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RESUMER,~

Los pldsticos son compuestos quimicos que perduran en el
medio embiente por que se {degraden muy lentamente © no se
degradan. Ios microorganismos, eén especial los hongos son
oapaces de degradarlos aungua en proporciones discnetas,
Fn este tradbajo se muestran evidencias cuantitatives acerea
de la degradacifn del acetato de polivinilo que se usd como
éﬁstr&to. Ia degradacifn we relaciona con la fisiologia de.
loa hongoa;involuoradoa durante el proceso. También se anm
liza la relacidn C/F, las condicfones de crecimiento limf
tado y la accién de la esterasa que es le enzima responsa-

ble de la fragmentacidn inicia) del polimero,

RESUME, =

Plestics are'synthetic compounds able to persist{ in the
the environment because of a slow degradation or not degra
datlon at all., Micrecorganiems, speoislly fungl do degrede
them even in smell proportions, In this thesis, quantita--
{ive evidences are shown on the degradation of polyvinyl
acetate used as substrate. The degradation. procesa: is re-
lated with the fﬁngal physiology during the whole process.
The ¢/N ratio is also analyzed and discussed, as wal as
the conditions of limited growth and f£inally the esterase
role in the inifial breakdown of the polymer,



_INTRODUGCIOR

El hombre como ente bioldSgico ha sufride una serie de cambios
morfolégicos, fisioldgicos y psicoldgicos que le han permitido
sobrevivir y perpetuarlo como especie, Tode esta dindmica lenta
y gradual constituye el proceso evolutivo desde pu aparicidn =
hasta nuestros dias, situacién que 1o ha permitido menifestar-
ge como0 el ser raclonal con mayor capacided psra optimizar y

explofar los xrecursos que le rodean,

Uno dé los logros mfs significativos del hombre modermo ha
sido el desarrollo de una tecnologfa guinica basada en la trans
formacién de los numerosos hidrocarburos derivados del petroleos
A través de esta tecnologfa ha mosirado wun talento especial para
disefiar e introducir nuevos compuestos en la naturaleza, 108 =
cuales al surgir en el medio ambiente han tenido cierta dificul
ted para incorporarse a la dindmica natural del Ciclo del Carbo
no, Es decir, por ser extrafios al medio, &ste no posee los meca
nismos necesarios para degradarlos'o eliminarios en forma efi--
ciente; ello se traduce en una acumulacifn gradual que va incre
mentdndose en funcifn del tiempo, hasta llegar & considerarse -

como una contaminacién,

“E) afén de confort y bienestar que el hombre ha manifestado
en las filtimas tres d&cadas se ha reflejado en el incremento de

la produccién de artfculos desechables y su correspondiente con.



‘Bumo..Eato a su vez ha propiciado una alarmanie proliferacidn
de depechos eflidos que contaminan el suelo y los cuerpos de
agua, Entre los contaminantes rids resistentes a la degradecign
Be encuentran los pldsticos. Ia causa prinocipal de su persig~-
tenoia estriba en su estructura molecular que ofrece escasa o
nula posibilidad de reaceidn, debido a que los radicales ==
reactivos estan bloqueados por las fuerzas intermoleculares
del polfmero 30, Adends de la estruotura, el complejo molecu
lar resulta ser aeltemente hidrofébico. Estas caracterdsticas
hecen que los plésticos se degraden en forma casi impercepti-
ble, de tal manera gque la velocldad con que se degraden estos
polimeros es infinitamente menor & 1l magnitud con que apare=
cen en el ambiente, generdndose as{ la contaminacién, Para --
evitarla, se ha recurrido a diversas alternativas, taleaieomo
la incineracién, la reduccién a part{culas de menor tamafio se

guidas de un reproceso o una combustidn 1

s el relleno sanita«~
rio, la reclamacién y circulacién en otro tipo de artfculos y
tuberfa de uso inespeci{fico, 2’3; Inclusive, algunas compa-—e—
fifas trancsnacionales consideran a los pldsticos como un exce-
lente material energético en el suministro de calor y electrl
cidaat ytodos estos procedimientos adn estan en desarrollo; -
¢8 posible que esten optimizados, 80lo que &l parecer, los --
costos de operacifn son bastante elevados por shora, poco -~
précticos (mano de obra, costo de combustibles, transporte,
tiempo, contaminacién por humos, polvos y partfculas indesea-
bles, etc.).



