 15.9 %, mientras que el consorcio I mostrd una diferencia de
11.7 %, y el consorcio Il una diferencia significativa de 13.6 % respecto al control. Por tanto,
se concluye que el consorcio | presenta la mayor diferencia en el porcentaje medio de
degradacion, seguido por el consorcio Il y finalmente el consorcio Il. Aunque los tres
consorcios difieren significativamente del control, no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre si, con un nivel de significancia del 5 %.
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3.1.3.2 Degradacion de distintos tipos de LDPE por consorcio de hongos filamentosos
Tabla 13
Analisis de varianza del efecto de consorcios de hongos filamentosos sobre el porcentaje de

degradacion de distintos tipos de LDPE

Df SumSg MeanSq Fvalue Pr(>F)

Consorcio 3 2882.6 960.9 72.237 <2e-16 ***
Tipo de polietileno 1 461.2 461.2 34.672 3.07e-07 **
Consorcio*Tipo de polietileno 3 190.7 63.6 4.779 0.0052**
Residuals 51 678.4 13.3

En la tabla anterior se observa que existe diferencias estadisticamente significativas
entre los consorcios, frente al porcentaje de degradacion, con un p-valor de 2e-16 ***, por lo
tanto, se puede afirmar que el porcentaje de degradacion es distinto en cada consorcio. De igual
manera, el tipo de LDPE también muestra diferencias estadisticamente significativas, con un
p-valor de (3.07e-07 **), menor al nivel de significancia del 5%, lo que confirma que el tipo
de LDPE influye en el porcentaje de degradacion.

Ademas, la interaccion entre consorcio y tipo de polietileno resulto ser estadisticamente
significativa un p-valor de 0.0052 menor al 5%, lo que sugiere que el efecto del consorcio sobre
la degradacion varia segun el tipo de polietileno evaluado. Por lo tanto, se puede afirmar que
tanto los consorcios fungicos, como los tipos de LDPE, asi como su combinacion, afectan de

manera significativa en los porcentajes de degradacion, con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 14
Prueba Dunnet del efecto del consorcio de hongos filamentosos frente al porcentaje de

degradacion de dos tipos de LDPE

Tipo de LDPE (A) Porcentaje medio de SE df IC al 95% Grupo

degradacion

Control -5.94 0.942 51 -833 -3554 a
Consorcio Il 0.99 1.630 51 -314 5123 b
Consorcio | 8.21 1.630 51 4.08 12.345 ¢
Consorcio Il 9.01 1.630 51 4.88 13.145 ¢
Tipo de LDPE (B) Porcentaje medio de SE df IC al 95% Grupo

degradacion

Control -2.20 0942 51 -459 018 a
Consorcio Il 11.28 1.820 51 6.66 15904 b
Consorcio | 14.35 1.630 51 10.22 18483 b
Consorcio 1l 14.66 1.630 51 1053 18.795 b

Nota. Los valores negativos de degradacion en los grupos control (LDPE tipo A: -5.94 %,
tipo B: -2.20 %) sugieren una ligera ganancia de peso, posiblemente por adsorcién de
compuestos del suelo o absorcion de humedad. Sin embargo, sirven como referencia para
contrastar los efectos reales de los consorcios fungicos.

En la tabla 14 se observa que, para el LDPE tipo A, los consorcios | y 111, presentan
diferencias estadisticamente significativas en comparacién con la muestra control, con
porcentajes medios de degradacion del 8.21 % y 9.01 %, respectivamente. Ambos se agrupan
en la categoria "c", lo que indica un efecto significativamente distinto al del control, que mostré

una degradacion negativa de -5.94 % y pertenece al grupo “a”. El consorcio Il mostré menor
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degradacion con 0.99 %, agrupandose en "b", lo que también se distingue del control, aunque
con menor porcentaje.

En el caso del LDPE tipo B, los tres consorcios (I, Il y Ill) presentaron efectos
significativamente distintos respecto al control. Todos ellos se agruparon dentro del grupo "b",
con porcentajes medios de degradacion de 11.28 %, 14.35 % y 14.66 % respectivamente,
mientras que el control presento un valor negativo (-2.20 %), ubicandose en el grupo “a”.

En ambos tipos de LDPE, las diferencias son estadisticamente significativas con un
intervalo de confianza del 95 %, lo que evidencia la efectividad de los consorcios fungicos en
la biodegradacion del LDPE, especialmente en el caso del tipo B.

Figura 11
Comparacion del porcentaje medio de degradacion de los consorcios de hongos, segun

distintos tipos de LDPE.

Tipo de polietileno A Tipo de polietileno B

C 20~ b
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Degradacion media

r i

' ' ' ' ' ' ' '
Consarcio | Consorcio Il Consorcio Il Control Consarcio | Consorcio ll Consorcio Il Control

e Nota.Consorcio I (Sic-8, Sic-9, Sic-16, Sic-18, Sic-20), Consorcio Il (Sic-4, Sic-15y

Sic-21) y Consorcio Il (Sic-4, Sic-8, Sic-9, Sic-15, Sic-16, Sic-18, Sic-20, Sic-21).
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3.1.4 Caracterizacion de la estructura quimica de LDPE.

La caracterizacion de la estructura quimica del polietileno de baja densidad (LDPE) y las
evidencias de las modificaciones estructurales inducidas por el tratamiento con hongos

filamentosos, se realizaron por Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier.

Los resultados obtenidos incluyen la comparacion entre las muestras control (sin inoculacion
fangica) y aquellas expuestas a diferentes cepas de hongos en condiciones de medio mineral y

suelo.

En las Figuras 12 y 21 se presentan los espectros correspondientes a las muestras de polietileno
tipo A, tratadas en medio mineral y suelo, respectivamente; mientras que las Figuras 16 y 23

muestran los espectros del polietileno tipo B bajo las mismas condiciones experimentales.

En todos los casos, las muestras control mostraron los picos caracteristicos del LDPE, tales
como el estiramiento de los enlaces C—H (2915 - 2916 y 2848 - 2849 cm™), la flexién de los
grupos metilo -CHz- (1472 y 1462 cm™), y las vibraciones de flexion fuera del plano asociadas
a los enlaces -CHz- (730 'y 720 - 719 cm™), estiramiento de los enlaces CH> en (874-875 cm™)
y el estiramiento del enlace C-H (668 cm™). En contraste, los espectros de las muestras tratadas
con hongos filamentosos presentan alteraciones en la intensidad y/o desplazamiento de estas
bandas, lo cual sugiere posibles modificaciones estructurales del polietileno de baja densidad

como resultado de la actividad degradativa de los hongos filamentosos.
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Figura 12

Caracterizacion de LDPE tipo A mediante FTIR: muestra control y tratadas con hongos filamentosos.
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La figura 12 muestra el andlisis FTIR, comparativo entre la muestra control y las tratadas con las cepas Sic-04(P. brevicompactum), Sic-09
(Aspergillus flavus) y Sic—16(P. viridicatum). En contraste con el espectro control, las laminas tratadas con hongos presentan modificaciones en
la que se detectaron nuevas bandas en las regiones de 1579 y 1541 cm™!, asignadas a la presencia de grupos carbonilo C=0, se observd también
un incremento en la intensidad de la banda entre 1000 y 1200 cm™, atribuida a la formacion de grupos C—-O. Esto indica que se ha producido

oxidacion de la matriz polimérica.
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Figura 13

