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SINOPSIS

La biodegradacién del polietilenos por microorganismos, es una soluciéon para la
reduccion de la contaminaciéon por plasticos constituyéndose una alternativa
importante desde el punto de vista de la salud humana, del medio ambiente y del
factor economico; la presente investigacion tuvo como objetivo determinar la
capacidad biodegradativa de los hongos filamentosos frente al polietileno; los
hongos fueron aislados de residuos so6lidos obtenidos del botadero de Cancharani,
la identificacion taxonoémica de hongos filamentosos con capacidad degradativa
frente al polietileno se realizO en base a caracteristicas macroscopicas de
crecimiento en placa y el estudio microscopico empleando la técnica de Micro
cultivo en 1amina; la capacidad degradativa se determiné a pH :5 y 20°C durante
20 dias y para determinar las condiciones de pH y temperatura donde los hongos
filamentosos con capacidad biodegradativa logran mayor actividad frente al
polietileno se realiz6 mediante la técnica de Kavelman y Kendrick a temperaturas
de 20 y 30°C y a pH de 4.5 y 8.0. Se aisl6 cinco especies de hongos filamentosos;
Aspergillus Flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Mucor sp. y Fusarium
sp, resultando tener capacidad biodegradativa en diferentes escalas de calificacion
y estadisticamente son biodegradadores frente al polietileno asi mismo Aspergillus
flavus demostré tener mayor capacidad biodegradativa frente al Aspergillus niger
a un pH de 4.5 ,siendo indiferente la temperatura a 20 y 30°C , estadisticamente
ambos son buenos biodegradadores frente al polietileno lo cual resalto la
importancia de esta investigacion.

Palabras clave: biodegradacion, hongos filamentosos, plastico de baja densidad,
polietileno y residuos sélidos plasticos.



ABSTRACT

The biodegradation of polyethylenes by microorganisms is a solution for the
reduction of contamination by plastics, constituting an important alternative from
the point of view of human health, the environment and the economic factor; The
purpose of this research was to determine the biodegradability of filamentous fungi
against polyethylene; the fungi were isolated from solid plastic waste obtained
from the Cancharani dump, taxonomic identification of filamentous fungi with
degradative capacity against polyethylene was carried out on the basis of
macroscopic characteristics of plate growth and microscopic study using the
Microculture sheet technique; The degradative capacity was determined at pH 5
and 20 ° C for 20 days and to determine the pH and temperature conditions where
filamentous fungi with biodegradative capacity achieve greater activity against
polyethylene was performed using the Kavelman and Kendrick technique at
temperatures of 20 and 30 ° C and at pH 4.5 and 8.0. Five species of filamentous
fungi were isolated; Aspergillus Flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Mucor sp. and Fusarium sp, resulting in having biodegradative capacity at
different rating scales and are statistically biodegradable against polyethylene.
Aspergillus flavus also showed a greater biodegradability compared to Aspergillus
niger at a pH of 4.5, the temperature being indifferent at 20 and 30 ° C,
Statistically, both are good biodegradators against polyethylene, which highlights
the importance of this research.

Keywords: biodegradation, filamentous fungi, low density plastic, plastic solid
waste and polyethylene.
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INTRODUCCION

Los hongos como eucariotas y heterotrofos, se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, desempefian conocidas actividades en la
descomposicion de una gran variedad de substancias organicas participando en los
ciclos biologicos (Arenas, 2014) como saprofito toma sus nutrientes de materia
organica muerta o en descomposicion y la segunda como parasito cuando se nutre

de materia viva (Bonifaz, 2014).

En la actualidad, los plasticos son productos muy utilizados y fabricados en
grandes cantidades, sin embargo por su dificil degradacion se han vuelto en un
serio problema a nivel mundial (Ecomundo, 2011) la acumulacién de estos
residuos plasticos, estd dando lugar al surgimiento de problemas de salud, manejo
de la gestion ambiental y de residuos soélidos, los productos elaborados con
polietileno presentan dos tipos de problemas: el deterioro cuando estan siendo

utilizadas y la contaminacion ambiental posterior a su uso

A nivel mundial uno de los paises que méas genera residuos solidos es Estados
Unidos, de una totalidad de 2 515 millones de toneladas al afio provenientes de
actividades econ6micas y hogares con una representacion del 9% (213 millones de
toneladas) en plasticos, actualmente existe una gestién inadecuada de estos
residuos incinerandolos, con un alto costo de inversion y deterioro directamente al
medio ambiente (Eurostat, 2012) américa latina produjo en el 2014 el 5% de la
produccion total (Plastics Europe, 2014) siendo el polietileno el de mayor demanda

con un 37 %y el 9% corresponde al LDPE (Maldonado, 2012).

En el Pert los residuos se dividen como restos organicos de cocina y de alimentos,
un 47,0% del total de residuos generados, seguido de los plasticos con un 9,5%,
entre ellos los plasticos no reciclables como el Polietileno (PS) (MINAM, 2013) la
tasa de degradacion del polietileno es muy lenta en los rellenos debido a que es un
ambiente anaerobio, siendo en alrededor de 500 anos (Alka, 2015 y Lapidos,

2007).
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Los estudios cientificos demuestran que aditivos comunes del plastico son muy
peligrosos para la salud ,entre ellos destacan los bisfenoles, los ftalatos, el cloruro
de vinilo ,el estireno, algunos son disruptores endocrinos, lo cual significa que
imitan el comportamiento de las hormonas inclusive existen pequeiiisimas
concentraciones (partes por billon) que pueden producir mutaciones graves a nivel
celular en ambos sexos donde los nifnos y los fetos son susceptibles, observandose
las enfermedades como el cancer de mama, ovarios, vagina cérvix, cancer del
cerebro y sistema nervioso ,leucemias, cancer de pulmoén y del sistema respiratorio,
cancer de prostata y testiculos, obesidad, diabetes es decir casi todas las dolencias;
y segun la OMS y la UNEP han declarado conjuntamente que la disrupcion

endocrina(uno de los efectos del plastico ) como una crisis global.

Paralelamente a estas cualidades se han presentado graves problemas en el campo
de los desechos debido al limitado o nulo ataque biolégico hacia ellos por parte de
los microorganismos, esta situacién ha permitido que estos materiales productos
manufacturados con plasticos permanezcan visibles en muchos ambientes

terrestres (Klenchuk, 1989).

Se han reportado trabajos sobre degradacién bioldgica de plasticos y se considera
que es importante esta alternativa desde el punto de vista de la salud humana, del
medio ambiente y del factor econdémico, ademas es posible utilizar los
subproductos como fuente de energia; el proceso mas importante para degradar

plasticos es aquel en que sus componentes son utilizados como fuente de carbono.

Lee et al. (1991) aislaron micromicetos del suelo capaces de degradar productos de
polietileno es asi que hay grandes posibilidades de desarrollo en una tecnologia de

biopeliculas para una mayor biodegradacion de polimeros (Kirchman, 1982).

Los microorganismos son responsables de la degradacion de plasticos y los hongos
filamentosos tienen mejores rendimientos en la biodegradacién del polietileno,
que cultivados en medios s6lidos como el compost o en medios liquidos minerales
realizan esta tarea sintetizando enzimas intra y extracelulares para transformar
sustratos organicos y participando en la oxidacion de algunos compuestos

inorganicos (Atagana et al., 2004).
12



El problema de los residuos plasticos en Puno tiene un efecto negativo directo
sobre el desarrollo de la ciudad ,en la actualidad los pobladores del &mbito lacustre
producen entre 90 y 104 toneladas de residuos so6lidos, frente a este problema el
municipio ha creado puntos criticos de acumulacién como son el mercado Central
avenidas Titicaca , Simon Bolivar ,jirones 1 de Mayo y Carabaya, esta altima es la
que acapara mas, y se recolecta aproximadamente 10 toneladas de residuos soélidos
por dia; utilizando maquinaria pesada para su recojo debido a que los fines de
semana se realiza la feria sabatina (Rodriguez et al., 2014) los plasticos son
fabricados en miles y descartados a los 15 minutos, convirtiéndose en basura que
termina en el botadero de Cancharani ,que al ser un xenobiético representa una
amenaza para los ecosistemas y la salud de los punefios producidos por los
bisfenoles y ptalatos que contiene el material plastico (Rubin Bisphenol, 2011)
,mas aun sabiendo que no existe una planta de tratamiento para residuos sélidos
(RS) y menos para residuos plasticos solidos (RPS) ,existiendo tinicamente el
botadero de Cancharani a cielo abierto , siendo uno de los problemas ambientales
maés peligrosos y contaminantes del suelo ,aire y agua (Rodriguez et al., 2014) de
la ciudad de Puno ,el cual posee una biodiversidad en la flora y fauna no sabiendo
aun , que microorganismos se encuentra en dicho botadero con actividad
biodegradativa, tampoco se puede pensar en las posibilidades de un total o parcial
reciclaje industrial, mediante incineraciones ya que estas producen substancias
toxicas (ac. Clorhidrico, dioxinas Etc.) Produciendo graves danos biolégicos a los
seres vivos y un sin namero de organismos (Palit & Bhattacharya, 1976) este
problema algido de salud publica y los escasos estudios respecto a micromicetos y
biodegradacion de los plasticos por hongos de la zona, los avances son limitados,

por lo que ha motivado realizar la investigacion.

Se investigo la presencia e identificacion de los diferentes hongos filamentosos que
se desarrollan en el botadero de Cancharani y las condiciones Optimas en la
biodegradacion de los plasticos mediante experimentos en laboratorio para lo cual
se empled modelos y ensayos in vitro ,métodos de identificacion fingica, medios
de cultivo selectivos, utilizando a las bolsas plasticos de polietileno como tnica

fuente de carbono ; ademéas proporciona conocimientos basicos para aislar,
13



caracterizar e identificar hongos filamentosos , capaces de formar biofilamentos
sobre el plastico de baja densidad , disefio de nuevos materiales y conservacion de

las mismas.

Asi mismo muestra resultados del estudio realizado para aislar e identificar el
consorcio de micromicetos nativos los cuales serviran para realizar investigaciones
in vitro sobre biodegradacion por otros micromicetos, también servira como base
de investigacion para los microbitlogos y cientificos que necesitan participar en
investigacion de polietileno y continuar con estudios de identificaciéon de hongos
de otras zonas del Per1, que tienen el problema de los RSP. Con el presente trabajo
de investigacion pretendemos dar un aporte a la investigacion cientifica en el area

de las Ciencias de la Salud.

El presente trabajo de investigacién se encuentra dividido en los siguientes

capitulos:

Capitulo I. Fundamentos tedricos de la investigaciéon, se expone las teorias
centrales y referenciales que corresponden a las variables dependientes e

independientes.

Capitulo II. El problema que refiere al planteamiento del problema que conlleva a

la investigacion seguida de la justificacion.

Capitulo III. Describe la metodologia de la investigacion, ubicandose el método,
diseno tipo y nivel de investigacion que le dan orientacion al estudio al igual que la
cubertura del estudio de la muestra, las técnicas e instrumentos que han

viabilizado para el recojo de la informacion.

Capitulo IV. Dedicado a los resultados de la investigacion con aplicacion de
instrumentos en los diferentes cuadros estadisticos, contrastacion de hipoétesis;
culmina con las conclusiones, recomendaciones, bibliografia consultada y los

anexos referidos.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

1.1 Marco teérico

1.1.1 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son organismos eucariontes pluricelulares, hetero6trofos,
su crecimiento permite desarrollar un micelio aéreo con érganos de fructificacion,
se reproducen sexual y asexualmente, no realizan fotosintesis porque no tienen
clorofila y se nutren a partir de materia organica, tienen la pared celular formada

por quitina fuertemente rigida (Arenas, 2014).

La estructura fingica estd compuesta por un complejo denominado micelio, la cual
estd compuesto de hifas; siendo la fuente de carbono mas utilizado en su
metabolismo la glucosa, también necesitan pequenas cantidades de hierro, Zinc,
cobre, magnesio, fosforo, potasio; suele desarrollarse a temperaturas que pueden
oscilar entre los 0°C y los 60°C siendo su temperatura optima de crecimiento de
22-30°C. Estos organismos son fundamentales en la degradacion de la materia
organica, en los flujos de nutrientes, y en diferentes tipos de simbiosis; se
desarrollan preferentemente en lugares hiimedos y oscuros, y no necesitan de la
luz para sobrevivir (Arenas, 2014) estos hongos filamentosos se caracterizan por
tener un aspecto algodonoso, aterciopelado o polvoriento y poseen diferentes
colores, su caracteristica fundamental es que van a estar conformados por muchos
filamentos microscopicos con la capacidad de crecer de manera longitudinal y de
ramificarse, los cuales se disponen para dar origen a las diferentes estructura
microscopicas. La mayoria de los hongos filamentosos son aerobios estrictos
(Garcia & Sanchez, 2012) y tienen una amplia tolerancia de multiplicarse a
diferentes pH y crecer en concentraciones relativamente altas de acido, asi como
en medios bastante alcalino. El rango de pH para una gran mayoria es de 2.0 a 9.0,
pero casi todos crecen mejor a un pH acido, el 6ptimo se encuentra alrededor de
5.6 la mayoria prosperan en condiciones calidas con valores cercanos a los 25°C. Y

ambientes con presencia de azucares en el medio (Arenas, 2014).