Es un‘'hecho quela contaminacidn por pldsticos es un problema
mundiel especislmente en squellos paises con mayor capacidad de
consumo; sin embargo, otros que no son fuente de contaminacifn
también se han visto afectados por la dispersién de estos mate~
riales 5. El hecho de que sean muy ligeros les permite flotar y
dejarse 1llevar haste sitlos muy lejanos con respecto a su lugar
de origen,’s'7 .

Es natural que la contaminacidn & "econtrol remoto" persista
en las aguas superficiales y cause estragos en la fauns marina,
De hecho, ya se han reporitado algunocs casos de dafio mecdnico

(oclusién y asfixia) en peces, 8'9'10;

Ante toda esta problemdtica tan compleja, el hombre en un afdn
de redimirse ha orientado su mejor esfuerzo para resolver esta
situacién y se ba abocado & ensayar diversas alternatives, A oon
tinuacién se mencionardn y comentardn lae gue a nuestre juiclo
se consideran les mds promisorias en virtud de su viabilidad eco
némica y que no implican elementos de contaminacién secundaria.

Dichas alternativas son:

a).~ Degradacién de pldsticos por via microbiana

b)e= Incorporacién de materimles biodegradables
durante la mapufactura de ifminas plésticas,

¢)s~ Degradacidn inducida por exposicién a la ra-

diacidn ultravioleta (rayos solares),.

En las dos primeras se considera a los microorganismos como



los dnicos capaces de degradar diversos materinles plésticos,
De hecho ye bhan surgido algunos reportes descriptivos de estas
oxperiencias, 1),12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25 y 26;
El tercer método es ya una realided gracias a los estudios rea
lizados por el Dr, Gerald Scott de la Universidad de Birmingham
en Aston, en 1972 27; El profesor Scott descubrif que la dosi-
ficacidn y el agregedo de los aditivos durante el momento espe-
offico de la manufactura son decisivos en 1la fotodegradacidn de
estos materiales 28; Adends de Inglaterra, Canada y Suecia han
experinentado esta posiﬁilidad con &xito, Sin emdbargo, al pare-

cer, son razones socioccondmicas las que hasta ahora han retor-

dedo el desarrollo y la aplicacién de esta metodologfa 29,

Aung ue ahora no podemos afirmar categoricamente que los mi=-
croorganismos sean una solucién a este problema; sin embargo,
pudiera ser que en el futuro, mediante t4cnicas bioquimicas y
genéticze se les indujera a metabolizar estos sustratos comn -

mayor rapidez. y eficiencia,

El objetivo de este trabajo es presentar evidenciae cuantits
tivas de la degradacidn'del acetato de polivinilo por microor-
genismos, en espscial por especies del género Aspergillus, Al
mismo tlempo, mosirar algunos resultados logrados con cepas =
capeces de degradar el acetato como ¥nica fuente de carbono,
asl como interpretar algunos combios que se verificen en el
transcurso de la degradacién, Ias conclusiones son generales
¥ para comprender los aspectos finos, serdn necesarios estudios
poeteriores, Esperamos que este modesto conocimiento promueva

el interds de otros a buscar estrateglas mds efectivas,



¥

Caracteristicas Generales de los Plésticos,

Pldaticos.~ Vocablo proveniente del latin plasticus o del
griego plastikés, que significa moldeable, se dice que los
pldsticos eiempre son polimercs sintéticos susceptibles al
_ moldeo por accidn del calor y la presién, Dichos polfmeros
de alto peso molecular ostan formados por mondmeros oconstituil
dos basicamente por carbono e hidrdgeno, Son sdlidos en Bu e8

tado terminado 33’34.