Caracterizacion del LDPE tipo A mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 008 (Aspergillus flavus).
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En la figura 13 se observa espectro caracteristico de LDPE que presentan modificaciones en la region comprendida entre 1000 - 1200 cm ™, donde

se aprecian sefiales tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C—-O, posible presencia de productos de oxidacion incipiente en la

matriz polimérica. Estas modificaciones podrian estar asociadas a la accion enzimatica extracelular fungica, implicadas en la degradacion de

LDPE.
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Figura 14

Caracterizacion del LDPE tipo A mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 015 (Penicillium chrysogenum).
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En la figura 14 se observa el espectro caracteristico de LDPE que presentan modificaciones en la region comprendida entre 1000 - 1200 cm™,

1L / 1472y 1462
-CH>-

donde se aprecian sefiales tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C-O, posible presencia de productos de oxidacién incipiente

en la matriz polimérica. Estas modificaciones podrian estar asociadas a la accion enzimatica extracelular fungica, implicadas en la degradacion de

LDPE.
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Figura 15

Caracterizacion de LDPE tipo A mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 018 (Aspergillus flavus).
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En la figura 15 se observa espectro caracteristico de LDPE que presentan modificaciones en la regién comprendida entre 1000 - 1200 cm™, donde

se aprecian sefiales tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C-O, posible presencia de productos de oxidacion incipiente en la

matriz polimérica. Estas modificaciones podrian estar asociadas a la accion enzimatica extracelular fungica, implicadas en la degradacion de

LDPE.
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Figura 16

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR: muestra control y tratada con hongos filamentosos.
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La figura 16 muestra el analisis FTIR, comparativo entre la muestra control y la tratada con la cepa Sic—20 (Penicillium chrysogenum) muestra un

pico adicional en 1716 cm™, atribuido a grupos carbonilo C=0 de éteres o esteres. Estas modificaciones podrian estar asociadas a la oxidacion de

la matriz polimérica, posiblemente como resultado de la accion enzimatica del hongo, capaz de oxidar las cadenas carbonadas, implicadas en la

degradacion de LDPE. Ademas, se observa vibraciones de los enlaces CH, en 875 cm ™.
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Figura 17

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 004 ( Aspergillus flavus).
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En la figura 17 se presenta el espectro FTIR obtenida para la muestra tratada con la cepa Sic— 04 (Aspergillus flavus), en la que se conservan las
bandas caracteristicas del LDPE, ademas se observan modificaciones en la regién comprendida entre 1000 - 1100 cm™, donde se aprecian sefiales

tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C-O, posible presencia de productos de oxidacion incipiente en la matriz polimerica.
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Figura 18

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 008 (Aspergillus flavus).
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En la figura 18 se presenta el espectro FTIR obtenida para la muestra tratada con la cepa Sic— 08 (Aspergillus flavus), en la que se conservan las
bandas caracteristicas del LDPE, ademas se observan modificaciones en la regién comprendida entre 1000 - 1100 cm™, donde se aprecian sefiales

tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C-O, posible presencia de productos de oxidacion incipiente en la matriz polimerica.
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Figura 19

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 009 (Aspergillus flavas).
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En la figura 19 se presenta el espectro FTIR obtenido para la muestra tratada con la cepa Sic— 09 (Aspergillus flavus), en la que se conservan las

bandas caracteristicas del LDPE, ademas se observan modificaciones en la regién comprendida entre 1000 - 1100 cm™, donde se aprecian sefiales

tenues que podrian corresponder a vibraciones de enlaces C-O, posible presencia de productos de oxidacion incipiente en la matriz polimerica.
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Figura 20

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con la cepa Sic — 015 (Penicillium crysogenum).
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En la figura 20 se presenta el espectro FTIR correspondiente a la muestra tratada con la cepa Sic — 015 (Penicillium crysogenum), en la que se

conservan las bandas caracteristicas del LDPE, ademas de vibraciones de los enlaces CH. en 875 cm™, en la que no se aprecian sefiales de cambios

importantes en la matriz polimérica.
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Figura 21

Caracterizacion de LDPE tipo A mediante FTIR: muestra control y tratadas con consorcios de hongos filamentosos.
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La figura 21 muestra el anélisis FTIR, comparativo entre la muestra control y las tratadas con el consorcio |, en la que se observa banda adicional
en 1716 cm, atribuido a bandas de carbonilo C=0, se observa también bandas en 1223 cm™ vibracion de estiramiento C-O o C-O-C y cambios
alrededor de (1000-1100) cm™, que corresponde a enlaces C-O de éteres o esteres. Estas modificaciones podrian estar asociadas a la accion
enzimatica extracelular fungica, implicadas en la degradacion de LDPE. Se observa también banda adicional en 1363cm™ que podria indicar la

deformacion de grupos metilo -CHs. Vibraciones de grupos C-C en 530 cm™ de la cadena principal del polimero.
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Figura 22

Caracterizacion de LDPE tipo A mediante FTIR posterior al tratamiento con consorcio Il en suelo.

984
96;
94
92%
90
88
86%
844
82
soé
78
76%
744
72
70%
683
66
647
62
60%
58

Consorcio Il

1000 -1100

Transmittance [%o]

5
g

6219 =

H

¢
R
Q
4
~

_— - -
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Wavenumbers [1/cm]

4000

800

—r—
600 400

En la figura 22 se presenta el espectro FTIR correspondiente a la muestra tratada con el consorcio I, donde se identifican bandas caracteristicas

del LDPE. Ademas, se observan modificaciones en la region entre (1000 a 1100 cm™) atribuidas a la formacion de grupos oxigenados C-O de,

éteres o ésteres, producto de la accion enzimatica fungica sobre el polimero.
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Figura 23

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR: muestra control y tratada con consorcios de hongos filamentosos.
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La figura 23 muestra el analisis FTIR, comparativo entre la muestra control y la tratada con el consorcio I, en los espectros se identifican bandas
caracteristicas de LDPE. En contraste con el control, en el espectro del consorcio Il se observa banda adicional en 1035 cm™, que se atribuye a
enlaces C-O de éteres o esteres 0 productos secundarios de la degradacion, asociadas la accion enzimatica extracelular fungica, implicadas en la
degradacion de LDPE. Se observa también vibraciones de los enlaces CH> en 875 cm™, vibraciones en enlaces C-C o deformacion en C-H en

polimeros o enlaces C—Br, C—Cl en 539 cm™!, vibraciones de los enlaces C-C en 470 cm™.
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Figura 24

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con consorcio | en suelo.
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En la figura 24 se presenta el espectro FTIR correspondiente a la muestra tratada con el consorcio I, en la que se identifican las bandas caracteristicas

del LDPE. Ademas, se observan modificaciones en la region entre (1000 a 1100 cm™) indicando formacion de grupos oxigenados C-O de éteres,

ésteres, producto de la accion enzimética fungica sobre el polimero. Se observa también vibraciones de los enlaces CH2 en 875 cm™ y vibraciones

de enlaces C-C 0 432 cm™! de la estructura principal del polimero.
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Figura 25

Caracterizacion de LDPE tipo B mediante FTIR posterior al tratamiento con consorcio 111 en suelo.
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En la figura 25 se presenta el espectro FTIR correspondiente a la muestra tratada con el consorcio 111, en la que se identifican bandas caracteristicas
del LDPE. Ademas, se observan modificaciones en la region entre (1000 a 1100 cm™) indicando formacion de grupos oxigenados C-O de éteres
y ésteres, producto de la accion enzimatica fungica sobre el polimero. Se observa también vibraciones de los enlaces CH2 en 875 cm™ y vibraciones

en los enlaces C-C en 425 cm™!, de la estructura principal del polimero.
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3.1.5 Actividad fungica sobre LDPE por Microscopia electronica de barrido
Figura 26

Fotomicrografia de laminas de plastico LDPE tipo A, incubado en medio MSM.
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Nota: Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de laminas de LDPE después
de 90 dias de incubacidn: (a) muestra control, sin presencia de hongos; (b) y (c) ld&minas con

evidencia de crecimiento de hongos.