15



1.1.2 Curva de crecimiento de hongos filamentosos

La curva de crecimiento de los hongos segiin Cochrane y Kavanach (2005)
presentan tres fases, la primera es una fase neutra de crecimiento, seguida de la
fase logaritmica denominado también fase de rapido crecimiento con la utilizacion
de carbohidratos ,nitrogeno y fosfatos, ademéas de aparecer las esporas,
fisiologicamente los hongos filamentosos se adaptan a condiciones mas severas e
inclusive soportan concentraciones de azucares elevados hasta el 10% y finalmente
una tercera fase sin crecimiento neto de autolisis, la cual termina en una

disminucion en peso seco del micelio (Moreno y Moreno, 2009).

1.1.3 Condiciones de crecimiento

La mayoria de los hongos crecen entre 0 y 55°C, teniendo por lo general un rango
de temperatura ideal entre 20 y 30°C, clasificAndose como: Psicrofilos: los que
desarrollan entre 0 y 20°C; temperatura optima alrededor de 15 y 17°C; mesofilos:
con amplio rango de crecimiento: 0 a 50°C, rango optimo entre 15 y 40°C y
termofilos que tienen su rango de crecimiento entre 20 y 50°C, son acidé6filos la luz
no es vital (Bonifaz, 2014). Estos hongos a un pH alto se afectan los sistemas
enzimaticos, el ingreso de vitaminas esenciales, acidos organicos y la toma de

minerales, siendo su pH optimo entre 4 y 6 (Cochrane & Kavanach, 2005).

1.1.4 Requerimientos nutricionales de hongos filamentosos

Los hongos crecen mejor en habitats oscuros y himedos, pero se encuentran donde
hay materia organica disponible. Para su crecimiento necesitan carbohidratos
como fuente de carbono, sobre todo glucosa, sacarosa, maltosa, nitrégeno
(proteinas o sales de nitrogeno) y agua; precisan también de los iones inorganicos
mas comunes, en especial nutrientes mayores como potasio, fosforo, magnesio y
como nutrientes menores: hierro, cobre, zinc y molibdeno (Bonifaz, 2014) la
mayoria de los hongos tienen respiracion aerobia, aunque algunos son anaerobios
facultativos (fermentativos) y en menor cantidad anaerobios estrictos. Desde el
punto de vista metabolico los hongos son heterotrofos, y son versatiles desde el

punto de vista bioquimico, de manera que producen metabolitos tanto primarios
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(p. €j., acido citrico, etanol, glicerol) como secundarios (p. e€j., antibioticos:

penicilina, aflatoxinas) (Murray, 2013).

1.1.5 Medios de cultivo para hongos filamentosos

Medio de cultivo es una mezcla de determinadas sustancias con o sin gelificacion
sobre el cual o dentro de él crecen los microorganismos los microorganismos son
extraordinariamente diversos en sus caracteristicas fisiologicas y sus
requerimientos nutricionales, en condiciones naturales, los nutrimentos
requeridos para sintetizar su material celular, generar energia y efectuar su

fundamento son tomados del ambiente.

En tanto que para cultivarlos in vitro se han disefiado multiples medios de cultivos
que son disoluciones acuosas con base a sustancias orgéanicas, inorganicas o ambas
que proporcionan los nutrimentos requeridos por los mismos (Ramirez et al.,

2015).

El medio de cultivo puede ser quimicamente definido o no definido, dependiendo
de como se conoce 0 no la composicion completa y la estructura quimica de cada
componente. Normalmente consiste de sales inorganicos, (macro elementos y
micro elementos), una fuente de energia (generalmente un aztcar), complementos
organicos (principalmente vitaminas y fuente de nitréogeno reducido) reguladores

de crecimiento y gelificantes.

Extracto de malta. El caldo extracto de malta; se utiliza como medio para
demostracion, aislamiento y numeracion de hongos, especialmente, en diversos
materiales de investigacion, cultivo de cepas de ensayo. Se emplea para aislar,
detectar y enumerar mohos; se puede aislar Aspergillus niger (Mendo y

Valenzuela, 2005).

Agar czapek — dox. Este medio se prepara de acuerdo con la formula original de
Thom y Church. Es utilizado para multiplicar hongos, levaduras y bacterias del
suelo; es un medio sintético que contiene sacarosa, nitrato como unicas fuentes de
carbono y de nitrégeno, En este medio se produce un crecimiento moderadamente

energético de casi todos los aspergillus saprofitos, los organismos a identificar son
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Aspergillus niger, su crecimiento es de bueno a excelente (Mendo y Valenzuela,

2005).

Caldo C. Czapek. Es un medio de cultivo definido para el cultivo de hongos
capaces de utilizar el nitrato sd6dico como tnica fuente de nitrégeno. Tanto en su
forma liquida como solida es un medio de cultivo general de composicion quimica
definida en el que la tnica fuente de nitrogeno es el nitrato y la de carbono la
sacarosa. Basaron las identificaciones de las especies de Aspergillus spp,

crecimiento de buena a excelente (Koneman, 2015).

1.1.6 Clasificacion y taxonomia de hongos filamentosos
La taxonomia de los hongos del Reyno fungi estdn integrados por:
Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota, Pseudomycota,

Oomycota, Hypochytriomycota, Plasmodiophoromycota (Bonifaz, 2014).

La taxonomia de los hongos se ha basado principalmente en criterios morfologicos
y en las caracteristicas de las estructuras de reproducciéon sexuada, sin que haya

necesidad de analizar los atributos bioquimicos o fisiol6gicos (Arenas, 2014).

El reino de los hongos (fungae) se compone de una escalera taxonémica, y la
familia est4 compuesta de géneros y estos contienen las especies, dada su historica
asociacion con las plantas, la clasificacion de los hongos ha seguido las reglas

establecidas por el Comité Internacional de Nomenclatura Botanica.

Los criterios seguidos hasta el momento para clasificar las especies del género
Aspergillus y sus teleomorfos son principalmente morfol6gicos. No obstante, en
algunas secciones se han realizado ademas estudios bioquimicos o moleculares
encaminados a resolver algunos de los problemas planteados en su clasificacién de

etiologia clinica en la clinica médica (Arenas, 2014).
Clasificacion taxonémica:

Reino : Fungae

Division: Eumycota

Filo (Phylum): Glomeromycota (Zygomycota)
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Subfi lo (Subphylum): Mucoromycotina (Zygomycotina)

Clase: Glomeromycetes (Zygomycetes)
Orden: Mucorales

Filo(phylum): Glomeromycota,

sub-fi los (subphylum):Mucoromycotina.
Subfilo Clase: Deuteromycotina (asexuada)
Clase: Hyphomicetes

Familia: Aspergillaceae

Género: Aspergillus niger, A.fumigatus, A.flavus. Fusarium sp.

Genero Aspergillus
a) Aspergillus niger

Las colonias se desarrollan con rapidez, transformandose en colonias planas,
granulosas, negras e ilimitadas; al reverso no presentan pigmento. Al microscopio
se observan hifas tabicadas de 2-4 pym de diametro (de nutricion); las hifas
reproductivas son mas anchas, de 4-8 um; estas terminan con las clasicas “cabezas
aspergilares” que miden en total de 80-200 um de didmetro; estdn compuestas por
conidi6foros cenociticos largos (100-200 um), vesiculas redondas (25-100 um de
diametro), de donde nacen dos series de fi alides en un angulo de casi 360°
(biseriadas); las primeras fi alides son méas grandes (8-10 um) que las segundas (5-
7 um); de estas nacen microconidios redondos o elipticos de 3.5-5 um, negros y
equinulados (Van Tieghem, 1867) crece en los medios de cultivo ordinarios como

Sabouraud y papa dextrosa agar (PDA) a 28°C.
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Figura 1

Aspergillus niger (macromorfologia) y (Micromorfologia)

Nota. Tomado de Manual de hongos INS 2017. Lima.
b) Aspergillus fumigatus

Las colonias se desarrollan entre 3 y 5 dias; son planas, ilimitadas, polvosas o
aterciopeladas, de color verde y en ocasiones presentan un halo micelial blanco
alrededor de la colonia; al reverso raras veces se ve un pigmento de color ocre. Al
microscopio se observan hifas de nutriciéon tabicadas de 2 a 4 um de diametro, e
hifas reproductivas casi siempre cenociticas de 4-6 um, que terminan en las
clasicas cabezas aspergilares, las cuales son mas pequefias que las de A. Niger;
miden de 30-50 um y presentan conidi6foros cortos (20-30 um), que terminan con
una vesicula ligeramente alargada, de la que nace una sola serie de fialides que
miden de 20 a 30 um de didmetro cada una, con tendencia a disponerse hacia
arriba en un angulo aproximado de 180° (como “pelos parados”); de las fidlides
nacen microconidios redondos de aproximadamente 2.5-3 um (Fresenius, 1863).

Crece en los medios ordinarios de Sabouraud y PDA a 28°C.
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c¢) Aspergillus flavus

Link (1809) Crece en los medios de cultivo ordinarios como Sabouraud y PDA a
28°C; las colonias se desarrollan con rapidez de 3 a 5 dias: son ilimitadas, polvosas

o aterciopeladas, de color verde amarillento (Arenas, 2014).
Figura 2

Aspergillus flavus (macromorfologia) (Micromorfologia)

Nota. Tomado de Manual de hongos INS 2017. Lima.
d) Fusarium

Es un hongo dematiaceo, crecen con rapidez y muestran una morfologia aplanada
algodonosa a lanosa que tiende a extenderse con una coloracion verde-azulada,

roja, violacea.

Caracteristicas macroscopicas. Anverso es de tamano ilimitado color; en un
inicio es de 1 a 3 dias, es de color blanco, luego se torna en tonalidades de color
naranja, café, violeta. Lila/dependiendo de la especie) su aspecto es vellosa, seca,
se adhiere a las paredes del tubo reverso, presenta color naranja o violeta y es

difusible al medio.

Micromorfologia. El tipo de micelio es macro sifonado de 1 a 2 um de diaAmetro,

septado y hialino, modalidad de micelio las hifas se organizan en coremium. Su
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reproduccién es anamorfica a base de macroconidios fusiformes de 5 a 8 um de
largo por 1 a 2 um de ancho y micro conidios fusiformes de 1 a 3 um de largo por 1
um de ancho, estos pueden variar en tamano y formadependiendo de la especie,
estructuras especializadas, presenta conidi6foros delgados que miden de 5a 10 um
de largo, la fase teleomorfica se han reportado en algunas especies (Zurita et al.,

2017).

Figura 3

Fusarium spp. (macromorfologia) (Micromorfologia)

Nota. Tomado de Manual de hongos INS 2017. Lima.
e) Mucorales

La mayoria de los hongos mucorales tienen un hébitat ubicuo, aunque prefieren
los climas calidos y hiimedos. Se aislan con frecuencia del suelo, materia organica
en descomposicion, frutas y, sobre todo, de pan de trigo y centeno; lo cual explica
la via de entrada para los casos gastrointestinales. Este tipo de hongos se
encuentran también en el ambiente; microorganismos como Mucor y Rhizopus
ocupan el tercer o cuarto lugar dentro de los hongos contaminantes mas frecuentes
del aire solo sobrepasados por Penicillium sp., Aspergillus sp., Cladosporium sp.,
y Alternaria sp. (Bonifaz, 2014) los esporangios son transportados en las puntas de
esporangiosporas similares a un tallo que terminan en una tumefacciéon bulbosa

denominada columela.
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La presencia de estructuras radiculares, denominadas rizoides, es util para
identificar géneros especificos dentro del orden Mucorales comprende los géneros

Lichtheimia (antes Absidia), Mucor, Rhizopus y Rhizomucor (Murray, 2013).

Figura 4

Mucor spp

Nota. Tomado de Manual de hongos INS 2017. Lima.

1.1.7 Cultivo e Identificacion de hongos filamentosos

El cultivo es un procedimiento de diagnostico especifico que nos permite
identificar con certeza el género y la especie de hongos filamentosos. El diagnostico
se basa fundamentalmente en el uso de claves taxonémicas que aplica criterios
morfologicos, macro y microscopicos, relacionado con la fase de reproducciéon
asexual que observamos en el cultivo (Zurita et al., 2017) las cuales varian con el
medio de cultivo, la naturaleza de los azucares, la pureza de peptona el pH, el grado
de humedad y temperatura. Por eso es preferible utilizar siempre medio glucosado
de Sabouraud para estudiar y comparar caracteristicas estadndar en las mismas
condiciones de humedad y temperatura, evitando contaminaciones (Arenas,

2014).

La morfologia macroscépica que se debe tener en cuenta es el color de las colonias,
en general colores claros, desde tonos blanquecinos, verdes amarillentos a marrén
claro o negro (Zurita et al., 2017) asi mismo , la forma ,tamano color en la

superficie, difusion del pigmento textura: yesosa, glabra, terrosa, granulosa,
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vellosa, lanosa, cérea, cremosa, Superficie: elevada o plana, levantamiento central
(agregaciones micelianas), aspecto: plegado, radiado, cerebriforme, crateriforme,
gotas de exudado, rapidez de crecimiento: Los agentes oportunistas crecen en 24 a

48 h, y los dermatofitos en 5 a 10 dias (Arenas, 2014).