Por regla general se utilizen el calor y la presién combina
dos para moldearlos, en algunos baste solo con el calor o solo
con la presién o por vaciado., La industria moderna de los plds
ticos opera principalmente con materiales moldeables fabricadoa

partiendo de compuestos quimicos~31’ 3,

Composicidn,.~ la composicibén y estructura de los plésticos
consiste fundamentalmente en un agregado de moléculas orgdni
cas y un porcentaje menor de materias lubricantes-35. Para me
Jorar sus propiedades suelen contener cargas minerales o0 vege

tales, plastificantes, rellenos, estabilicadores, eic.

los plastificantes, ya sean 1fq_uidos ¢ sélidos son compuestos

q ue poseen baja tensidn de vapor, ee afiaden en proporcién de

10-40% en peso de la composicifn final con el fin de mejorar ls
calidad del moldeo, mumentar la plasticidad y flexibilided y la
resistencia a la flexlbilidad, Como ejemplo de estos coadyuvan-

tes, Be pueden citar a los fi{alatos, los fosfatos, etc.



&

Los rellenos, e usan para dar al producto pldstico las pro-
piedades mecdnicas y eléctricas deseadas, confieren resisten~
cia al calor, al agua y a otros agentes quimicos, Aproximada=
mente constituyen un 20-50% en peso de la composicidn firal,
Los rellencs mds usuales son: harina de madera, asbesto, mics,

hiarina de mé€rmol, eto.

Eblorantes y pigmentos, generalmente son colores orgdnicos

que también pueden servir como materiales de relleno.

Eotabilizedores, non los agentes quimicos encargados de con=-

ferir mayor resistencia a alguna fuerza degradante externa como
el calor, la luz UV, etc Los més comunes son £steres de £cidos

grasos de elevado peso moleculare

Los Compuestos de Vinilo.—- las resinas de 4steres de viniloe

se conocen desde hace mrs de cien aflos, poro su desarrolle co=
wercisl en 1los Estados Unidos es mucho mds reciente. Los nds
importantes para la indusiria son los acetatos y los cloruros
polivinflicos, los copoldmeros de cloruro y acetato de vinilo
¥y acetales polivinflicos, Klotte y Rollett 35 reportaron en
1917 1= formacifn de una resina a partir del acetato de vinilo
en presencia de 6xidos o perdxidos., En 1929 Ostromislenky 33
describid 1a preparacifn de cloruros polivinilicos de diversaa
solubilidades, En 1932, Lawson >° patentd un método para fa=

bricar el copolfmere clorurc-acetatos.



Acetato de vmuo-33'35 el acetato de vinilo cﬂzgcuooccx3
tienevun peso molecular de 86,09 ; es un lfquido iucoloro,
ndvil, inflamable, con olor penetrante caracterdstico pero no
desagradable, Sus vapores tionen efesctos 1r£1tantea sobre los
ojos, pro'bablement'e por su hidrflisis en fdecido acdtico y ace-
taldehido. Se usa principalmente en edhesivos y revesiimientos
para papel, textiles y cuero. En la preparacifn de polimefoa.
copolfmeros y resinas derivadas de sus polimeros, como 6l -
aloohol polivinflico y los acetales de polivinilo., También en

la sfntesis de medicamentos y como agente de acetilacién,

Propiedades; en la Tabla 1 se dan algunas propledades del

ecetato de polivinilo,

TABLA 1. Algunas propiedades fisicas de} acetato de vinilo

Propiedad

Valor

D
Viscosidad a 20* C,, centipoises
Presibn de vapor a 20° C., mm Hg

Temperatura crit,, °C.

Presion crit., atm,

Tami'(m superficial a 20° C., dinay/
em

Paracoro

Momento dipolar (Af x 10")

Calor especifico (vapor de 1 atm.,
p= 100

Punto de inflamacion (vaso abierio
Cleveland), °C.