La imagen de microscopia electrénica de barrido muestra la superficie del plastico
LDPE tipo A. En (a) se observa la muestra control, sin alteracion atribuible a actividad
biol6gica, ya que no estuvo en contacto con hongos; sin embargo, se aprecian pequefias
estructuras sobresalientes propias del proceso de produccion, asi como posibles depdsitos de
sales o restos del medio de cultivo. En contraste, en las imagenes (b) y (c) se observa la
presencia de hifas de hongos adheridos a la superficie de LDPE, evidencia de la degradacién

por hongos, ya que estas muestras fueron lavadas previas a la observacion.
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Figura 27

Fotomicrografia de laminas de plastico LDPE tipo B, incubado en medio MSM.
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Nota. Posterior a la incubacion por 90 dias en medio MSM.
En (a) y (b) se observa las ldminas de LDPE, sin alteracion alguna; sin embargo, se aprecian

pequefias estructuras sobresalientes propias del proceso de produccién, asi como posibles

depdsitos de sales o restos del medio de cultivo.

Figura 28

Fotomicrografia de laminas de plastico LDPE tipo A, tratamiento en suelo.

Nota. Posterior al tratamiento en suelo por 120 dfas.

En (a) y (b) se observa las muestras de LDPE, sin alteracion atribuible a actividad bioldgica,
sin embargo, se aprecian pequefias estructuras sobresalientes propias del proceso de

produccion, asi como posibles dep6sitos de sales o restos del medio de cultivo o restos de suelo.
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Figura 29

Fotomicrografia de laminas de plastico LDPE tipo B, tratamiento en suelo.

EHT = 15.00 k¥ Signal A= SE1 Date :30 Jan 2019 EHT = 15.00kY Signal A= SE1 Date :30 Jan 2019
WD= 60mm Mag= 165KX Time :10:55:24 WD = 7.0 mm Magg= 165£X Time . 11:16:19

Nota: Iméagenes de microscopia electrdnica de barrido (SEM) de ldminas de LDPE después
de 90 dias de incubacidn: (a) muestra control, sin presencia de hongos; (b) ldmina con

aparente presencia de esporas de hongos.

La imagen de microscopia electronica de barrido muestra la superficie del pléstico
LDPE tipo B. En (a) se observa la muestra control, sin alteracion atribuible a actividad
bioldgica, ya que no estuvo en contacto con hongos. En contraste, en la imagen (b) se observa
algunas esporas adheridas en la superficie del LDPE en combinacidn con posibles depdsitos de

sales o restos del medio de cultivo o restos de suelo.
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3.2 DISCUSION

3.2.1 Identificacion de cepas de hongos filamentosos aisladas de restos de bolsas
pléasticas a distintas profundidades en el botadero de residuos sélidos de Sicuani,
con capacidad degradativa de polietileno de baja densidad (LDPE).

Las 8 cepas que mostraron efectividad degradativa sobre el polietileno de baja densidad
(LDPE), fueron identificadas taxonomicamente, determinandose cuatro especies fungicas
pertenecientes a dos generos: Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum, Penicillium
brevicompactum y Penicillium viridicatum.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden parcialmente con lo reportado
por (Gutierrez, 2013), quien aislé Aspergillus fluvus, ademas de Penicillium sp., Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Cladosporium sp., Gliocladium virens. De igual forma
(Iparraguirre & Vivanco , 2015), aislaron Aspergillus flavus, P. chrysogenum, ademas de otras
especies como Aspergillus. violeceofuscus, A. fumigatus, A. niger, A. alternata, P.
purpurogenum, P. griseofulvum, P. brachiata. Mucor sp., Rhizopus stolonifer. Pero que
difieren con lo reportado por ( Uribe, et. al., 2010), en la que aislaron Penicillium sp,

Rhodotorula sp., Hyalodendron sp.

En cuanto a la determinacidn de géneros, los hallazgos del presente trabajo coinciden
parcialmente con los de (Méndez, et. al., 2007), quienes identificaron Aspergillus, Penicillum,
ademas de Cladosporium, Geotrichum, Mucor, Helminthosporium, Chaetomium, Fusarium,
Hormodendrum, Cephalosporium y Nigrospora. Asimismo (Gessa & Peralta, 2013) reportaron

Penicillium, ademas de Fusarium, Rizophus, y Chaetomium.

El género Penicillium es ampliamente reconocido y uno de los hongos méas comunes,
presente en diversos habitats como el suelo, el aire y ambientes extremos. Su capacidad para
desarrollarse en condiciones adversas de pH, temperatura y salinidad lo convierte en un
organismo altamente versatil. Estas caracteristicas han facilitado su aplicacion en multiples
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campos, incluyendo la biorremediacion de contaminantes, asi como en las industrias
alimentaria, cosmética y farmacéutica. Ademas, la notable produccion de enzimas
extracelulares por parte de especies de Penicillium cumple un rol fundamental en la
descomposicion microbiologica de materia organica (Ajar , et al., 2018). Por su parte, la
predominancia en el aislamiento de Aspergillus, puede explicarse por su amplia distribucion
ambiental, su capacidad de colonizar multiples sustratos y la eficiente dispersion aérea de sus

conidios, los cuales pueden permanecer en suspension por largos periodos (Abarca, 2000).

3.2.2 Grado de efectividad de hongos filamentosos en la degradacion de LDPE segun
profundidad en medio mineral.

De las 21 cepas de hongos filamentosos aisladas de restos de bolsas plasticos
recolectadas a distintas profundidades (superficie, 5 cm, 10 cm, 30 cm y 50 cm), ocho cepas
(38 %) mostraron efectividad degradativa sobre polietileno de baja densidad (LDPE), mientras
que el 62 % restante no presento actividad destacable.

El grado de efectividad degradativa por cepa y nivel de profundidad, en 45 dias de
incubacion muestran que las cepas aisladas en superficie presentan alguno de los mayores
porcentajes de degradacion: Sic-08 (Aspergillus flavus) con 13.55 %, Sic-09 (A. flavus) con
10.73 % vy Sic-04 (P. brevicompactum) con 5.58 %. A una profundidad de 30 cm destacaron
Sic-16 (P. viridicatum) con 10.35 % y Sic-15 (P. chrysogenum) con 5.41 %, mientras que, a
50 cm, las cepas Sic-18 (A. flavus) con 13.16 %, Sic-20 (P. chrysogenum) con 10.87 %y Sic-
21(P. chrysogenum) con 8.93 % también mostraron una notable actividad degradativa, con un
intervalo de confianza del 95 %.