Respecto a la morfologia microscopica son las que determinan su identificacion en
la mayoria de casos, observando a 40X y aplicando los siguientes criterios
taxonomicos: para A. fumigatus.- cabezas conidiales formando una columna
compacta; conidios esfericos, para A. flavus colonias verde amarillentas en agar
Czapeck y conidios equinulados, para A. niger colonias negras, Fusarium spp.
Colonias de crecimiento lento (menos de 2 cm de didmetro en 7 a 10 dias y colonias
de crecimiento rapido, mas de 2cm, usualmente entre 4-8 cm a los 7 a 10 dias y
Mucor sp. Esporangiosporas no ramificados o solo ligeramente, esporangiosporas

repetidamente ramificadas (Zurita et al., 2017).

1.1.8 Métodos de observacion microscopica

Se utilizan los métodos siguientes:

a) Analisis de un fragmento del cultivo: Consiste en tomar un fragmento de
la colonia, dilacerarlo y observarlo con azul de lactofenol, es un método habitual,

pero puede destruir los aparatos esporiferos y dificultar la identificacion.

b) Método de la cinta adhesiva transparente (Rush-Munro): es una
variante de la técnica anterior y permite observar las estructuras fingicas casi sin
alteracion. Se recorta un pequeno cuadrado de cinta y se adhiere a la parte terminal
del asa de platino, después se aplica la parte adhesiva sobre la colonia y luego se
coloca sobre un portaobjetos con una gota de colorante y se retira el asa, se afiade

otra gota de colorante, se pone un cubreobjetos y se observa al microscopio.

¢) Cultivo en lamina o micro cultivo: Es el més preciso y permite observar las
estructuras fingicas in situ Consiste en obtener un cultivo sobre un portaobjetos y

observar el hongo sin deterioro de su morfologia.
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d) Principales caracteristicas fangicas.

— Talo. disposicion de las fidlides sobre la vesicula

— Forma y didmetro de las vesiculas

— Longitud y anchura de las fialides

— Forma, didametro, ornamentacion y color de los conidios

— Forma, tamaiio y color de las ascosporas.

e) Tinciones y exploracion por microscopia directa de hongos

filamentosos

En general, se considera que el estudio por microscopia directa constituye uno de
los métodos mas rapidos y rentables de diagnosticar la presencia de hifas a nivel
microscopico. En algunos casos, la microscopia permite no solamente detectar el
hongo, sino identificarlo por medio de sus inconfundibles caracteristicas
morfologicas, se puede utilizar hidréxido de potasio al 10%, azul de lactofenol, azul

de metileno (Arenas 2014 y Zurita, 2017).

La microscopia directa tiene una clara utilidad en el diagnostico de hongos dispone
de una sensibilidad menor que los cultivos, y la obtencién de resultados negativos
no descarta la existencia de la presencia de hongos, se emplean diversas tinciones
y técnicas microscopicas para detectar y caracterizar directamente los hongos

(Murray, 2013).

Los adelantos que han aparecido mas recientemente, como la PCR a tiempo real y
la tecnologia de chips génicos, facilitaran el uso generalizado de estas técnicas,
aunque de momento no se dispone de ellas en casi ningtn laboratorio de micologia

(Murray, 2013).
f) Preservacion de cultivos

El objetivo de conservarlos es preservar su viabilidad, sin degeneracién, variacion
ni mutacién. Se pueden mantener en agar, transfiriendo de forma periddica a
medios frescos inclinados. Para hongos filamentosos, es posible usar medio de

Sabouraud simple, agar-papa, extracto de malta, harina de maiz (corn meal), y
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para levaduras, de preferencia medio de Sabouraud y extracto de malta (Arenas y

Bonifaz, 2014).

1.2 Residuos soélidos plastico (RSP)

Los residuos so6lidos plasticos (RSP) constituyen uno de los grandes problemas
ambientales con diferentes impactos a nivel global y local. Con el aumento de las
concentraciones humanas, se fueron acumulando grandes volimenes, tanto de
residuos organicos, como de inorganicos, cuya dificil descomposicion dificulta su
reintroduccion en los ciclos naturales lo que resulta en una fuerte incidencia en la

estabilidad de los ecosistemas (Maldonado, 2012).

El gran basural a cielo abierto en el que se realiza la disposicion final de residuos,
al igual que los numerosos microbasurales de la ciudad, expone a los habitantes
aledanos a una situacion de alto riesgo sanitario, y actualmente incrementandose
la polucidén por plasticos; no hay lugar por donde no se vea objetos multicolores,
livianos, de multiples formas y tamanos, regados por doquier, colgando de arboles
y hasta volando por los aires, denominados los “Plasticos”. La idea de la
macromolécula no fue aceptada por la mayoria de los que trabajaban con estas
cosas a principios de siglo; ya entrados los afios 20, un gran cientifico: Hermann
Staudinger, laureado luego con el premio Nobel, en 1953, por sus trabajos, logro
que muchos entendieran la idea de que existian compuestos macromoleculares,
que no eran agregados moleculares ni coloides. Al darse este paso el mundo de la
ciencia pudo entonces abrir un area con nombre propio, con sus leyes y principios,
y gracias a los descubrimientos del momento ya se podia hablar de macromoléculas

de origen natural y sintético (Carnevalli, 2002).

1.2.1 Plasticos

La industria del plastico se ha insertado en el mercado mundial cubriendo gran
diversidad de necesidades del consumidor. Muchos aditivos del plastico son
peligrosos para la salud aun en muy bajas dosis, la composicion de muchos
plasticos es un secreto industrial, ahora mismo hay mas de 80,000 tipos de
plasticos registrados la mayoria protegidos por un patente que convierte su

composicion en secreto industrial ; hasta mas del 50% de aditivos del plastico se
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debe a decenas de aditivos que le otorgan su propiedad de dureza flexibilidad
rigidez color ,pero no hay manera de saber exactamente que aditivos son y en qué
cantidades porque su composicion es un secreto industrial . Las bolsas de plastico
pueden estar echas de polietileno de baja densidad, de alta densidad, polietileno
lineal, polipropileno, polimero de plastico no biodegradable, su espesor vario de 18
a 30 micrometros. Anualmente circulan en todo el mundo entre 0.5 y 1 billon de

estos objetos.

China es el principal productor de plasticos seguido de Europa, Norte América y
Asia, la mayor parte de los plasticos se emplea en la fabricacion de envases, es decir
en productos de un solo uso (Greenpeace); representando una amenaza para la
biodiversidad marina donde los animales se enredan con estos y pueden resultar

heridos, inmoviles o muertos.

Alrededor de 8 millones de residuos llegan al océano cada dia, siendo uno de los
principales factores para la destruccion de la fauna y flora marina ya que los
residuos que se encuentran en su totalidad ahi son los plasticos, objetos hechos a

base de plasticos como botellas, fundas, tapas etc. (Ecomundo, 2011).

Se calcula que pueden tardar entre 100 y 1000 afos para degradarse dependiendo
del tipo de plastico (42, 40, 50). La american Society for testing materials (ASTM)
define plastico como: “Cualquier material de un extenso y variado grupo que
contiene como elemento esencial una sustancia orgéanica de gran peso molecular,

siendo soélida en su estado final.

1.2.2 Bolsas de plastico

Desde el punto de vista quimico e industrial, los plasticos (del griego ‘plastikos’:
que adopta cualquier forma) fueron inventados en 1869 por el norteamericano
John Wesley Hyatt, quien estaba buscando un material que reemplazara al marfil,
el cual se usaba para hacer bolas de billar. Su éxito fue instantaneo. Su invento
(mezclando celulosa del algod6n con alcanfor) logré imitar al marfil, que proviene
de los cuernos de animales y del caparazon de las tortugas. Las bolsas de plastico

estan hechas de etileno, producto derivado del gas y del petréleo (Uribe, 2010).
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Los plasticos hacen parte de un grupo de compuestos organicos denominados
polimeros los cuales estan conformados por largas cadenas macromoleculares que
contienen reacciones quimicas entre diferentes materias primas de origen sintético

o natural.

Entre los polimeros sintéticos se encuentra el polietileno que se obtiene mediante
la polimerizacion de eteno (un compuesto denominado también etileno). El
polietileno se usa para la produccion de una gran cantidad de productos, como

cafos, recipientes bolsas y otros.

Las bolsas de plastico estan hechas de tres categorias de este material: Polietileno
(PE) policloruro de vinidileno (PVCD) y policloruro de vinilo (PVC): las resinas de
plastico son derivadas del petréleo. Se pueden agregar plastificantes, colorantes o

compuestos anti condensacion (Quispe, 2017).

En el Pert, las bolsas de polietileno su clasificacion esta estandarizada de la
siguiente manera: Bolsas de polietileno xxyyzz, siendo xx espesor en micras (um)
siendo yy medidas de ancho y largo expresado en cm. ejm bolsa de polietileno 2um
X 26 in con fuelle 6cm, observandose dos tipos de este material en la fabricacion
de las bolsas de polietileno, los cuales se clasifican de acuerdo a su densidad (de

acuerdo al codigo de identificacion de resinas de las normas de ASTM).

a) Polietileno de alta densidad (PEAD o HDPE): resistente, opaco, ejm. las
bolsas de supermercado, su densidad es mayor (0.950-0.965 g/cm3), asi como su

rigidez.

b) Polietileno de baja densidad (PEBD o LDPE): es flexible més brillante,
suave al taco y resistente para productos con bordes afilados y pesados (es el mas
usado) para las bolsas de congelados, envoltorios de plastico adherente, este

material ofrece variedad de colores, medidas, impresiones.

Se trata de un polietileno con una cadena muy ramificada, lo que implica mayor

volumen y, por ello, su densidad es menor (0.915-0.930 g/cm3) (Saenz, 2008 y

Quispe, 2017).
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El término utilizado para describir el grosor de una bolsa, dependera del uso que
se le vaya a dar, un calibre muy delgado puede provocar que la bolsa se rompa un
calibre muy grueso puede ser un gasto innecesario. Las bolsas del supermercado

generalmente se fabrican en calibre de 20 micras.

En cuanto a la transparencia, las bolsas de polipropileno son méas transparentes
que las de propileno, segin la catalogacion de la oficina de tecnologias de la
informacion -MEF, se tiene que las bolsas con cierre hermético (zipper), bolsa
trilaminada con valculas, bolsas con fuelle, bolsas con asa, y bolsa chequera (la de

uso comun), bolsa desglosable, bolsa para basura, bolsa impresa (Quispe, 2017).

Figura 5

Bolsa chequera

Nota. Tomado de catalogacion Ofic.Tec.informacion MEF 2017-Peru

1.3 Efecto de los plasticos en la salud humana

Una bolsa de plastico tarda 150 hasta 400 afios para descomponerse totalmente,
los efectos de la contaminacién por plastico no solo afectan al medio ambiente,
principalmente a los océanos sino también a nuestra salud. Los estudios en

animales son variados, en humanos la investigacion cientifica es preliminar.

Erler (2010) explica que son dos las sustancias quimicas que estan bajo la mira de
los investigadores: El Bisfenol A y Ftalatos. Ambas sustancias actian derritiendo
el sistema de cascada con que se producen las hormonas masculinas y femeninas,

afectando mas a los hombres que a las mujeres. El bisfenol a es usado en la
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fabricacion de plasticos y forma parte del proceso de producciéon de un tipo de

resina.

Los micro plasticos se convertiran en nano plasticos que miden menos de 100
milmillonésima de metro en tamano, y estas son las particulas que pueden
penetrar tejidos y 6rganos, presentando una toxicidad potencial para las personas

con consecuencias graves debido a su bioacumulacion en nuestro sistema.

La organizacion mundial de la salud y la UNEP han declarado conjuntamente que
la disrupcién endocrina (uno de los efectos del plastico) lo toma como una crisis
global. La Agencia Internacional de Investigacion de Cancer (IARC) de la
Organizacion Mundial de la Salud y del 13avo Reporte de Cancerigenos del
Programa Nacional de Toxicologia del Departamento de Salud de los Estados
Unidos indica que el estireno estd relacionado a leucemias y linfomas en
trabajadores expuestos a esa sustancia, siendo aun muy preliminar el
conocimiento del dano al pablico general; siendo la gran pregunta de salud ptblica
es si esos plasticos, sinonimos de adelanto, progreso y comodidad, contienen
sustancias quimicas que ingresan al organismo cuando por ejemplo los ninos se
ponen objetos de plastico en la boca o cuando sentimos ese inconfundible “olor a

plastico” en objetos de plastico nuevos.

Hay dos sustancias que resaltan en su toxicidad y ya estan siendo prohibidos: el
bisfenol A (BPA) y los ptalatos. El BPA tanto es asi, que los Centros para el Control
y Prevencion de Enfermedades de EEUU (CDC) estiman que el 93% de las personas
mayores de 6 afios tienen niveles detectables de BPA en la sangre. Investigaciones
recientes han demostrado que los bebes recién nacidos que estuvieron en una
unidad de cuidados intensivos tienen ya 10 veces mas BPA y ptalatos en la sangre,

comparados con bebes de la poblacion general.