Temperatura de autoignieién, *C.

Calor latente de vaporizacién, Kilo-
¢ak./mo)

Calor de formacién a partir de ace-
tileno y 4cido acéuico, Kiloealys
mol

Calor de combustién, Kilocal/mol

Calor, de polimerizacién, Kilocals
mol

7273 (14,17, 28)
—100.2 (9)

0.9342 (17),0.9354 (5)

0.9312 (11)

1.3956-1.3958 (5, 17, 28} .
0.432 (17}, 0.4213 (28)
90 (17),1081 Pun. = —
228.9 (14}

224 (39)

23,95 {11, 21)

205 (11)

1.75 (13)

Cy =~ 22.5(20° C.); 213 (100° C.y
—5 (17}, ~—1 (2) -
427 {2,23)

7.8 (17),821 (14)

i
&Eﬂi%;&ﬁﬁi+anm(ln

AH = —28.3 (17}
495 (17)

21.3 (8,13)

Tomada de Dickstein y Bouchard 35.



El acetato de vinilo es soluble en el egua en proporcién de
2.5 /100 g de agua a 20° 0 y de 2,1 g/100 g de agua a 50° C.

Reacciones, la reaccifn mds importente del acetato de vinilo
es ou f4eil polimerizacién en presencisa de un perdxido o de —
otros caislizadores, pero tiene poca tendencia a polimerizarse
en ausencis de catalizadores y de le luz, Esta reaceidn es la
fuente y el punto de partida para la sintesis en gran escala
del acetato de polivinilo, del alcohol polivin{liico y los ace-
tales polivinflicos., El acetato de vinilo se hidroliza con --
fgoidos o £lcalis diluidos, formdndose dcido acédtico (o la sal
correspondiente cuando se usa £lcali) y el acetaldehido, Ia
facilidad del acetato de vinilo para formar dcido acético y
la volatilidad del acetaldehido hacen del acetato de vinilo
un agente de acetilacidn conveniente para los alcoholes; por
ejemplo, se prepara facilmente acetato de n-butilo calentando
una mezela de acetato de vinilo (que contenga la sal ciprica
como inhibidor de la polimerizacibn) y el alcohol n-butflico
con indicios de deido sulfdrico y separando continuamente el
subproducto acetaldehido en la columna. E] acetato de vinile
se condensa con el acetaldehido y forma ecelales; con el fe-
nol forme o=vinilfenol y a alta temperaturs acetato de feni
lo, Por calentamiento con £cido acético en presencia de =--
dcido sulfdrico se forma diacetato de etilideno, que a tempe

rature nds alta se descompone y produce anhidrido acftico y
acetaldehidos



El acetato de vinilo se uss en la preparacidn de ésteres vini-
1icos de alto punto de ebullicién, mediante una resccién de in—

tercambio.

Hanufactura,35 en le fase 1fquida: este viejo proceso comercial
consiste en la reaccidn del acetileno con £cido acético a unos
80° C en presencia de una sal mercfrica del £cido sulfdrico.

0
u

CH= CH + CH3-COOH — CHy=CH~ 0 - C ~ CH;

El reactor estd adeptado con un condensador que se mantiene a
72-74° C y que permite el paso del acetato de vinilo en fase ga
seosa (la oual es bvarrida posteriofmente por una corriente de -
acetileno), haciendo regresar el £cido acético. Los vapores se
enfrian, el acetileno se recircula y el acetato de vinilo se pu

rifica por destilacidn,

En fase de vapor: dentro de un reactor se mezelan acetileno
{en exceso) y dcido acético gaseoso, la operacién se realiza a
190~220° C. El tubo de la reaccién contiene un cetalizador de
acetato o sillcato de zinec que promueven una conversidn del 50%
del dcido acético. Lo vapores resultantes se enfrisn, el ace-
tileno se recirculas y el liquideo se destila para obtener el —
acetato de vinilo y el dcido acético. Este también se recircula.
Existen otros procedimientos para producir el acetato de vinilo
donde se utilizan otras materias primss y otros catalizadores,
1a metodologfa y los detalles estan descritos en el trabajo de
Dickstein y Bouchard 33 |
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Polimérizacidn, la primer produccifn comercial del acetato