Resultados obtenidos en el presente trabajo difieren con los reportados por (Espinoza,
2018), quien evidencid a Fusarium como la mas apta para degradar LDPE, mostrando pérdida
de peso una media de 0.99% +/- 0.11%, cultivadas durante 90 dias, a su vez evidencio a

Aspergillus con actividad satisfactoria, pero en menor grado. Difieren también con
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(Iparraguirre & Vivanco , 2015) quienes determinaron a Mucor sp. con mejor capacidad
degradativa de 20 % a 25 °C a pH 5-7 por 2 meses.

Los resultados del presente trabajo se asemejan a lo reportado por (Méndez, et. al.,
2007), quienes de forma cualitativa obtuvieron que Aspergillus flavus es buena degradadora
(+++) a30 °C y pH 8, y de regular actividad (++) a 20 °C y pH 8, por 10 semanas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en cuanto a la disminucién de peso de LDPE,
probablemente se deba a que el LDPE tiene una estructura desordenada con grandes
ramificaciones y pueden romperse los enlaces C - C en la cadena principal, lo que produce la
ruptura de la cadena polimérica, es asi que se produce una disminucion de peso (Volke, 1997).

En cuanto a la presencia de hongos filamentosos y su actividad sobre LDPE, quiza se
deba a que son colonizadores activos de los polimeros debido a su capacidad para producir
polimeros exocelulares, considerando que tal adhesion a la superficie de los sustratos es un
paso decisivo en la corrosion microbiana (Whitekettle, 1991 y Milstein, et al., 1992). O puede
ser consecuencia del proceso de oxidacion lo que causa erosion superficial y pérdida de
material (Albertsson, et. al., 1995).

Por otro lado, la efectividad degradativa de las cepas fungicas sobre el polietileno de
baja densidad (LDPE), en funcién de los dos tipos (tipo Ay B) y la profundidad de aislamiento,
incubadas por 90 dias. Muestran que en superficie la cepa Sic—8 (Aspergillus flavus) mostrd
una degradacion efectiva del 21.04 % sobre LDPE tipo A, lo cual concuerda con estudios de
Méndez et al. (2007), quienes aislaron Aspergillus flavus con potencial degradador de plasticos.

En cambio, a 30 cm de profundidad, ninguna de las cepas mostro eficacia degradativa
relevante sobre los tipos de LDPE (A 'y B).

No obstante, a 50 cm, se observo eficacia degradativa sobre LDPE tipo A por parte de
Sic-018 (Aspergillus flavus, 22.23 %) y Sic—020 (Penicillium chrysogenum, 11.59 %). La

disponibilidad de oxigeno y la carga microbiana activa en esa capa del suelo no son suficientes
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para sostener procesos de biodegradacion aerobia del LDPE. Sin embargo, en ciertas
condiciones edaficas profundas, algunas cepas adaptadas pueden mantener su metabolismo
secundario activo, incluso en condiciones de baja luminosidad y baja temperatura. Por ende,
bajo tales condiciones, la actividad de los hongos aerdbicos se ve restringida debido a la
ausencia del oxigeno molecular necesario para la accion de enzimas oxidativas claves, como
lacasas y peroxidasas. En contraste, algunos hongos anaerobicos han desarrollado mecanismos
alternativos para mantener su metabolismo, empleando otros compuestos como aceptores
finales de electrones, tales como sulfato, nitrato, hierro, manganeso o incluso dioxido de
carbono (Alshehrei, 2017). Tal como lo demuestra, (Russell, et al., 2011), en la que reportaron
actividad significativa de degradacion en hongos creciendo en condiciones anaerdbicas
utilizando poliuretano, lo que indica que, si bien es mas limitada, la biodegradacion fungica en

ausencia de oxigeno puede ser viable bajo ciertas condiciones.

En contraste, el LDPE tipo B no mostrd evidencias de degradacion significativa en
ninguna de las condiciones evaluadas. Esta resistencia podria estar relacionado con la
composicién, mayor densidad, presencia de aditivos que ayudan a tener mayor durabilidad a la
accion de la temperatura y a un alto grado de cristalinidad (Posada, 2012). Contribuyendo a

que la degradacion de los plasticos tenga un proceso lento y poco eficiente.

El andlisis en FTIR permitio identificar bandas caracteristicas de grupos funcionales y
enlaces del LDPE en los tipos A y B. Se evidenciaron el estiramiento de los enlaces C - H
(2915 - 2916 y 2848 - 2849 cm ™), la flexion de los grupos metilo -CHz- (1472 y 1462 cm™), y
las vibraciones fuera del plano de -CHa- (719 - 720 y 730 cm™!), estiramiento de los enlaces
=C-Hen (874-875 cm™) y el estiramiento del enlace C-H (668 cm ™). A diferencia del control,
en el caso del LDPE tipo A, las cepas Sic-04 (P. brevicompactum), Sic-08, Sic-09 y Sic-018

(A. flavus), Sic-015 (P. chrysogenum) y Sic-16 (P. viridicatum) presentaron nuevas bandas en
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1579 y 1541 cm™, atribuidas a grupos carbonilo C=0, asi como un incremento en la intensidad
de las senales entre 1000 y 1200 cm™, correspondiente a grupos C-0O, indicativos de oxidacion
de la matriz polimérica. Con respecto al tipo B, las cepas Sic-04, Sic-08, Sic-09 (A. flavus) y
Sic-015 (P. chrysogenum) mostraron cambios mas sutiles entre 1000 y 1100 cm™, lo que
sugiere la presencia incipiente de productos de oxidacion. También se detectaron sefiales en
875 cm™, posiblemente relacionadas con impurezas vinilicas o procesos de oxidacion
superficial, aunque sin alteraciones estructurales significativas. Y la cepa que destaca es Sic-
20 (P. chrysogenum), que presentd un pico adicional en 1716 cm™, caracteristico de grupos
carbonilo (C=0), reforzando asi la oxidacion inducida por actividad enzimatica, contribuyendo

a la degradacion del LDPE.

Estos resultados difieren con los reportados por (Espinoza, 2018), quien no encontro
cambios en el espectro de infrarrojo de las muestras experimentales en comparacién con el

espectro caracteristico del LDPE.

En cuanto al andlisis de microscopio electronico se observan estructuras fangicas como hifas
adheridas en la superficie de LDPE, producto de la penetracion de las estructuras flngicas
sobre el LDPE, pero no se aprecia alteraciones en el LDPE. Resultados que difieren con lo
reportado por (Gutiérrez, 2013), quien observd la presencia de alteracion fisica, atribuible al
ataque microbiano, que se aprecia a manera de agrietamientos y defoliacion. Difieren también
con lo reportado por (Espinoza, 2018), quien encontro la presencia de rugosidad superficial,
agujeros, grietas e incluso formaciones de hifas integradas a la matriz polimérica del material.
Si bien es cierto en el presente trabajo de investigacion no se encontr0 alteraciones

superficiales.
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3.2.3 Grado de accién degradativa de consorcio de hongos en la degradacion de tipos de

LDPE en suelo.