Se piensa que las mujeres embarazadas, los fetos y los ninos pequefios serian los
mas susceptibles a esas sustancias quimicas y al respecto, un estudio japonés
demostré mayor riesgo de abortos espontaneos producidos por el BPA. Pues eso es
cierto, nadie ha dicho que el poliestireno cause cancer, pero el estireno, del cual el

poliestireno est4 hecho si lo esta.
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Los investigadores de la Comunidad Valenciana detectaron una relacion
significativa entre la exposicidon de ratones al componente de los plasticos Bisfenol-
A (BPA) durante el embarazo y el desarrollo de prediabetes en las madres y en los

machos de la primera generacion.

La exposicién a una cantidad minuscula de estas sustancias sintetizadas (que se
utilizan en todo, desde pesticidas a botellas de agua), pueden alterar nuestras
hormonas. Esta interferencia puede activar las células grasas, haciéndolas
“engordar” aun mas, o provocar un error de interpretacion haciendo que el
pancreas segregue un exceso de insulina, una hormona que regula el metabolismo

de la grasa y los carbohidratos.

Segtin la Agencia de los Alimentos y los Medicamentos de Estados Unidos (FDA) y
el Instituto Nacional de Toxicologia, estudios recientes dan motivos de
preocupacion sobre los efectos potenciales del BPA en el cerebro, el
comportamiento y la prostata de fetos, bebés y nifios. La mayoria de los estudios
se han realizado en animales, pero, en 2008, la revista estadounidense de
investigacion médica JAMA compard las tasas de diabetes y enfermedad
cardiovascular en adultos segtin los niveles de BPA presentes en la orina (Noticias

salud articulo 27-2012).

En el Pert, el congreso de la Republica ha promulgado la ley que regula el plastico
de un solo uso y los recipientes o envases descartables, en el Art. 2, Reduccién
progresiva de bolsas de base polimérica. 2.1 indica que los supermercados,
autoservicios, almacenes comercios en general u otros establecimientos similares
asi como sus contratistas o prestadores de servicios, dentro del plazo de 36 meses,
contados desde la vigencia de la presente ley, deben reemplazar en forma
progresiva la entrega de bolsas de base polimérica no reutilizable por bolsas
reutilizables u otras cuya degradacibn no generen contaminaciéon por
microplastico o sustancias peligrosas y que aseguren su valorizacion (El Peruano,

2019).
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1.4 Biodegradacion

Biodegradacion es la transformacién bioquimica de los compuestos por la accion
de microorganismos, la cual ocurre debido a la actividad de varias enzimas, que
son producidas por los microorganismos (Limén, 2001) el material polimérico
sirve como fuente para la obtencién de carbono, sin embargo, el ataque microbiano
sblo se produce en determinados intervalos de temperaturas, por lo que este tipo
de proceso de degradacion, es muy poco frecuente (Saenz, 2008) las enzimas
pueden atacar los segmentos mas pequenos, generando productos intermediarios
de bajo peso molecular que serian incorporados a la biomasa celular o ser
mineralizados, es decir, completamente degradados hasta biéxido de carbono y
agua en condiciones aerobicas, o metano y bidéxido de carbono en condiciones

anaeroObicas (Limoén, 2001 y Gutiérrez, 2013).
1.5 Degradacion de polimeros

La degradacion de polimeros es un proceso dirigido a modificar la estructura del
polimero, para hacerlo vulnerable y perecedero; es decir, que desaparezca como
residuo (Limén, 2001) los materiales organicos, por su propia naturaleza, tienen
una mayor afinidad para participar como reactivos en determinadas reacciones
quimicas y perder a lo largo del tiempo sus propiedades, tanto fisicas como
quimicas. La degradacion de un material sintético es un proceso complejo, causado
por la escision de determinados enlaces quimicos (Saenz, 2008) en el proceso de
la degradacion de un plastico, se observan variaciones tanto fisicas como quimicas.
Entre las modificaciones fisicas pueden citarse: pérdida de brillo y color, formacién
de grietas, aparicion de zonas pegajosas y endurecimientos, con la consiguiente
pérdida de sus propiedades. La degradacion de los polimeros es causada
principalmente, por reacciones que producen el rompimiento de los enlaces en las
macromoléculas y puede ser: Fisica: mecénica, térmica, por efecto de radiaciones
de energia alfa y foto degradacion, Quimica, Ambiental y Biol6gica denominada

biodegradacion (Saenz, 2008).

La revista de normalizacion espanola tiene la prueba acreditada por ENAC que

indica que esta norma determina la accién de los microorganismos (hongos,
32



bacterias o microorganismos del suelo) sobre materiales plasticos,
deteriorandolos, bien al ser utilizados sus componentes como nutrimentos por los
microorganismos ,0 por alterarse su aspecto debido al efecto de algunos
metabolitos de los macro organismos sobre el color u otras caracteristicas del
plastico, para la evaluacion del resultado en la pruebas con hongos, se realiza un
examen visual y con microscopio estereoscopio asignandose una gradacion de o a
5 segun la ausencia o intensidad del crecimiento grado. Para las variaciones de
masa las piezas una vez limpias y secas deben pesarse con una aproximaciéon de 0.1
mg y realizarse los célculos correspondientes. Las intensidades de crecimiento
obtenidas permiten establecer una interpretacién de la ausencia o presencia en
este caso la cuantia de sustancias nutritivas para microorganismos en el plastico
(UNE, 2019).

1.6 Antecedentes

1.6.1 Biodegradacion

En la labor de recoleccion de basuras para que los envases y productos de
polietileno se recojan y no lleguen a los rellenos sanitarios, sino que inicien un
proceso de degradacién consistente es la pulverizacion de las laminas de
polietileno y posteriormente agujerear las particulas sometiéndolas en reactor de
alta presion lograron la disminucién de peso del PE en dos afos, para
posteriormente irradiarlo con luz solar y finalmente introducirlo en medio solido

(compost) y liquido (medio mineral) (Fontanella et al., 2010).

1.6.2 Biodegradacion del polietileno (PE)

La biodegradacion es regida por diferentes factores que incluyen caracteristicas del
polimero, tipo de organismo, y la naturaleza del pretratamiento. Las caracteristicas
del polimero como es la movilidad, tacticidad, cristalinidad, peso molecular, tipo
de grupos funcionales y los sustituyentes presentes en su estructura, y
plastificantes o aditivos adicionados al polimero, todos juegan un papel importante

en la degradacion (Shah et al., 2008).

La biodegradacion es un proceso por el cual sustancias organicas son una primera

etapa de degradacion oxidativa abidtica por accion de la luz ultravioleta (UV) (foto-
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degradacion) o por degradacion térmicay la incorporacion de oxigeno en la cadena
principal de carbono del polimero produce una formacion de grupos funcionales
como carboxilico o acidos hidro- carboxilicos, ésteres, asi como aldehidos y
alcoholes, que son utilizados por parte de los microorganismos y sus enzimas

(mecanismo catalitico), como fuente de carbono.

En esta primera etapa (oxidaciéon abiotica) se determina la velocidad de todo el
proceso Ammala et al. (2011) la segunda etapa es la biodegradacion de los
productos de la oxidacion por microorganismos (bacterias, hongos, actinomycetes
y arqueas) que consume los fragmentos de las cadenas de carbono oxidadas para

formar CO2, H20 y biomasa.

El papel de estas moléculas es vital para que el microorganismo pueda utilizar el
PE como fuente de carbono o asimilarlo como biomasa, porque sin su accién
compuestos de alto peso molecular son poco susceptibles al ataque microbiano. Es
por eso que la mayoria de los autores destacan su funcién en los diferentes procesos
desarrollados para la biodegradacion del polimero (Ammala et al., 2011); para
favorecer la formacion de moléculas de menor tamano y lograr la formaciéon de

oligbmeros, dimeros y/o monomeros (Ammala et al., 2011).

1.6.3 Micromicetos biodegradadores del polietileno

Diferentes microorganismos degradadores de polietileno han sido descubiertos
como los reportados por Roy et al. (2008) quien afirm6 que la degradaciéon de
pelicula de polietileno de baja densidad que contenian estearato de cobalto como

pro-oxidante fue llevada a cabo por especies bacterianas del género Bacillus como

B. pumilus, B. cereus y B. halodenitrifican, que utilizaron compuestos de bajo peso
molecular oxigenados o no oxigenados extraibles del polimero, generando

pérdidas del 8% de su peso.

9 semanas con penetracion de las laminas de PE como también encontré Zahra et.
al. (2010) con Aspergillus fumigatus y Aspergillus terreus coinciden en que el
género Aspergillus es capaz de degradar el polietileno, asi como hongos del género

Penicillium encontrados por (Ojeda et al., 2009).
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Resalta que para obtener una degradacion en mayor proporciéon del polietileno la
degradacion abiotica y bidtica deben ser combinadas sinérgicamente. Para que los
hongos colonicen y biodegraden el polietileno se emplea un sistema en el cual las
laminas son introducidas en placas de agar minimo con micronutrientes o en agar
sabouraud, Motta et al. (2009) aislaron cepas de hongos capaces de degradar el
polietileno utilizando la técnica del Microcultivo en lamina y la actividad
biodegradadora con el método de Kavelman y Kendrick , obteniendo 20 cepas de
micromicetos pertenecientes a los géneros Aspergillus,
penicillum,cladosporium,geotrichum,mucor,Helmintosporium,Chaetomium,Fus

arium Hermodendrum, cladosporium y nigrospora.

Asi mismo evidenciaron en un 25% la capacidad de degradar el plastico polietileno
a la temperatura de 20°C :a pH 4,5 y ninguna cepa degrado a pH6,5,y respecto a la
temperatura de 30°C ,6 cepas evidenciaron capacidad de degradar con un pH de
4,5, Uribe et al. (2010) utilizaron la metodologia de filtracion y seleccion en sales
minerales para hongos y bacterias ; aislaron seis cepas identificadas como
pseudomonas sp.penicillium sp, Rhodotorula sp, Hyalodentrun sp, y una levadura
no identificada, la acci6on degradativa del consorcio microbiano fue evidenciado
por variaciones en el espectro infrarrojo del polietileno, observandose la reduccion
del carbonilo en un 83,89% a pH 7,y 4.08 aun pH 5.5 y finalmente se observé una
pérdida de peso de 5.4% a pH de 7y4,8 % a pH de 5.5. en cambio, Bueno y Gallardo
(1998) conservo 26 cepas de los géneros: Aspergillus niger, Aspergillus andius,
Fusariumsp, Fusarium moliforme, Mucor griseocyanum, Syncephalastrum sp,
Trihoderma sp, Trichoderma harzianum y Trichoderma koningii, los cuales

aseguraron el 100% de supervivencia durante dos afos.

La biodegradacion del polietileno se puede comparar con la biodegradacién de la
parafina. El hongo filamentoso A. niger es un productor de tanasas de amplio
espectro , por lo cual es posible su utilizacion en la degradacion parcial de los
taninos condensados, ya que es capaz de crecer en medio liquido con extracto de
acacia como unica fuente de carbono y energia; los actinomicetos y los hongos

filamentosos son los microorganismos con mejores rendimientos en la
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biodegradacion del polietileno y que cultivados en medios solidos como el compost

o en medios liquidos minerales realizan esta tarea (Martin, 2012).

Todos los géneros de hongos aislados del relleno sanitario «El Zapallal» en
diferentes tipos de sustrato en Lima, es posible pensar que se trataria de cepas de
micromicetos de origen comin que se adaptan a metabolizar distinto tipo de
sustrato debido a su variado potencial enzimatico. Los géneros con mayor naimero
de cepas aisladas fueron Aspergillus y Penicillum; La cepa de mayor rendimiento
fue de la especie Aspergillus flavus, pero también se observo capacidad
biodegradadora de polietileno en cepas de Penicillum, Cladosporium vy

Helminthosporium.

Cuevas y Manaligod (1997) demostraron la misma actividad en cepas de
Penicillum, Aspergillus y Mycelia sterilia (Méndez, 1998) de acuerdo a Johnson et
al. (1993) los organismos que crecen en materiales plasticos pueden utilizar la
molécula plastificante (por ejemplo, el almidén o celulosa) o la molécula del

polimero.

Otros investigadores como Whitekettle (1991) sostuvo que los colonizadores
activos de los polimeros son capaces de adherirse a sus sustratos debido a su
capacidad para producir polimeros exocelulares compuestos primariamente de
Polisacaridos no io6nicos y anidnicos, considerando que tal adhesion a la superficie
de los sustratos es un paso decisivo en la corrosion microbiana; en su estudio, las
condiciones favorables de temperatura y pH pudieron haber facilitado la

produccion de mucilago extracelular por los micromicetos probados.

El porcentaje de peso perdido obtenido mediante el empleo de las levaduras y los
hongos aislados fue de 4,8% (pH 5,5), las pruebas realizadas utilizaron una tinica
fuente de carbono durante todo el periodo de incubacién, principal caracteristica
de toda prueba de biodegradacion. El desarrollo de biopeliculas o micelas en la
superficie del polietileno indicaria la accion degradativa de microorganismos

(Uribe et al., 2010).
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1.6.4 Identificacion de hongos filamentosos

Aspergillus niger. Estos hongos son de color negro, marrones, amarillas, blancas y
de otro color, forman hifas tabicadas ramificadas que producen cabezas conidiales
compuesta por un conidiéforo y una vesicula terminal la cual porta una o dos capas
de fialides o esterigmas (Murray, 2013). Oxidan la glucosa con ayuda de la glucosa
oxidasa directamente en acido gluconico el cual es segregado en la via de la
pentosafosfato y el peroxido de hidrogeno, toxico para los organismos que forma

la reaccion queda destruido enziméaticamente.