de polivinilo se realizd en Alemanis en 1920 21 + E1 acetato
depolivinilo se puede polimerizar en varias formas: a granel,
en solucién, en sﬁspensidn y en emuleién, En la ‘prdctica comer
cial se prefiere la polimerizacidn en emulsién debido a que se
usa directamente en productos solubles en agua, como los adhe=

8ives y las pinturas 31, 32.

Polimerizacidn en Emﬁlsidn

Como un ejemplo del tipo de proceso que se lleva & cabo en la
polimerizacién, se describe someramente la preparacién de emul-
sificantes. Generalmente se lleva & cabo en un reactor con agi-
tacifn,con chequeta para calentar y enfrier, Como ejemplo, se -

puede considerar la siguiente formulacidn 35:

Acetato de vinilo (libre de inhibidor) 100 partes

Agua 100
Hidroxietilcelulosa 2.5 coloids

Poli (etilén glicol) éter del

alcohol ldurico 2.5 tensoactivo
Dodecilbencensulfonato de Sodio- 0.1 tensoactivo
Bicarbonato de sodio 0.5 amortiguador
Persulfato de potasio 0.5 iniciador

Ia redccién se realize a 75-80° C durante 2 horag, Es altamen-
te oxotérmioa, de tal manera que es preferible trabajar con un

tamafio fino de partfcula, El asmortiguador sirve para disminuir
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1la hidrélisis del acetato de vinilo, El résultado €8 una emulaidn.

Estructura, el aleohol polivinilico adopté durante el proceso
una estructura de cola a cabeza, Esta configuracién se demusstra
cuando no hay reaccién ni consumo del €cide perybdiico o del te-
traacetato de plomo. Se oconsidera gque ambos reactives fragmen-
tarfan los 31 oles en posicién 1~2 i la disposicién no fuese
cols a cabeza, Esta situacidn abre la posibilidad de que existan
dos tipos de ramificacién en la configuracién del acetato de po=
livinilo, Ia alcohélisis del acetato de polivinilo sugiere la ~-
eliminacién de las aerborescencias de las cadenas transferidas ——
hacia el grupo acetato, de tel manera que no se eliminan las ar—

borescenciss que han reaccionado por sdicifn a la cadena.
' H

[
o= C\CH
3
? Estructura del Acetato de Polivinilo.
C
0= ey
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Por lo anterior, se deduce gque el aleohol polivin{lico tiene
un grado de polimerigacién mucho més bajo.que el scetato, del
cual se deriva, Al parecer, iaa arboresencias del acetato pro-
vienen de la transferencia del radical acetato, Ademfs, el acg
tato de polivinilo es amorfo, mientras que el alcohol polivin{
lico es cristalino, Es posible'que el radical hidroxilo sea lo
suficientemente pequefio como para incluirse en una estruoctura

cristalina que es muy pemejante & la del polietileno,

Impacto Ambiental -

Aunque en nuestro pafs no existen estudios acerca del impacto
ambiental del acetato de polivinilo, por las caracteristicas se
fialedas se puede inferir q ue se hidroliza fecilmente acidifi—
cando el medic, por lo tanto altera el pH del medio circundante.
Siendo una materia prima y producto a la vez, es un agente que
al descargerse en los efluentes de salida altera tembién la DBO
ya que es un compuesio de fdcil descomposicién en el estado 14-
guido. Durante la fabricacién de resinas y pinturas causa irri-
taciones en la piel y las vias respiratorias del personal ex—-
puesto al compuesto. EL dafo 0-la irritecién es proporcional al
tiempo de exposicidn y a la concentracidn del pldstico. Este,-
en condiciones de poca solubllidad adopta la forme sélida  —-
caracter{stica de estos polimeroe., Su adherencia es t2l que =~
inclusive, también se usa en la industria de pegamentos,