La evaluacidn de la efectividad degradativa de los consorcios fungicos en suelo durante
120 dias mostré que el consorcio I, conformado por las cepas Sic-08, Sic-09 y Sic-18
(Aspergillus flavus), Sic-16 (Penicillium viridicatum) y Sic—20 (Penicillium chrysogenum),
alcanzé el mayor porcentaje de degradacion del LDPE con 15.9 %. Seguido del consorcio I,
integrado por ocho cepas pertenecientes a las especies Aspergillus flavus, Penicillium
chrysogenum y Penicillium viridicatum, con un 13.6 % de degradacion. Finalmente, el
consorcio Il, compuesto por las cepas Sic-04 (Penicillium brevicompactum), Sic-15 y Sic-21
(Penicillium chrysogenum), alcanz6 un 11.7 %.

Al comparar estos resultados con otros estudios, se observa que la efectividad obtenida
en este trabajo supera a lo reportado por Gutiérrez (2013), quien evalud consorcios microbianos
en condiciones estaticas y agitacion, obteniendo pérdidas de peso del LDPE de 5.88 % (pH 7)
y 8.33 % (pH 5) sin agitacién, alcanzando un méximo de 19.32 % bajo agitacion a pH 5.
Asimismo, Uribe et al. (2010), utilizando un consorcio compuesto por Pseudomonas sp.,
Penicillium sp., Rhodotorula sp., Hyalodendron sp. y una levadura no identificada, reportaron
reducciones del 5.4 % en peso con bacterias (pH 7) y del 4.8 % con hongos y levaduras (pH
5.5). Por otro lado, Gutiérrez (2019) reportd una pérdida del 2.88 % de peso del LDPE luego
de 70 dias, siendo el consorcio mas eficaz el nimero 3, con un 6.54 %. En ese estudio, la
composicidén microbiana estuvo dominada por bacterias (69 %), con una menor proporcion de
hongos y levaduras (31 %), lo que puede explicar las diferencias observadas.

En cuanto a tratamientos realizados directamente en suelo, los resultados aqui obtenidos
contrastan con los reportados por Nowak et al. (2011), quienes obtuvieron mayor porcentaje
de degradacion en suelo de crater, en el tipo3, 17.03 % de degradacion, para el tipo 1 (100 %

LDPE), el porcentaje fue de apenas 0.28 %. Segun los autores, esto se atribuye a una mayor
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disponibilidad de materia organica en dicho suelo, lo que favorece el metabolismo microbiano.
Esta diferencia puede explicar el comportamiento menos degradativo del LDPE en suelos mas
pobres, como el suelo jardin-arena utilizado en el presente trabajo.

En relacion con los tipos de LDPE, se observé que el tipo A mostré una menor susceptibilidad
a la degradacién, donde los consorcios | y 111 alcanzaron 8.21 % y 9.01 %, respectivamente,
mientras que el consorcio Il apenas logré 0.99 %. En cambio, para el LDPE tipo B, todos los
consorcios mostraron mayor efectividad (entre 11.28 % y 14.66 %), lo que sugiere que la
composicion quimica del polimero influye considerablemente en la eficiencia de su
biodegradacion.

Este comportamiento es respaldado por lo sefialado por (Restrepo-Florez, et. al., 2014), quienes
enfatizan que el éxito de la biodegradacion depende no solo de microorganismos involucrados,
sino también de las propiedades fisicoquimicas, la cristalinidad del polimero, la presencia de
aditivos, y la disponibilidad de nutrientes en el medio.

El anélisis por FTIR de las muestras de LDPE tratadas en suelo revel6 bandas
caracteristicas del polimero y algunas modificaciones, de las cuales, para el LDPE tipo A, en
el consorcio I, se identificaron nuevas bandas en 1716 cm™! (carbonilos C=0), 1223 cm™ (C—
O) y entre 1000-1100 cm™, correspondientes a enlaces oxigenados (éteres o ésteres). En el
consorcio Il, tanto en LDPE tipo A como B, se identificaron bandas adicionales en 1035 cm™
(C-0-C), asociadas a la fragmentacion del polimero. Para los consorcios | y 111, para el LDPE
tipo B, las bandas en la region de 1000-1100 cm™, confirman la formacion de grupos
oxigenados por actividad enzimatica flngica, lo cual respalda el proceso de biodegradaciéon del
LDPE.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Uribe et al. (2010), quienes mediante FTIR
evidenciaron una disminucion del 83.89 % del grupo funcional C-O a pH 7 y un 19.77 % en

C=C a pH 5.5, lo cual indicaba una modificacién estructural del polimero. En su estudio,
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también se observo que especies del género Penicillium mostraban actividad degradativa
especialmente en asociacion con Bacillus sp., lo que respalda la idea de que la interaccion
microbiana en consorcios mejora la eficiencia del proceso. Nowak, (2011), evidencio en el tipo
3 (tipo 3: 70 % polietileno y 30 % bionolle). La degradacién, mostrando como modificaciones
en las cadenas poliméricas detectadas por FTIR. Uribe et al, (2010), aislaron y describieron la
actividad biodegradativa de microorganismos sobre LDPE. La degradacion de LDPE se
evidencio mediante FTIR, observandose una reduccion del 83.89 % en la fuente de carbono
correspondiente al grupo funcional C-O a pH 7, y una disminucion del 19.77 % en el grupo
C =C apH 5.5. Ademas, se establecid una relacion de absorbancia en los picos de los grupos
funcionales C-O (cercano a 1700 — 1735 cm), C = C (cercano a 1340 — 1410 cm™) y CH;
(cercano a 1465 cm™), indicando modificaciones estructurales en el polimero.

En cuanto al Analisis en microscopio electrénico de Barrido del LDPE, tras su entierro
en suelo se observé presencia de algunas esporas adheridas en la superficie del polimero. Estos
resultados difieren con los reportados por (Quinchia & Maya, 2015), quienes observaron
cavidades y fracturas que sugieren penetracion del hongo en el polimero, ademas se observan
estructuras reproductivas del hongo como esporas. Por su parte, Nowak, (2011), evidencio
cambios en las propiedades mecanicas del polimero y la adherencia de estructuras fungicas. De
manera similar, Gutierrez (2013), identificé cambios en la superficie del material, Gutiérrez,
(2019), observo modificaciones estructurales en el polimero tratado. Lo observado en el
presente estudio sugiere una interaccion superficial entre los hongos y el material plastico en
el suelo. No obstante, la ausencia de cambios estructurales evidentes en el polimero podria
atribuirse a factores como el tiempo de exposicion, las condiciones fisico — quimicas del suelo,

la carga fUngica o la naturaleza del consorcio microbiano.
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CONCLUSIONES

1. Se identificaron 04 especies de hongos filamentosos aislados de restos de bolsas de
plasticos con capacidad degradativa de polietileno de baja densidad, como Aspergillus
flavus, cepas (Sic-8, Sic-9 y Sic-18) Penicillium chrysogenum (Sic-15, Sic-20 y Sic-21),
Penicillium brevicompactum (Sic-4) y Penicillium viridicatum (Sic-16).