1.6.5 Medios de cultivos para la biodegradacion del polietileno

Las estrategias para utilizar los medios de cultivo se pueden agrupar en sélidos y
liquidos. Zahra et al. (2010) empleo un medio constituido por desperdicios
organicos con material vegetal, materiales con alto contenido de carbono y una
parte de compost y ldaminas de polietileno de baja densidad. En cultivos a base de
compost los porcentajes de mineralizacion de laminas con aditivos estuvieron en
rangos muy similares, pero con diferencia en el tiempo 23.3% en 90 dias de
incubacion Ojeda, et al., (2009) 23% en 8 meses en cambio, Husarova et al. (2010)

y 22% en 300 dias del ensayo.

En los cultivos solidos también se han empleado suelo para simular las condiciones
naturales a las que puede ser sometido el plastico en especial la participacion de
microrganismos que podrian estar presentes su biodegradaciéon. Los indices de
mineralizacion son menores y maéas lentos comparados con los obtenidos en
cultivos que contienen compost (Husarova et al., 2010) como encontr6 Fontanella
et al. (2010) analizando tres lAminas de polietietileno de alta, baja y lineal densidad
con aditivos cultivados en suelo que perdieron menos de 5%,9% y 12 %
respectivamente y en compost 6%,16% y 24 % respectivamente. La mayoria de las

bacterias existen en los 30 cm superiores del suelo (Posada, 2006).

La catalisis es un proceso por el cual se aumenta la velocidad de una reaccion
quimica, debido a la participacion de enzimas producidas por microorganismos
Albertsson et al. (1995) fueron los primeros y hasta el momento los dnicos en
descubrir que la degradacion o asimilacion de los productos intermediarios de la
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degradacion abiotica del polietileno se realiza por medio de la [-oxidacion,
removiendo dos fragmentos de carbono mediada por enzimas peroxidasas e

hidrolasas (Albertsson et al., 1995).

1.6.6 Polucion por plasticos y efectos en la salud y animales

La gestion de los residuos so6lidos urbanos capitaliza en la ciudad una importante
porcidon de su presupuesto y de su personal. Esta inversion estd asociada a un
servicio de recoleccion que generalmente es deficiente y una disposicion final en
“basurales”. Con el aumento de las concentraciones humanas, se fueron
acumulando grandes volimenes, tanto de residuos organicos, como de
inorgénicos, cuya dificil descomposicion dificulta su reintroduccion en los ciclos
naturales lo que resulta en una fuerte incidencia en la estabilidad de los

ecosistemas (Maldonado, 2012).

Los microplasticos (trozos de fibras de plastico invisible al ojo humano), segiin una
reciente investigacion de la organizacion periodistica Orb, se encuentran en el 83%
de las muestras de agua potable de casi un centenar de territorios, entre los que
estaban EE.UU. (94%), Europa (75%), Uganda (85%) y Quito (75%). Es decir, con
el agua que tomamos todos los dias, estamos ingiriendo también nanoplésticos y
microplasticos. Otro estudio de Orb - que en marzo de este afio ha motivado una
investigacion de la Organizacion Mundial de la Salud— encontr6 que el agua
embotellada que se vende comercialmente contiene también estos residuos

microscopicos.

Asimismo, diversos trabajos han demostrado que los micropléasticos son
consumidos por el plancton marino otros animales de consumo humano, los
nanoplasticos y microplasticos estan ya dentro de nuestros cuerpos, sin que se sepa
se asocia a una mayor incidencia de diabetes, enfermedades cardiovasculares y

alteraciones en las enzimas hepaticas.

Los efectos mas preocupantes han sido los relacionados con la actividad hormonal
del BPA y los efectos en el desarrollo fisico, neurologico, conductual y

endocrinologico (Bisfenol, 2011) los estudios realizados en animales los cuales se
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han estudiado en ratas y ratones. E1 BPA aumenta la liberacion de prolactina y

estimula el crecimiento del atero, vagina y mama (Erler et al., 2010).

En hembras se evidenciaron cambios estructurales en la glandula mamaria en
exposiciones a BPA durante la gestacion y la lactancia. Aumenta la mortalidad al
nacer y disminuye la viabilidad de células neuronales mesencefalicas; en otras
especies la exposicion a BPA produjo efectos adversos en la reproduccion en la vida
salvaje en anélidos, moluscos, crustaceos, insectos, peces y anfibios, asi como
alteraciones en el desarrollo embrionario y aberraciones genéticas de crustaceos y

anfibios (Huang y Wong., 2011).

Un nuevo estudio de NHANES del 2005-2006 observo una asociacién entre
niveles elevados de BPA en orina y obesidad abdominal y obesidad en general en
la poblacién adulta de EE.UU. (n = 2747). (Carwile et al., 2011) estos datos sugieren
la necesidad de nuevas evaluaciones de los posibles efectos del BPA en los
adipocitos, en la regulacién de glucosa, insulina, lipidos, diabetes y sindrome

metabodlico (FAO y Carwile et al., 2011).

En estudios que muestran prevalencia en la exposicion humana, se han examinado
las concentraciones urinarias de BPA. En estudios realizados junto al Instituto
Nacional de Salud en EE.UU. se evidenci6 una amplia gama de efectos
estructurales y cambios neuroquimicos como hiperactividad, déficit de
aprendizaje, agresividad, dependencia a drogas de abuso, anomalias en la
produccion de esperma, anomalias en los ovocitos femeninos, interrupcién de la
produccion hormonal normal, infertilidad, trastornos inmunes y trastornos en la

maduracion sexual (FAO y Erler et al., 2011).
1.7 Marco referencial

— pH: La acidez o alcalinidad de un medio se expresa por su pH. Los habitats en
que crecen los microorganismos varian ampliamente desde valores de pH entre
1y 2, en el extremo acido, hasta pH entre 9 y 10. La mayor parte de los hongos
prefiere estar en medios ligeramente acidos, con valores de pH de 4 a 8 (Tortora

et al., 2017).
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— Temperatura: Cada microorganismo tiene una temperatura 6ptima en la cual
su crecimiento es mas rapido; una temperatura minima por debajo de la cual
no crece y una temperatura maxima por encima de la cual el crecimiento no es
posible, estas tres temperaturas se denominan temperaturas cardinales y son

caracteristicas de cada microorganismo.

En condiciones por debajo de la temperatura 6ptima un aumento en la
temperatura eleva la velocidad de crecimiento, porque la velocidad de una reaccion
catalizada por enzimas, como la de cualquier reacciéon quimica casi se duplica por
cada aumento de temperatura de 10°C. Como la velocidad de cada reacciéon
aumenta, el metabolismo en general es mas activo a temperaturas altas y el
microorganismo crece mas rapidamente. A partir del punto (temperatura 6ptima),
un mayor aumento disminuye la velocidad de crecimiento, y temperaturas mas
altas llegaran a ser letales. Las altas temperaturas ocasionan dafos a los
microorganismos y a desnaturalizar las enzimas, las proteinas transportadoras, y
otras proteinas. El calor también deteriora las membranas microbianas; la doble

capa lipidica puede fundirse y desintegrarse (Prescott et al., 2008).

— Degradacion: La degradacion corresponde a un proceso de tipo quimico que
es la degradacion por la pérdida de atomos de carbonos. Existen tipos de
degradacion, termodegradacion, fotodegradacion, degradacion quimica y la
biodegradacion (Ecoembes, 2017).

— Biodegradacion: La biodegradacion es la transformacion catalizada
biolégicamente de un compuesto a formas mas simples de polimeros,
normalmente se refiere al ataque de los microorganismos sobre materiales
plasticos; la biodegradacion es un proceso biolégico natural llevado a cabo por
procesos bioquimicos y que puede ser clasificado en funcion al producto final
(Volque, 1997).

— Bolsa de plastico: Material u objeto cotidiano, utilizado para transportar

pequenas cantidades de mercancia, de distribucion gratuita (Quispe, 2017).
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— Hongo filamentoso: O mohos, son microorganismos eucariotas y se
reproducen por esporas, de crecimiento rapido, sus reservorios son el suelo,
plantas animales y vegetales muertos (Arenas, 2014).

— Polietileno. PE: Es un polimero de cadena ramificada, por lo que su densidad
es mas baja, se caracteriza por una buena resistencia quimica.

— Polietileno de baja densidad: Es un termoplastico comercial,
semicristalino (un 50% tipicamente), transparente y mas bien flexible, liviano,
impermeable, inerte con poca estabilidad dimensional, pero de facil

procesamiento y de bajo costo (Manfron y Telm, 2008).
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 Identificacion del problema

El auge en la utilizacion del polietileno en diversidad de empaques y productos
constituye un problema ambiental y su reciclaje en porcentaje minimo. El
polietileno (PE) al igual que todos los demas plasticos posee una vida de alrededor
de 1000 anos y debido a que su velocidad de degradacién es mucho menor que su
produccién, es una amenaza para la diversidad biolégica global que esta

gravemente afectada en los rios, mares suelos y contaminando la poblacion.

A nivel mundial uno de los paises que mas genera residuos solidos es Estados
Unidos, de una totalidad de 2 515 millones de toneladas al afio provenientes de
actividades econ6micas y hogares con una representacion del 9% (213 millones de
toneladas) en plasticos, actualmente existe una gestion inadecuada de estos
residuos incinerandolos, con un alto costo de inversion y deterioro directamente al

medio ambiente (Eurostat, 2012).

América latina produjo en el 2014 el 5% de la produccién total (Plastics Europe,
2014) siendo el polietileno el de mayor demanda con un 37 % y el 9% corresponde
al LDPE (Maldonado, 2012) gran parte serd desechado y terminara en los
ecosistemas naturales, considerando que cuenta con el mayor namero de paises

mas ricos en biodiversidad.

Los estudios cientificos demuestran que aditivos comunes del plastico son muy
peligrosos para la salud ,entre ellos destacan los bisfenoles, los ftalatos, el cloruro
de vinilo ,el estireno, algunos son disruptores endocrinos, lo cual significa que
imitan el comportamiento de las hormonas inclusive existen pequeiiisimas
concentraciones (partespor billéon) que pueden producir mutaciones graves a nivel
celular en ambos sexos donde los ninos y los fetos son susceptibles, observandose
las enfermedades como el cancer de mama, ovarios, vagina cérvix, cancer del

cerebro y sistema nervioso ,leucemias, cancer de pulmoén y del sistema respiratorio,
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cancer de prostata y testiculos, obesidad, diabetes es decir casi todas las dolencias;
y segin la OMS y la UNEP han declarado conjuntamente que la disrupcion

endocrina(uno de los efectos del plastico ) como una crisis global.

En el Pert los residuos se dividen como restos organicos de cocina y de alimentos,
un 47,0% del total de residuos generados, seguido de los plasticos con un 9,5%,
entre ellos los plasticos no reciclables como el Polietileno (PS). (MINAM, 2013) la
tasa de degradacion del polietileno es muy lenta en los rellenos debido a que es un

ambiente anaerobio, siendo en alrededor de 500 anos (Alka 2015 y Lapidos, 2005).

En la actualidad, los pobladores de la ciudad lacustre produce entre 90 y 104
toneladas de residuos soélidos y en fechas festivas aumenta en treinta toneladas
mas, lo cual representa una amenaza para los ecosistemas de los punefos; frente a
este problema el municipio ha creado puntos criticos de acumulacién de residuos
solidos de la ciudad como son el mercado central ,avenidas Titicaca , Simoén
Bolivar, jirones 1 de Mayo y Carabaya, esta Gltima es la que acapara mas, y se
recolecta aproximadamente 10 toneladas de residuos so6lidos por dia mas y se
utiliza maquinaria pesada para su recojo debido a que los fines de semana se realiza

la feria sabatina (rev 37GRP) lo que termina en el botadero de Cancharani.