2. En medio mineral, las cepas mas efectivas durante el periodo de incubacion de 45 dias
fueron las recuperadas en superficie y a 50 cm de profundidad, destacando Sic-08
(Aspergillus flavus) con un 13.55 % de degradacion en superficie, y a 50 cm, Sic-18 (A.
flavus) y Sic-20 (Penicillium chrysogenum) con 13.16 % y 10.87 %, respectivamente.
Asimismo, considerando el tipo de polietileno, a los 90 dias de incubacién sobre LDPE tipo
A (transparente e incoloro), la cepa Sic-08 presento una degradacion del 21.04 %, mientras
que las cepas Sic-18 y Sic-20, aisladas a 50 cm, alcanzaron valores del 22.23 %y 11.59 %,
respectivamente. Sin embargo, no mostraron efectividad sobre el LDPE tipo B (blanco). En
FTIR se observaron cambios en LDPE por la actividad enzimética de hongos filamentosos
que demuestran procesos de oxidacion. Por SEM se observaron estructuras flangicas
adheridas a la superficie de LDPE.

3. En condiciones de suelo, los consorcios fangicos I, Il y 1l mostraron efectividad
degradativa de LDPE con 15.9 %, 13.6 % y 11.7 %, respectivamente. En cuanto al LDPE
tipo A, los consorcios | y 111 alcanzaron 8.21 % y 9.01 %, mientras que el consorcio 1l solo
0.99 %. Para el LDPE tipo B, los tres consorcios mostraron mayor efectividad degradativa,
con valores de 11.28 %, 14.35 % y 14.66 %, respectivamente. El analisis FTIR evidenci6
cambios estructurales en el polimero, con aparicion de bandas correspondientes a grupos
carbonilo C=0 y C-O, producto de la actividad enzimética oxidativa. En SEM, se
observaron esporas fungicas adheridas a la superficie del LDPE, indicando posible

colonizacién microbiana activa.
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RECOMENDACIONES
Profundizar investigaciones sobre aislamiento de hongos filamentosos provenientes de
botaderos y buscar su eficiencia de degradacion de bolsas de plastico hechos a base de
polietileno de baja densidad.
Continuar con mas investigaciones sobre biodegradacion de bolsas plasticas con
distintas composiciones quimicas, como polietileno de alta densidad (HDPE),
polipropileno (PP) y tereftalato de polietileno (PET), ya que el presente estudio se
centrd particularmente en polietileno de baja densidad.
Impulsar investigaciones que aislen y determinen enzimas de hongos filamentosos que
participen en la degradacion bioldgica de polietileno de baja densidad.
Continuar con investigaciones que evallen la efectividad degradativa, de cepas de
hongos filamentosos mediante experimentos en botaderos de residuos sélidos, bajo
condiciones ambientales naturales.
Se sugiere el aprovechamiento de los hongos filamentosos aislados en este estudio

como una alternativa biotecnoldgica para mejorar la gestion de residuos plasticos.
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ANEXOS

Anexo 1: Panel fotogréafico

Foto 1. Botadero de Chacuchayoc pata — Pampaphalla Sicuani. en la que se aprecia el proceso

de tratamiento de residuos sélidos.

¥

|EOt 2. ona e uetreo de bolsas de i Foto roceso de muestreo a 5 cm de

plastico con signos de deterioro. bolsas de pléstico con signos de deterior
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Foto 4. Proceso de muestreo en superficie Foto 5. Frasco que contiene muestras de
de bolsas de plastico con signos de bolsas de plastico con signos de deterioro.
deterioro.

Foto 6. Frascos con muestras de plastico Foto 7. Lavado de los restos de bolsas de
obtenidas del botadero. plastico .

= TN

Foto 8.Bolsas de plasticos con signo de Fotos 9. Placas Petri con medio de cultivo
deterioro lavados. PDA.
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Foto 10. Trozos de plasticos incorporados Foto 11. Colonia de hongos filamentosos

en medio de cultivo PDA en medio de cultivo PDA.

Foto 12. Preparacion de medio de cultivo Foto 13. Suspension de hongos

filamentosos.

Fotol14. Calibracion de la | | Foto 15. Pesado de las muestras de

Ultramicrobalanza. LDPE en Ultramicrobalanza
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Medios de cultivo para la identificacion de cepas degradadoras de LDPE.

it B AL 4 G
MCSEERTHAN T AR 5. - KA I it v

Foto 16. Medio de cultivo Malt Extrac Foto 17. Medio de cultivo Czk Yeast
Agar (MEA) para en Genero Aspergillus. Extract Agar (CYA), para el Genero
Aspergillus.

Foto 18. Medio de cultivo Czapek Yeast Agar with 20% Sacarosa (CY20S), para el Género

Aspergillus.
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Foto 19. Medio de cultivo Malt Extract Foto 20. Medio de cultivo Czapeck Yeast
Agar (MEA), para el género Penicillium. Extract Agar (CYA), para el género

Penicilium.

Foto 21. Medio de cultivo Czapek Yeast Foto 22. Medio de cultivo 25 % Glycerol
Agar with 20% Sacarosa (CY20S), para el Nitrate Agar (G25N), para el genero
género Penicillium. Penicillium.
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Anexo 2: Preparacion de soluciones y medios de cultivo.

Medio de sales minerales (MSM)

M@SO4 (TH20) c.oveeeiiieieeieeeeee 05¢g
KH2POg .o 05¢g
NaHPO4 (12H20) ... 2529
NHaCL oo lg
CaCla .o 0.002 g
MNSO4 (TH20) e 0.007 g
FeSO4 (TH20) ..o 0.001g
ZnSO4 (TH20) .« 0.007 g
Aguadestilada ..., 1000 mL

Solucion de Cloranfenicol (0.5mg/ml)

Cloranfenicol............ccoeeviiiiiiiiien, 0.5 mg

Agua destilada estéril..................oooiiiiiiinen. 1 mL

Preparacion de Tween 80 al 0.1%

Aguadestilada................oo 90 mL

TWeen 80. .o, 10 mL

Papa dextrosa agar (PDA)

e Papapeladas..............cooiiiiiiiiiii 200 g
®  GlUCOSA...cuvtieitiiii e, 20g
O Al i I5¢g
o Aguadestilada...............oooii 1L
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Czapeck concentrado

Aguadestilada.................oooii 100 mL
N NOZ. e 3049
KL o, 5¢g
MOSO4.7TH20. ..o S5¢g

FeSO4.7H20.....cooiiiiii 0l g
ZNSO4.TH20. ..o 0.1g

CUSOLEHIO. ..o 0.05g

Czapeck Yeast Extract Agar (CYA)

Aguadestilada..................ooo, 1000 mL
Czapeck concentrado...............coevvvennnen. 10 mL
KoHPOas. .o lg
Extracto de levadura.......................o..el. S5¢g
SaCAT0SA. ...t 30g
AT .t lg

Malt Extract Agar (MEA)

Aguadestilada...................l 1000 mL
Extractode malta....................coo 20g
Peptona.........coooiiiiii lg
GluCoSa. ... 20g
AT, . 20g
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25% Glycerol Nitrate Agar (G25N)

KoHPO4. .o 0.75¢g
Czapeck concentrado....................... 7.5 mL
Extracto de levadura........................ 37¢g
Glicerol en grado analitico................ 250 g
AT, . 12¢g
Aguadestilada..................coeil 750 mL

Czapek Yeast Agar with 20% Sacarosa (CY20S)

Aguadestilada............................ 1000 mL
Czapeck concentrado....................... 10 mL
KoHPOg4. .o, lg
Extracto de levadura......................... S5¢g
Sacarosa........cooiiiiiiiii e 30g
AGaT. . o lg

Composicion de medio de cultivo suelo.