El problema de los residuos plasticos (RSP) en la ciudad de Puno tiene un efecto
negativo directo sobre el desarrollo de la ciudad ,la falta de una gestion del manejo
inadecuado que con llevaria a la proliferacion de enfermedades ya mencionados,
riesgo de salud ambiental y deterioro del paisaje de la ciudad, representando una
amenaza para los ecosistemas punefios, mas aun sabiendo que no existe una planta
de tratamiento para residuos so6lidos y menos para residuos plésticos ,existiendo
unicamente el botadero a cielo abierto de Cancharani siendo uno de los problemas
ambientales més peligrosos y contaminantes del suelo aire y agua de la ciudad de
Puno ,el cual posee una biodiversidad en la flora y fauna por lo que es crucial
proponer alternativas de solucién para su degradacién y descontaminacion en
beneficio de la salud humana y de todo ser viviente, asi mismo , no se sabe que
micromicetos se encuentra en el botadero de Cancharani que tenga accién

degradativa frente al polietileno ni los factores condicionantes para una mayor
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capacidad biodegradadora; razon por la cual se realizé el presente trabajo de

investigacion con las siguientes interrogantes:
2.2 Enunciado del problema

— ¢Qué tipo de hongos filamentosos tienen capacidad biodegradativa frente al
polietileno?
— ¢En qué condiciones de pH y temperatura los hongos filamentosos logran

la mayor actividad biodegradativa frente al polietileno?
2.3 Justificacion

A partir de los resultados , proponer indicadores que relacionan la propagacion de
enfermedades de salud publica producida por RPP contaminantes causadas por el
uso de bolsas plastico , ya que al momento existe evidencia cientifica de las
afecciones de la salud en relacion directa con los residuos plasticos y es importante
conocer los efectos benéficos que pueden ejercer los microorganismos sobre el
polietileno al emplearlo como fuente de carbono para disminuir el impacto
negativo que produce este xenobio6tico; plantear alternativas para el tratamiento
de este polimero con microrganismos identificados capaces de degradarlo, asi
mismo proporcionara conocimientos bésicos para aislar , caracterizar e identificar
hongos filamentosos nativos , comprension de la accion de los microorganismos
sobre el plastico de baja densidad y conservacion de las mismas, servira como base
de investigacion para los microbiologos y cientificos que necesitan participar en
estudio de polimeros y continuar con estudios de identificacién de hongos de otras

zonas del Perd, que tienen el problema de los RSP.
2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

Determinar la capacidad biodegradativa del polietileno por hongos filamentosos.

2.4.2 Objetivos especificos
— Identificar hongos filamentosos con capacidad biodegradativa frente al

polietileno.
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— Determinar las condiciones de pH y temperatura donde los hongos
filamentosos con capacidad biodegradativa logran mayor actividad

degradativa frente al polietileno.
2.5 Hipotesis

2.5.1 Hipotesis general
Todos los hongos filamentosos aislados, tienen capacidad biodegradativa frente al

polietileno.

2.5.2 Hipotesis especifica
Hi: Aspergillus niger y Aspergillus flavus tienen capacidad biodegradativa frente

al Polietileno.

Hz1: Los hongos filamentosos biodegradadores tienen mayor actividad degradativa

frente al polietileno a 30°C y a un pH de 4.5
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CAPITULO III
MATERIAL Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

3.1.1 Toma de muestras

Botadero de Cancharani, ubicado en el Departamento, Provincia y distrito de Puno,
Comunidad de Cancharani; colinda con la zona denominada Utupallani, a unos 9.5
Km del centro de la ciudad, sobre la via asfaltada Puno Laraqueri a una altitud de
3,995 msnm, se ubica sobre un terreno accidentado con zonas bajas y rodeado de

cerros y quebradas.

Procesamiento de muestras: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano, Laboratorio de

Micologia del INS. Lima.

3.2 Poblacion

Bolsas de plastico tipo chequera.

3.3 Muestra

Veinte bolsas de plastico (PEBD) 0.910-0.940 g/cm3

3.4 Método de investigacion

La investigacion es de tipo experimental.

3.5 Metodologia
3.5.1 Identificacion de hongos filamentosos con capacidad de Biodegradacion del
polietileno
La metodologia utilizada para la identificacion de hongos filamentosos con
capacidad de biodegradacion del polietileno se realiz6 en cuatro fases: F. de campo,

F. pre analitica, Analitica y F. post analitica.

Materiales y equipos. Microscopio Optico compuesto y de epifluorescencia,

autoclave, Incubadora de 22 y 30°C, refrigerador, destiladora de agua.
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Reactivos. - Azul algodén de lactofenol, KOH al 10%. Medios de cultivo: agar de
sales minerales (ASM) (Fontanela et al.,, 2003) compuesto de (g.l-
1)MgS04(7H20),0.5g; KH2P04,0.5gr;Na2HPO4(12H20),2.52g;NH4Cl,1gr;CaCL
2,0.002gr;MnS0O4(7H20),0.007gr;FeSO4(7H20),0.001gryZnS04)4(7H20),0.00
7 agar 20gr.+ 3% de extracto de levadura, agar Sabouraud glucosado. Caldo
concentradodeCzapek;MgS04(7H20),0.5g; KH2P04,0.5gr;Na2HPO4(12H20),2.
52g;NH4Cl,1gr; CaCL2, 0.002gr; MnSO4(7H20),0.007gr; FeSO4(7H20),0.001gr
y ZnS04)4(7H20),0.007g - (Koneman, 2005).

a. Fase de campo

La fase de campo se realiz6 en el botadero de Cancharani de la ciudad de Puno en
los meses febrero a marzo 2018, se seleccion6 20 muestras de residuos solidos
plasticos que contenian residuos contaminantes que fueron tomados de 20 a 50
cm de profundidad en diferentes puntos seleccionados por conveniencia, luego se
colocaron en bolsas plastico de primer uso y se trasladé a laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas para su procesamiento
(Méndez, 1998).

Figura 6

Botadero de Cancharani-Puno
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b. Fase pre analitica
b.1. Preparacion de muestras y medios de cultivo

La preparacion del material fungible se realizo en el laboratorio de acuerdo a las
normas microbiologicas, estandarizacién de equipos (incubadora y autoclave),
luego se prepard los, medios de cultivo como son agar Czapeck dox (ASM) a pH 5
con adicion de extracto de levadura al 3%, agar papa dextrosa (APD) y agar

Sabouraud glucosado.

Seguidamente, se sac6 las muestras en recipientes estériles, se lavaron con
solucion salina al 0.85% quitando todos los residuos posibles hasta que quede sin
adherencias, se enjuago con agua destilada estéril, luego se fraccionaron y
finalmente se colocaron en una soluciéon de cloranfenicol a una concentracion de
0.5 mg/ml durante 60 minutos y fueron enjuagadas con agua destilada estéril

durante 20 minutos (Mendez y Vergaray, 2013).
c. Fase analitica

Se fraccionaron las muestras en cuadrados de 1cm x1cm previamente secadas y se
sembraron en placas con agar ASM Dox +extracto de malta al 3% y ASabG; se

incubo a 22°C por 20 dias (Mendez y Vergaray, 2014).

Se tomo6 una muestra del consorcio de hongos de las placas Petri y se realizaron
diluciones seriadas; se sembraron en agar papa dextrosa (PDA) a pHs, y se
incubaron a 37°C por 48 horas, para obtener cultivos puros (Koneman y Bonifaz,

2014).

Después de la incubacién correspondiente se realizo la lectura macroscopica que
permitio caracterizar y tipificar el género y supuesta especie, de colonias de hongos

filamentosos, segin tablas de caracterizacion.

Al mismo tiempo se realiz6 la técnica del micro cultivo en porta objetos colocando
el hongo axénico en la orilla del circulo del AsabG y luego se coloco las laminillas
(Koneman, 2005) la placa contenedora contenia papel filtro estéril y se incubo a

temperatura de 22 °C ,durante 24 horas, seguidamente se realiz6 la confirmacion
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e identificacion de la lectura de los 6rganos de fructificacion en microscopio 6ptico
compuesto y epifluorescencia con filtro azul ,emisién de 490 nm, con apoyo de las

claves taxonémicas (Guevara, Kbneman y Zurita, 2017).

Las cepas de hongos filamentosos se mantuvieron viables para su posterior

utilizacion (Rico et al., 2004 y Zurita et al., 2017).
d. Fase post analitica

Esta fase corresponde a las lecturas finales y de confirmacion, se utilizo las tablas
de comparacién para describir las caracteristicas macro morfologicas a partir del

agar Sabouraud y ASM.
Tabla 1

Caracterizacién macro morfolégica y micro morfologica de hongos filamentosos

Hongos Macromorfologia Micromorfologia
Anverso: tamaio ilimitado, Micelio macrosifonado (2-4 pm),
tiende a cubrir todo el septado y hialino. Reproducciéon
medio; anamorfica: a base de

microconidios redondos de 2-3.5
color: verde paico, amarillento, um, equinulado estructuras,
con un halo micelial blanco; cabeza aspergilar, dos series de

esterigmas (biseriado).
forma y aspecto: plana,
polvosa y aterciopelada.

Reverso: no presenta pigmentos

A.flavus
Anverso: ilimitado, tiende a Tipo de micelio: el micelio
cubrir todo el medio; nutritivo es macrosifonado (2-4
um), septado y hialino; el
color: al inicio (1 a 2 dias) reproductivo pocas veces
forma wuna colonia blanca septado y hialino.
amarillenta y luego se
convierte a negra; Microconidios redondos de 2-
5 um. estructuras
forma y aspecto: polvoso; especie'llizadas: la cabeza
) reverso: no presenta aspergilar.
A, niger pigmentos.
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Anverso: tamano ilimitado, Macrosifonado (2-4 um),
tiende a ocupar todo el tabicado y hialino.
medio; Reproduccion por
microconidios redondos de 2-
color: verde, con un halo micelial 5 pm;
blanco y en ocasiones rosa,
cabeza aspergilar mide de 30-

forma y aspecto: plana, 50 um; esta compuesta por
polvosa, aterciopelada y vesicula semirredonda.
A.fumigatus seca.
Reverso: no presenta pigmentos.
Mucor sp. Anverso. Tamano ilimitado, Tipo de micelio: Lanoso.
tiende a ocupar toda la placayse  Reproduccion: por
le conoce como levanta tapas, anamorfica. Produccién de
aspecto lanoso de color mate esporangiosporas.
brillante, no presenta pigmentos,  Estructura especializada por
excepto cuando el cultivo cabeza de esporangio.
envejece.
Anverso: Color blanquecino Tipo de micelio: macrosifonado
crecimiento ilimitado. de 1-2 um, septado y hialino;

Color: en un inicio (1 a 3 dias)es = Micelio: las hifas se
blanca, para tornarse en organizan en coremium.
tonalidades naranja, café o

violeta- lila. Vellosa- seca.

Reverso: presenta color naranja o

violeta, difusible

al medio.

Fusarium sp.

Nota. Tomado de Guevara et al., 2007, Zurita et al., (2017).
Tabla 2

Claves taxonomicas para la identificacion de aspergillus spp. Desarrollados en
ASbG

Especie Color de Disposicion Textura
esterigmas
colonia
(superficie)
A. fumigatus Verde-azul 1 Aterciopelada,
A. flavus oscuroVerde 1-2 afelpadaRugoso y
A. niger claro Negro 2 lanoso Granular
A. terreus Marron claro 2 Vellosa, aterciopelada

Nota. Tomado de Zurita et al. (2017).
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Tabla 3

Tabla utilizada para calificar la actividad degradadora de los micromicetos

degradadores de polietileno

Calificacion Crecimiento

Muy Buena ++++ abundante en todo el plastico.
Buena +++ Moderado en todo el plastico.
Regular ++  Moderado en la parte inferior y

mediadel plastico.
Pobre

Sin actividad

+ En la parte inferior del plastico.

- No hay crecimiento

Nota. Tomado de Zurita et al. (2017).

3.5.2 Determinacion de las condiciones de pH y temperatura donde los

hongos filamentosos logran mayor actividad frente al polietileno

La determinacion de las condiciones de pH y T° donde los hongos filamentosos

logran mayor actividad degradativa frente al polietileno se realiz6 con cepas

axenicas de Aspergillus flavus y Aspergillus niger, mediante la prueba cualitativa y

cuantitativa de la degradaciéon del polietileno, después de los 60 dias de

incubacion.
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Figura 7

Cepas axénicas de Aspergillus flavus y Aspergillus niger

Prueba cualitativa del LPDE

Esta evaluacion se realizo mediante la observacion al estereoscopio y descripcion
de los cambios que present6 con pérdida de color, brillo, presencia de porosidad,
fisuras o grietas en las superficies crecimiento sobre y debajo de la superficie,

presencia de biopeliculas.

Prueba cuantitativa de la degradaciéon del LPDE Para realizar esta prueba, se ha

realizado en las siguientes fases:
a. Fase pre- analitica

1. Se procedié nuevamente a fraccionar el material plastico en cuadrados de 2 X 2

y se pesaron en balanza analitica (Kavelman, 1978).

2. De los hongos filamentosos mantenidos viables , se seleccion6 a Aspergillus
niger y A. flavus y se preparé el inoculo mediante un barrido de la superficie del
cultivo puro de cada cepa del APDS y se suspendio las fracciones del hongo en agua
destilada estéril hasta obtener una turbidez de 0.5 de la escala de Mac farland, se
colocod un mililitro de la suspensiéon en un frasco conteniendo 100 ml de caldo
Czapeck concentrado sin carbohidrato ni agar ; se ajusto el Ph a 4.5 .0 y otro a Ph

8.0 y como control se utiliz6 el CCSM sin polietileno con cepas fiingicas.
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b. Fase analitica

1. Se colocaron el material plastico a cada frasco que contenia CCSM y la

suspension faingica.

2. Luego se llevd a incubacién in vitro a 20°C y 30°C durante 60 dias,
periddicamente se fueron agitando y observando el ataque fingico (que significa
actividad degradadora) (Méndez,1998) segun el cuadro siguiente:

Tabla 4

Peso inicial para proceso de biodegradacion

Incubacion por 60 dias.