Suelode cultivo .........ccooovviininel. 70 g
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Anexo 3: Base de datos de la evaluacién para la seleccion de cepas de hongos

filamentosos degradadores de polietileno de baja densidad (LDPE).

Co(?elgo _ LDPE | Pesoinicial | Peso final LDPE blanco Peso inicial | Peso final Profundidad
cepas incoloro de LDPE de LDPE de LDPE de LDPE de muestreo
Sic-01 | A 0.6000 0.6013 B 1.600 1.591 superficie
Sic-01 | A 0.6000 0.6032 B 1.600 1.579 superficie
Sic-01 | A 0.6000 0.6071 B 1.600 1.602 superficie
Sic-02 | A 0.6000 0.6035 B 1.400 1.419 superficie
Sic-02 | A 0.6000 0.6014 B 1.400 1.409 superficie
Sic-02 | A 0.6000 0.6036 B 1.400 1.4011 superficie
Sic-03 | A 0.5000 0.5026 B 1.400 1.383 superficie
Sic-03 | A 0.5000 0.5016 B 1.400 1.393 superficie
Sic-03 | A 0.5000 0.499 B 1.400 1.400 superficie
Sic-04 | A 0.5000 0.4541 B 1.300 1.294 superficie
Sic-04 | A 0.5000 0.4525 B 1.300 1.308 superficie
Sic-04 | A 0.5000 0.4364 B 1.300 1.313 superficie
Sic-05 | A 0.5000 0.4997 B 1.400 1.396 superficie
Sic-05 | A 0.5000 0.5015 B 1.400 1.292 superficie
Sic-05 | A 0.5000 0.4930 B 1.400 1.374 superficie
Sic-06 | A 0.8000 0.7926 B 1.400 1.407 superficie
Sic-06 | A 0.8000 0.7991 B 1.400 1.334 superficie
Sic-06 | A 0.8000 0.8110 B 1.400 1.353 superficie
Sic-07 | A 0.6000 0.5935 B 1.400 1.375 superficie
Sic-07 | A 0.6000 0.5987 B 1.400 1.268 superficie
Sic-07 | A 0.6000 0.6004 B 1.400 1.383 superficie
Sic-08 | A 0.6000 0.4443 B 1.400 1.370 superficie
Sic-08 | A 0.6000 0.5030 B 1.400 1.325 superficie
Sic-08 | A 0.6000 0.4388 B 1.400 1.333 superficie
Sic-09 | A 0.7000 0.5853 B 1.300 1.288 superficie
Sic-09 | A 0.7000 0.5655 B 1.300 1.248 superficie
Sic-09 | A 0.7000 0.5465 B 1.300 1.325 superficie
Sic-10 | A 0.7000 0.7019 B 1.400 1.397 5cm
Sic-10 | A 0.7000 0.6989 B 1.400 1.378 5cm
Sic-10 | A 0.7000 0.7211 B 1.400 1.396 5cm
Sic-11 | A 0.6000 0.6260 B 1.300 1.293 10 cm
Sic-11 | A 0.6000 0.6303 B 1.300 1.307 10 cm
Sic-11 | A 0.6000 0.6163 B 1.300 1.311 10 cm
Sic-12 | A 0.8000 0.7960 B 1.600 1.600 10 cm
Sic-12 | A 0.8000 0.7896 B 1.600 1.599 10 cm
Sic-12 | A 0.8000 0.7656 B 1.600 1.608 10 cm
Sic-13 | A 0.7000 0.7109 B 1.400 1.407 30 cm
Sic-13 | A 0.7000 0.7310 B 1.400 1.405 30 cm
Sic-13 | A 0.7000 0.7384 B 1.400 1.400 30 cm
Sic-14 | A 0.6000 0.5056 B 1.500 1.494 30 cm
Sic-14 | A 0.6000 0.6199 B 1.500 1.489 30 cm
Sic-14 | A 0.6000 0.6245 B 1.500 1.512 30 cm
Sic-15 | A 0.7000 0.6671 B 1.500 1.505 30 cm
Sic-15 | A 0.7000 0.6555 B 1.500 1.499 30 cm
Sic-15 | A 0.7000 0.5574 B 1.500 1.509 30 cm
Sic-16 | A 0.8000 0.6822 B 1.300 1.265 30 cm
Sic-16 | A 0.8000 0.6356 B 1.300 1.299 30 cm
Sic-16 | A 0.8000 0.6207 B 1.300 1.279 30 cm
Sic-17 | A 0.4000 0.4021 B 1.400 1.403 50 cm
Sic-17 | A 0.4000 0.3942 B 1.400 1.409 50 cm
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Sic-17 | A 0.4000 0.4102 B 1.400 1.402 50 cm
Sic-18 | A 0.7000 0.5625 B 1.400 1.203 50 cm
Sic-18 | A 0.7000 0.6381 B 1.400 1.214 50 cm
Sic-18 | A 0.7000 0.6230 B 1.400 1.230 50 cm
Sic-19 | A 0.6000 0.6041 B 1.300 1.300 50 cm
Sic-19 | A 0.6000 0.5964 B 1.300 1.308 50 cm
Sic-19 | A 0.6000 0.6072 B 1.300 1.314 50 cm
Sic-20 | A 0.7000 0.6472 B 1.600 1.478 50 cm
Sic-20 | A 0.7000 0.5872 B 1.600 1.448 50 cm
Sic-20 | A 0.7000 0.5914 B 1.600 1.457 50 cm
Sic-21 | A 0.7000 0.6601 B 1.300 1.280 50 cm
Sic-21 | A 0.7000 0.6795 B 1.300 1.299 50 cm
Sic-21 | A 0.7000 0.6275 B 1.300 1.261 50 cm
Sic-22 | A 0.7000 0.7004 B 1.400 1.428 Control
Sic-22 | A 0.7000 0.7104 B 1.400 1.418 Control
Sic-22 | A 0.7000 0.7324 B 1.400 1.423 Control

Anexo 4: Base de datos de la evaluacion de eficiencia de hongos filamentosos degradadoras
de polietileno de baja densidad (LDPE).