Medio de cultivo Micromiceto
T° pH P/l P/F
4.5 0.024
20 8.0 0.026
A. niger
4.5 0.027
30
C.czapeck % 0.024
20 4.5 0.030
A flavus 8. 0.037
0

30 4.5 0.028

Fase post analitica. Después de los sesenta dias de incubacion se separ6 el
material plastico del CCSM, colocandolos en una luna de vidrio y se hizo las
observaciones cualitativas: formacion de biofilm, perdida de color, brillo
Jformacion de porosidades; luego se desinfectaron para eliminar la pelicula
generado en la superficie con fluconasol durante 60 minutos ,luego se lavaron con
agua destilada estéril , fueron secados con papel filtro y colocado a la estufa a 40°C

por 15 minutos para que se encuentre seca y el pesaje sea un valor real.

Metodologia estadistica. Se determin¢ la frecuencia de hongos mas frecuentes
como también el crecimiento en masa con el test de Shapiro Wilk demostrando
previamente que los datos provienen de una poblacion normal, con la prueba de

levene:
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Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "median").

Luego se aplico el estadistico no paramétrico, de Kruskal-Wallis, equivalente a
ANOVA de la estadistica paramétrica, para demostrar que no existe diferencia
entre los grupos. Y para demostrar la eficacia de A. flavus y A. niger frente al
polietileno a 20°C - 30°C y pH de 4.5-8.0; se realiz6 la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk normality test; W = 0.9098, p-value = 0.0544. Seguidamente se
determin si existe una diferencia significativa entre los grupos de hongos, segiin
temperatura y pH, se realiz6 la prueba de comparacién de medias de t-student y
demostrar si los dos grupos no presentan diferencia significativa (0.1058>0.05).
Se realiz6 un diseno factorial de 2x2, considerando el factor A: El hongo dividido

en dos niveles y el Factor B: el PH dividido en 2 niveles 4.5y 8.

El modelo aditivo del disefo factorial es como sigue:
yij =p+ti+ B+ () ij + Cij
Donde

yij: Representa la observacion correspondiente al nivel (i) del factor A y al nivel (j)
del factor B.

u: Efecto constante denominado media global.
ti: Efecto producido por el nivel i-ésimo del factor A.
Bj: Efecto producido por el nivel j-ésimo del factor B. (t 3)

ij: Efecto producido por la interaccion entre AxB
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Hongos filamentosos con capacidad biodegradativa frente al polietileno

Se aislaron cinco especies de hongos filamentosos: Aspergillus niger, A. flavus, A.

fumigatus Mucor sp. y fusarium sp.
Tabla 5

Frecuencia de hongos filamentosos aislados del botadero de Cancharani

Frecuencia Porcentaje Crecimiento
A. Niger 14 46.67% 2.1
A. flavus 5 16.67% 1.8
A. fumigatus 5 16.67% 1.8
Mucor, sp. 4 13.33% 2.3
Fusarium sp. 2 6.67% 1.0

En la tabla 5 se observa que la mayor presencia en el aislamiento de hongos
filamentosos es el Aspergillus niger con 46.67%, habiéndose aislado en 14 placas,
seguida de A. flavus y A. fumigatus con 16.67% aislados en cinco placas en forma
axénica y mixtas entre si, respectivamente y en menor frecuencia el hongo

fusarium sp. con un 6.67%.
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Figura 8

Hongos filamentosos segiin masa de crecimiento

Mucor spp. ’ 13.33%

Fusariu, spp I:]6.67%

A. fumigatos ’ ‘16.67%
A.flavus | 16.67%
A. Niger | 46.67%

La figura 8 demuestra que Aspergillus tiene la mayor masa de crecimiento,
representando un 23%, seguido de A. fumigatus y A, flavus del total y fusarium
solamente un 6.7%.

Los géneros desarrollados en el botadero de Cancharani son comunes a los aislados
en la zona porque son micromicetos contaminantes del medio ambiente de origen
natural y son favorecidos por el incremento del polvo y las esporas fingicas en el
aire y su disposicion en diferentes sustratos de humedad, oscuridad y temperatura
,que facilitaron su desarrollo, estos hongos como eucariotas poseen un potente,
versatil y adaptable maquina metabélica (enzima) capaz de digerir un gran nimero
de sustratos organico como inorganico propiciando el biodeterioro de los

diferentes soportes como los plasticos (Garcia y Sanchez, 2011).
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Figura 9

Frecuencia y promedio en masa de hongos filamentosos
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La figura 9, muestra que Aspergillus niger es dominante en crecimiento frente a
los deméas hongos aislados, seguido de A flavus y A.fumigatus y un crecimiento
minimo por parte de fusarium sp. Estos hongos filamentosos, han sido favorecidos
en su desarrollo y multiplicacion en ASM mas extracto de malta y para

Microcultivo en agar dextrosa de saboraoud quienes proporcionaron los nutrientes

para su desarrollo aislamiento e identificacion respectiva.
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Tabla 6

Actividad degradadora de hongos filamentosos frente al polietileno (ASM a 22°C,
pH: 5)

Hongo aislados Crecimiento Calificacion
1. Aspergillus flavus. + +++ abundante en todo el plastico Muy
2. Aspergillus niger +++ moderado en todo el plastico buena
3.Aspergillus ++moderado en la parte inferior y media Buena
Jumigatus del p

4. Fusarium spp Regular

+ + Moderado en la parte inferior y media
5.Mucor spp del p. Regular.

+ en la parte inferior del plastico Pobre

En la tabla 6 los resultados obtenidos reflejan una calificacion muy buena para el
hongo Aspergillus flavus que tuvo un crecimiento abundante sobre y debajo del
material plastico seguido de A. niger que tuvo una calificacion buena, el cual tuvo
crecimiento bueno por debajo y laterales del plastico y un crecimiento regular
Aspergillus fumigatus y Fusarium sp. y pobre mucor sp, lo mas resaltante es que si
hubo formacion de colonias fingicas pero en diferentes escalas de calificacion, y al
haber presencia de micelas fiingicas de hongos en el material plastico se demuestra
que si hubo ataque fingico muy bueno por parte de A, flavus, pese a que este hongo
desarrollo solamente en cinco placas , seguido de A. niger que este desarrollo en
catorce placas y con mayor masa fingica ,lo cual indica que si son biodegradadores
pero en diferentes escalas de calificacion; el desarrollo de estas cepas se debe a que
estos son colonizadores activos de los polimeros capaces de adherirse a un sustrato
debido a su capacidad para producir polimeros exocelulares compuestos
primariamente de polisacaridos no i6nicos y anidnicos, considerando que tal
adhesion a la superficie de los sustratos es un paso decisivo en la corrosion tal como

lo sustentan (Whitekettle, 1991).

Los resultados encontrados son parecidos a los que menciona Uribe et al. (2010)
que los géneros con mayor numero de aislamientos y mayor frecuencia son

Aspergillus, Penicillum, mucor y cladosporium, tambien lo corrobora (Méndez et
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al., 2013 y Vergaray, 2013) que los hongos que aislaron de un relleno sanitario el
zapallal, lima, fueron los géneros Aspergillus, Penicillum, Cladosporium,
Geotrichum, Mucor, y Nigrospora; también Johnson et al. (1993) menciona que
los organismos que crecen en materiales plasticos pueden utilizar la molécula
plastificante (por ejemplo el almidon o celulosa) o la molécula del polimero, en
nuestro caso solo se utiliz6 el polimero, en cambio Cuevas y Manaligod (1997)
demostraron la misma actividad en cepas de Penicillum, Aspergillus y Mycelia

sterilia.

El empleo de plasticos estd aumentando en la vida del hombre y la presion sobre
la capacidad para disponer de los plasticos de desecho; de manera que la
fabricacion de plasticos biodegradables y la biodegradacién de los plasticos de

desecho han incrementado su importancia (Ying y Ernest, 2005).

Existe una clara necesidad de entender y apreciar no solo las capacidades de
descomposicion de los hongos, sino también los entornos necesarios para
extraerlos; no todos los hongos distribuidos en la naturaleza en este caso el
botadero de Cancharani es necesarios para descomponer la materia inorganica en
la naturaleza, puede seleccionarse y aplicarse para obtener el mayor éxito. Un
estudio en 1978 probo esta teoria usando varios hongos en sucesion para degradar

poliépsilon caprolactona con resultados positivos (Kavelman, 1978).

Se concluye que los hongos filamentosos mas frecuentes en el botadero de
cancharani son A.flavus, A.niger, A.fumigatus, Mucor sp y fusarium sp.
demostrandose con mayor masa de crecimiento al Aspergillus niger seguido de
Aspergillus flavus, A.fumigatus mucor sp y fusarium sp. de acuerdo a los resultados
obtenidos en la escala de calificacién se demuestra que Aspergillus flavus es el
hongo que demuestra mayor ataque fingico que indica ser muy buen degradador
del polietileno a 20°C y un pH 4.5 seguido de aspergillus niger calificado como
buen degradador . Estadisticamente por la cantidad de datos al aplicar la prueba
de Shapiro wilk,y la prueba de levene se rechaza la hipotesis nula, ya que la

probabilidad (0.0001453) es menor al nivel de significancia (a=0.05).
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Levene's Test for Homogeneity of Variance (center =

"median")Df Fvalue Pr(>F)

group 3 2.9701 0.05197 . 24

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ¥’ 0.05 0.1 "1

Por lo tanto, se confirma que hay homogeneidad de varianzas; al realizar la prueba
de Kruskal — Wallis rank sum test

Kruskal-Wallis chi-squared = 1.4781, df = 3, p-value = 0.6873

Se observa que la probabilidad (0.6873) es mayor al nivel de significancia (0.05),
el cual confirma la Hipotesis nula, es decir, que no hay diferencia significativa entre
los grupos, concluyendo que todos los hongos filamentosos tienen capacidad
degradativa frente a polietileno confirmandose estadisticamente la hipotesis

planteada.

4.2 Condiciones de pH y temperatura donde los hongos filamentosos logran mayor

actividad degradativa frente al polietileno
Resultados cualitativos del (LPDE) Después de dos meses de incubacion, (60 dias)
se observd que el hongo Aspergillus flavus presenta una invasién masiva
,demostrando un ataque fingico por encima y debajo del material plastico muy
pronunciado al mismo tiempo formo una biopelicula gruesa con aspecto gelatinoso
demostrando asi la gran capacidad que tienen para adherirse al material plastico y
su accion deteriorante; en cambio Aspergillus niger tuvo un ataque fingico por
debajo y los laterales del material plastico y formo el biofilm mas delgado que A.
flavus pero si se observa el aspecto gelatinoso formado ,caracteristico de ataque
fangico, esta fase observada por los dos hongos resalto la importancia de esta
investigacion, asi mismo; observandolas al estereoscopio perdieron el poco brillo
que tenian e inclusive se observo falto de coloracién algunos habia formado un
poco de porosidad ,la evaluacion realizada en esta prueba confirma cambios
visibles en los plasticos, lo cual demuestra un proceso metabdlico de

biodegradacion.
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El parametro de cambios en la observaciéon puede ser utilizado como un primer
indicador de ataque fingico, para obtener resultados cualitativos (Ishigaki et al.,
2011). Asi mismo; la formacion de peliculas sobre el plastico es un indicador de
degradacion indica Uribe et al. (2010) en esta etapa utilizando solamente MCSM
+el PEBD se pudo observar el desarrollo de las micelas y una biopelicula formada
en la superficie por debajo y encima del PEBD, como se muestra en las fotos, sobre
ataque fangico (formacion de miscelas sobre, debajo y laterales de A. flavus y A.

niger).
Figura 10

Resultados cualitativos después de los 60 dias a T° de 20°Cy 30°Cy pH de 4.5y
8.0

Nota. A= Aspergillus Flavus; B= Biopelicula; C= Aspergillus niger; D= Biopelicula
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Prueba cuantitativa de LPDE se observdé que después de sesenta dias de
incubacion en la cual se ha utilizado el plastico como tnica fuente de carbono en el
CCSM, se realizdé primeramente la comparacion de pérdida de peso entre los

hongos como poblaciéon normal.

Tabla 7
Condiciones de pH y temperatura donde los hongos filamentosos

logran mayoractividad frente al polietilen

Incubacion por 60 dias (2x2)

Medio de cultivo Micromiceto T® pH P/l P/F
4.5 0.024 0.0152
20 8.0 0.026 0.023
4.5 0.027 0.0178
A. niger
30 8. 0.024 0.0213
0
4.5 0.030 0.0165
20
CCSM 8. 0.037 0.0282
4.5 0.028 0.0159
A flavus 30
8. 0.025 0.0221
0
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Figura 11

Poblacién normal entre los hongos A. Flavus y A. Niger

0012
|

.
N\

0.008
1

Perdida de peso

0.004
|

< N

|~

A Flavus A Miger

0.000
|

En la figura 11, se demuestra que los datos provienen de una poblacién normal
considerando como variable respuesta la degradacion del plastico segtn los hongos
(A. Niger y A. Flavus) a una temperatura (20 °Cy 30 °C) y pH (4.5y 8), se aplica la
prueba de shapiro -wilk test, resultando W= 0.9098, Pv =0.0544; (p-valor =
0.0544 >0.05.