Peso Peso
Codificacién | LDPE | inicial Peso LDPE | inicial Peso
de las cepas | incoloro de final de | blanco de final de | Profundidad

LDPE LDPE LDPE LDPE de muestreo
Sic-04 A 0.9000 | 0.8610 B 1.500 | 1.494 Superficie
Sic-04 A 0.9000 | 0.8662 B 1500 | 1.483 Superficie
Sic-04 A 0.9000 | 0.8262 B 1.500 | 1.440 Superficie
Sic-08 A 0.8000 | 0.6395 B 1.400 | 1.342 Superficie
Sic-08 A 0.8000 | 0.6143 B 1.400 | 1.393 Superficie
Sic-08 A 0.8000 | 0.6412 B 1.400 | 1.325 Superficie
Sic-09 A 0.7000 | 0.6963 B 1.400 | 1.398 Superficie
Sic-09 A 0.7000 | 0.6941 B 1400 | 1.241 Superficie
Sic-09 A 0.7000 | 0.6721 B 1.400 | 1.296 Superficie
Sic-15 A 0.9000 | 0.8331 B 1.600 | 1.580 30 cm
Sic-15 A 0.9000 | 0.8945 B 1.600 | 1.565 30 cm
Sic-15 A 0.9000 | 0.8256 B 1.600 | 1.601 30 cm
Sic-16 A 0.8000 | 0.6914 B 1500 | 1.419 30 cm
Sic-16 A 0.8000 | 0.7594 B 1.500 | 1.469 30 cm
Sic-16 A 0.8000 | 0.7955 B 1.500 | 1.517 30 cm
Sic-18 A 0.8000 | 0.6304 B 1.300 | 1.272 50 cm
Sic-18 A 0.8000 | 0.6128 B 1.300 | 1.288 50 cm
Sic-18 A 0.8000 | 0.6232 B 1.300 | 1.195 50 cm
Sic-20 A 0.9000 | 0.7862 B 1.500 | 1.477 50 cm
Sic-20 A 0.9000 | 0.8063 B 1.500 | 1.505 50 cm
Sic-20 A 0.9000 | 0.7945 B 1.500 | 1.485 50 cm
Sic-21 A 0.8000 | 0.7880 B 1.400 | 1.4003 50 cm
Sic-21 A 0.8000 | 0.7502 B 1.400 | 1.380 50 cm
Sic-21 A 0.8000 | 0.7783 B 1.400 | 1.362 50 cm
Control A 0.8000 | 0.8084 B 1.600 | 1.656 Control
Control A 0.8000 | 0.8071 B 1.600 | 1.674 Control
Control A 0.8000 | 0.8148 B 1.600 | 1.612 Control

Nota: Elaboracion propia.
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Anexo 5: Base de datos de la evaluacion de eficiencia de consorcio de hongos filamentosos
degradadoras de polietileno de baja densidad (LDPE).

Tipos o_le LDPE | . _Pgso 'Peso LDPE | . .P.eso _Peso
consorcios incoloro inicial de | final de blanco inicial de | final de
de hongos LDPE LDPE LDPE LDPE

Consorcio | A 0.8000 0.6766 | B 1.600 1.462
Consorcio | A 0.8000 0.7259 | B 1.600 1.229
Consorcio | A 0.8000 0.7525 | B 1.600 1.335
Consorcio | A 0.8000 0.7709 | B 1.600 1.403
Consorcio | A 0.8000 0.7136 | B 1.600 1.398
Consorcio Il | A 0.6000 0.5881 | B 1.600 1.437
Consorcio Il | A 0.6000 0.5974 | B 1.600 1.212
Consorcio Il | A 0.6000 0.6172 | B 1.600 1.381
Consorcio Il | A 0.6000 0.6078 | B 1.600 1.476
Consorcio Il | A 0.6000 0.5598 | B 1.600 1.346
Consorcio Il | A 1.0000 0.8651 | B 1.500 1.238
Consorcio lll | A 1.0000 0.9072 | B 1.500 1.483
Consorcio Il | A 1.0000 0.9498 | B 1.500 1.327
Consorcio Il | A 1.0000 0.9199 | B 1.500 1.275
Consorcio Il | A 1.0000 0.9474 | B 1.500 1.327
Control A 0.8000 0.8524 | B 1.600 1.621
Control A 0.8000 0.8656 | B 1.600 1.656
Control A 0.8000 0.8295 | B 1.600 1.624
Control A 0.8000 0.8501 | B 1.600 1.659
Control A 0.8000 0.8400 | B 1.600 1.616
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N* DE INFORME: ANAJDA19.000022H

Nombre del Cliente 3 UNNVERSIOAD SACIONRAL DE 54N ARTOND ARAD DEL CUSCO
Direccion del Clente 2 . 0% 13 Catours Nis. 720 docy Dige - Avsgss Cammaar]

RUC 2 30172474501

Condicidn del Muestrexdio : POR EL CLIENTE

Descripeion : TRATAMIENTO I A

Tamaho de muestra * 1 unidad

Fecha de Recepeion : 012019

Fecha de Inicio del Ensayo D 30012019

Fecha de Emision de Informe  : 200012019

L‘lll‘ﬂ :Vdet

L PARAMETROS DE ANALISIS:

PARAMETROS
Softwars - SEMZEISS S
Voitaje 15 Ky
wo ' 05
Detector E'ectrones sacuncaros
Modo Ao vacio =

OBSERVACIONES:

Los rasRacs emiliios an & prasente ndorma se relacionan unicamente a las muestras
SrsaYacs y nO deben ser ulilzados como una centhoaciia de conformidad con Normas
de producio o como cernficado del sisthema de calicsd de s antidad qua lo producs. Este
documanio no dabe ser reproducdo, Sin SROrZacon a0l de Laborelrio de

Micrascopa Elecirdnica
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,g'*z UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
Y FACULTAD DE CIENGIAS AGRARIAS

Cusco, 15 de octubre dedl 2020.

QI N° D -686:2020-FCA-UNSAAC

Sefior:
M. Sc. Martha Natividad Mostajo Zavaleta
Docente de © Escuela Profesional de Biologia

ERESENIE.:
nm:w)oeomalmmwmmnmma

Raf*: Expodiome N*274354.

Madante @ precente me dinfjo 8 wsted para Comunscar que & ingreso
& los kxales unverstanas, esth probubido por disposioon de s Autondad Universitana, en
cumplimeento de s dispasiciones de Estado de Imergencia en que se encuentra o pas por @
Pandemia del cavid 19; en reaodn a s solicitud presentada con documento de s referenca, para
o Ingreso en forma excepcional de & Bacheller en Clencias Blokigicas: Ruth Lucy Ambur Soncco; a
laboratono de Nutricén dingido por ef Ing. Juan Moscoso Mufiaz en s instaldciones de @ Granja
Kayra, con @3 findidad de hacer uso de b ultrabaianza, of Personal de Seguridad, verficard o
SQuiente:
o PreseniEo0n 08 3 Prueba covid 19, con OIgROsHOD Negativo,
«  Cumplimiento estricto de Bs protocolos de biosegundad, preservaddn del ditanziamiento
social y por tamp la prohixodn total de agraperse,
= Presenca de preferencia en @ horano de 8.00sm & 123vs. ded madodia (en o periodo
solictado).
« Encaso de incumphmiantn, no 5@ permitid ol ngreso.

En refackdn 2 b responsabilicad, por la salud y cualquier ot crcunstancia

adversa, s axciusiva de la Bach. Ruth Lucy Ambar Soncoo y 0@ su Asesord (M, Sc. Martha
Natividad Mostajo Zavalata)

Mradeoendo por Su Sencdn al présente, es peopicla la ocasidn pars

Qldaio.
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Se adjunta V°B® de MSc Juan Eimer Moscoso Muficz, Responsable del Laboratorio de
Nutricién
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