Considerando la temperatura con la comparacion de medias en ambos hongos
filamentosos frente al plastico la comparacion de medias de t-student, considera
que los dos hongos no presentan diferencia significativa, por el resultado y se
confirma la hip6tesis nula dado que la p-v, es mayor que el nivel de significancia

(0.1058>0.05).
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Figura 12

Biodegradacion de hongos a temperaturas de 20°C y 30°C
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La prueba de t de student como prueba de comparacion en la biodegradaciéon a
20°C y 30°C nos indica que los dos hongos no presentan diferencia significativa
dado que el p-valor es mayor que el nivel de significancia (0.3127>0.05), por lo
tanto, la temperatura estadisticamente es indistinto, se puede utilizar

temperaturas fluctuantes entre 20 y 30°C.
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Figura 13

Biodegradacion de hongos a PH 4.5y 8 Considerando el pH
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Se demuestra que los datos provienen de una poblacion normal (por la prueba de
normalidad de Shapiro Wilk) al aplicar el disefio factorial de 2x2, considerando el
factor A: el hongo dividido en dos niveles y el Factor B: el PH dividido en 2 niveles
4.5y 8. Se afirma que los efectos producidos por los hongos A. niger y A. flavus son

significativos.
Tabla 8

Analisis de varianza

Df Sum Sq Mean Sq .. Fvalue Pr(>F)

FactorA_hongos 1 5.21E-05 5.21E-05 14.21 0.00153 **
FactorB_ph 1 2.62E-04 2.62E-04 71.56 1.69E-07 ***
FactorA_ Bacteria:FactorB_ph 1 3.19E-06 3.19E-06 0.87 0.36412
Residuals 17 6.23E-05 3.67E-06
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Sin embargo, la interaccién de los factores A y B no son significativos, por lo tanto,
podemos afirmar que existe diferencia significativa entre los hongos A Flavus y A
Niger, también que existe efecto el nivel de PH y los niveles 4.5 y 8 son diferentes
significativamente por lo tanto podemos observar que el hongo A. Flavus es mejor
degradador en comparacion con A. Niger, la degradacion es mas significativo en

un pH de 4.5 como se observa en la grafica.
Figura 14
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Los resultados obtenidos son parecidos a los reportados por Méndez et al., (2003)
quienes obtuvieron mayor degradacion a 20°Cy a un pH de 4.5 y Aspergillus flavus
demostré ser regular degradador de polietileno, y a 30°C Aspergillus flavus
demostré ser buen degradador. Coinciden con los reportados por Méndez et al.,
(20013), Limo6n (2001) quienes sustentan que hubo mayor rendimiento a 30°C, sin
embargo, Uribe et al. (2010) obtuvieron una mayor actividad degradadora a 20°C

yaun pH 5 parecidos con los resultados manifestados en la presente investigacién,
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La temperatura y el pH son parametros que pueden influir tanto en el crecimiento

como en la degradacién del polimero.

Uribe Giraldo indica que el porcentaje de peso perdido obtenido mediante el
empleo de las levaduras y los hongos aislados fue de 4.8% (pH 5,5), que, si bien es
menor, es un resultado significativo para las condiciones en las que se desarrollo
la prueba. Méndez et al., (2013) y Vergaray (2013) evidenciaron la capacidad de
degradar el plastico polietileno a la temperatura de 20 °C; a pH 4,5 ninguna cepa
degradé el polietileno; a pH 6,5, una cepa de la especie Aspergillus flavus demostro
ser regular degradador frente al material plastico. La cepa de A. flavus demostro
ser buena degradadora de polietileno en las condiciones ensayadas. De acuerdo a
lo mencionado por Johnson et al. (1993) los organismos que crecen en materiales
plasticos pueden utilizar la molécula plastificante (por ejemplo, el almidon o
celulosa) o la molécula del polimero, en nuestro caso so6lo se utilizo el polimero.
Cuevas y Manaligod (1997) demostraron la misma actividad en cepas de

penicillum, Aspergillus y Mycelia sterilia.

La evaluacién observada confirma los cambios visibles en los plasticos que es un
método semicuantitativo que asi mismo los efectos utilizados para describir la
degradacion incluyen corrosion de la superficie, la formacion de agujeros la
fragmentacion e inclusive la decoloracion y la formacion de biopeliculas en la
superficie; estos cambios nos demuestran un proceso metabolico de
biodegradacion, el parametro de cambios en la observacion puede ser utilizado
como un primer indicador de ataque fuingico, este método también puede ser
utilizado para obtener resultados cualitativos (Ishigaki et al., 2004) el empleo de
plasticos esta aumentando en la vida del hombre y estd aumentando la presion
sobre la capacidad para disponer de los plasticos de desecho; de manera que la
fabricacion de plésticos biodegradables y la biodegradacion de los plésticos de

desecho han incrementado su importancia (Ying y Ernest, 2005).
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4.3 Conclusiones

Los hongos filamentosos mas frecuentes en el botadero de Cancharani son
A.flavus, A.niger, A.fumigatus, Mucor sp y fusarium sp. demostrando mayor masa
de crecimiento Aspergillus niger (64.67%) seguido de Aspergillus flavus,
A.fumigatus (23%) mucor sp 16.67% y fusarium sp.con 6.7%, todos tienen

capacidad biodegradativa frente al polietileno en diferentes escalas de calificacion.

Segun las condiciones de pH, A. flavus es un buen degradador de polietileno a un
pH de 4.5 formando biopelicula gruesa con aspecto gelatinoso y tiene capacidad
para adherirse al polietileno a diferencia de A. niger que forma biofilm mas delgado
y segun la temperatura ambos hongos tienen capacidad biodegradativa a 20 y

30°C.

Es posible afirmar que la temperatura y el pH son parametros que influyen en el

crecimiento y la biodegradacion del polietileno

4.4 Recomendaciones

Es recomendable optimizar el tiempo de incubaciéon (méas de dos meses) y
determinar las enzimas que participan en la biodegradaciéon de muestras plasticas,
con otro tipo de material plastico y complementar el estudio de hongos basados en

la Biologia molecular.

Retratamientos fisicos y quimicos que favorezca la oxidacion y ruptura de cadenas
poliméricas del material plastico de baja densidad para facilitar el ataque fingico

en la biodegradacion.

Seguir investigando a los hongos filamentosos que forman biofilm y su capacidad

deteriorativa, en otras zonas del Pert.
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ANEXOS

Anexo 1. Flujograma para el aislamiento de hongos filamentosos con capacidad
debiodegradacion del polietileno
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Biodegradacion a 20 y30°Cy pH de 4.5 y 8.0: 1 ml de espora de hongos (4PD) 3 0.5 de
turbidez de Mac farland en 100 ml de CCSM.




Anexo 2. Tablas

Tabla 9: Caracteristicas macroscopicas de hongos filamentosos aislados en el

botadero deCancharani

Color Textura Epiflurescencia
/Especie
M1 Negro granular Aspergillus niger
M2 Verde azul oscuro, atercipelada Aspergillus
afelpada Jfumigatus
M3 Negro granular Aspergillus niger
M4 Negro Granular. Aspergillus. niger
Color te lanoso mucor sp.
M5 Negro granular Aspergillus. niger
M6 Negro granular spergillus niger
My Negro granular Aspergillus niger
M8 Verde olivo, claro Rugoso,lanoso Aspergillus flavus
amarillento.
Mo Negro granular Aspergillus niger
M1o Negro. Granular algodonoso Aspergillus niger
Blanquesino Jusarium sp
Mi1 -Negro Granular Aspergillus niger
-Verde oliva, amarillento. Rugoso,lanoso Aspergillus flavus
Mi2 Negro. Granular, Aspergillus niger
Verde azul oscuro atercipelada afelpada Aspergillus
fumigatus
Mi3 Negro granular Aspergillus. niger
Mi4 Verde azul oscuro. Atercipelada Aspergillus fumigatus.
Color te afelpadalanoso Mucor sp..
-Verde olivo, amarillento.
Mis “Rosado Rugoso,lanoso. Aspergillus flavus
algodonoso Jusarium
M16 -Verde azul oscuro. Atercipelada A. fumigatus
fel .
-Color te afelpada Mucor sp.
lanoso
M1y -Verde olivo,claro Rugoso,lanoso Aspergillus flavus.
amarillento
Mi18 -Negro. Granular. Aspergillus niger
-Blanquesino algodonoso fusarium sp.
Mi9g -Negro. Granular Aspergillus niger
-Color te Lanoso. Mucor sp.
M2o -Negro. Granular. Aspergillus niger
-Verde olivo,amarillento. Rugoso, lanoso Aspergillus flavus

Fuente: Gonzales y Romero (2018).
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Tabla 10: Resultados de crecimiento en masa de los micromicetos aislados

Color Textura Microcultivo Epiflurescenci
a/Especie
M1  Negro granular 2 A. niger (XXX)
M2  Verde azul oscuro, atercipelada afelpada 1 A. fumigatus(xxx)
M3  Negro granular 2 A.niger(x)
M4 Negro Granular. 2 A. niger(x),
Color te lanoso mucor spp(xxx)
Ms  Negro granular 2 A. niger(xxx)
M6  Negro granular 2 A. niger( xxx)
M7  Negro granular 2 A. niger(xxx)
M8  Verde olivo, claro Rugoso,lanoso 1y 2 A. flavus(xx)
amarillento.
Mg  Negro granular 2 A. niger( xxx)
Mio  Negro. Granular 2 A.niger(xx)
Blanquesino algodonoso Jusarium sp(x)
Mi11  -Negro Granular 2 A. niger(xx),
-Verde oliva, IR U80S0, 1y2 A. flavus(xx)
. anoso
amarillento
Mi2  Negro. Granular, 2 A. niger(x)
Verde azul oscuro atercipelada afelpada 1 A. fumigatus(xx)
Mi13  Negro granular 2 A. niger(x)
Mi4  Verde azul atercipelada A fumigatus(x
oscuro.Color te afelpadalanoso L x).Mucor spp.
(xx)
Mi15 -Verde olivo, Rugoso, 1y2 A. flavus (xx)
amarillento. lanoso. .
algodonoso Susarium(x).
-Rosado
M16  -Verde azul oscuro. Atercipelada A. fumigatus (x).
-Color te afelpada. 1 Mucor spp( xx),
lanoso
M1y  -Verde olivo, claro Rugoso, lanoso 1 A. flavus(xx).
amarillento
M18  -Negro. Granular. 2 A. niger (xxx),
-Blanquesino algodonoso fusarium spp(x)
M19 -Negro. Granular 2 A. niger((x),
-Color te Lanoso. Mucor spp(xx)
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M20 -Negro. Granular. 2 A.niger(xxx)
-Verde olivo, 1RugOSO, A flavus(xx)
anoso

amarillento.

Tabla 11: Crecimiento de cultivo axenico de hongos filamentosos

Micromicetos crecimiento Ne %

Aspergillus niger Escaso(x) 5 35.7
Regular 2 14.2
(xx) 7 50
Abundante(xxx)
Total 14

Aspergillus flavus Regular (xx) 5 100
Total 5

Aspergillus fumigatus Escaso(x) 1 25
Regular(xx) 2 50
Abundante(xx 1 2
X) 5
Total. 4

Mucor sp. Escaso(x) o) -
Regular(xx) 3
Abundante(xx 1 75
X) 25
Total. 4

Fusarium sp. Escaso(x) 3 100
Regular(xx) o) -
Abundante(xx -
X)
Total 3
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Tabla 12: Crecimiento mixto de hongos filamentosos

Micromicetos puros N° %
Aspergillus niger 7 35
Aspergillus flavus 1 5
Aspergillus fumigatus 2 10
Total. 10 50

Tabla 13: Crecimiento mixto de hongos filamentosos

Micromicetos puros N° %

- Aspergillus niger y mucor sp. 2 10
- Aspergillusniger y fusarium sp. 2 10

- Aspergillus niger y A. flavus 2 10
- Aspergillus niger y A. fumigatus 1 5

- Aspegillus fumigatus y mucor sp. 2 10

- Aspergillus flavus y fusarium sp 1 5
Total 10 50
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Anexo 3: Caracteristicas macro y microscopica de hongos filamentosos

MACROSCOPICA MICROSCOPIA
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Anexo 4. Actividad degradadora de hongos filamentosos frente al polietileno
en asm a22°C A PH: 4.5

1.- A. flavus. (Rdo Muy 72ueno++++) 2. -A. niger. Rdo:72uen (+++)

3.- Aspergillus fumigatus (Rdo Regular ++) 4.- Mucor sp. (Rdo Regular ++)

5.- Fusarium sp (Rdo: pobre +)
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Anexo 5. Comparacion de medias

— Comparacion de medias, (prueba de normalidad). pv= (0.005) Levene's

Test for Homogeneity of Variance (center = "median")Df F value Pr (>F)

group 3 2.9701 0.05197.
— Prueba de Kruskal — Wallis, (diferencia o no entre los grupos). Kruskal-
Wallis chi-squared = 1.4781, df = 3, p-value = 0.6873. Shapiro-Wilk

normality test (comparacion de medias) W = 0.9098, p-value = 0.0544.

Comparacion considerando temperatur

Prueba de comparacion de medias de t-student. Welch Two
Sample t-testt = 1.0371, df = 18.999, p-value = 0.3127.

Comparacion Considerando el PH

Prueba de comparaciéon de
medias de t-student.

(pH 4.5y 8.0).

Welch Two Sample t-test. t = 6.0253, df = 17.263, p-value = 1.278e-05.
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