No se tienen datos acerca de los voldmenes utilizados en nues-

tro pais, ni la toxicologfa del mismo.
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MATERIAL Y METODOS

Alslamiento de microorganismos.  En esta etapa se aislaron

picroorganismos mediante la t&cnica del cultivo selectivo, es
decir, microorganismos que ftuvieran la capacided de crecer y
multiplicarse en un medio cuys ¥nica fuente de carbono fuese
el plésfico; en este caso, una suspensibn de acetato de poli~
vinilo. Este material fu§ proporcionado por un fabricante de
telaé ahuladas bajo el nombre clave de Di-60, donde la cifra
corresponde precisamente al porcentaje de pldstico en dicha

suspensibn-

Los medios de cultivo utilizados fueron:

Yedio 1
K, HPO, 1.0 g/1
KCL 0.5 g/1
(¥8,)2 so, 0.5 &/1
KgS0, 0.2 g/1

Kedio de Suzuki 36,

(FH,), S0, 1.0 g/1
K, HPO, 3.2 g/
1gS0, 0.2 g/1
NaCl 0.1 g/1

FeS0, 0.01 g/1



14

En axnbos casos se ajustd el pH & 4.5 y 7.0 con el f£in de
favorecer el crecimiento de hongos y bacterias respectivamen=
te, El pldstico, una euspens;dn de DM 60 se adicionf a los =
medios en proporcién de 1.0 g/1. El fabricante, aungue no -
proporcioné la fSrmule exacta, informé que la suspensién con
ten{a ftalato como plestificante y ademfs un fungicida mexrcu~-

rial en concentracién de 0,3 - 6,8 %,

Ios medios de culiivo utilizados para purificar y conservar
las cepes cisledas fueron: Agar Rutritivo y Sabouraud Glucosa
4 % Agar. En todos los casos, los medios se prepararon y es-
terilizaron de acuerdo con las indicaciones del fabricante,

Todos los reactivos utilizedos fueron de grado analitico,

Seleccidn de las Cepas,- En virtud de que se considera al

pldstico como un sustrato diffcil de degradar, se decidié -~
realizar los cultivos selectivos en liquido. Ios infculos se
tomeron de aguas negras y de sitios donde existfan pldsticos
sflidos acumulados, En el caso de las agues, se tomaron mues
tras de 1 ml y se diluyeron con 9ml de agua estéril, El ran-
go de dilucién finsl fué de 1;500 , Cusndo se traté de un
inéculo de suelo, se afiadid 1,0 g de suelo 8 matraces que =
contenfan 49 ml de medio estéril., En este caso la dilucién -
fué de 1 : 50 . Como explicamos anteriormente, se realiza-
ron aislamientos para hongos y para bacteriss en funcién de

la ecidegz~alcalinidad del medio, En todos los casos, los ma-
traces se mentuvieron en incubecién estacionaria, Los medios

disefiedos para el crecimiento bacteriano fueron incubados a
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- 33°C y los de oreocimiento filngico & 25° C, Ia incudacién
durd 28 diss, dureante los cuales se retiraron alfcuotas a
los 0, 7, 14, 21 y 28 dias respectivamente para examen mi-
croscédpico y pera estriado sobre el mismo medio solidifica
do con agar al 2%, Esta modalidad nos permitfa epreciar la
nmorfologfa microbiana y al mismo tiempo comprobar el desa-
rrollo en forma colonial,.lo cual se considerd sindnimo

.de viabilidad.

Preparacién del Infculo. Ias cepas que mosiraron capaci-

ded de sobrevivencia y viabilided fueron filngicas. Ninguna

de las cepas bacterianas permenecid viable a lo largo de la
incubvacidn, de tal manera que las cepas selecclonadeas se hi
cieron crecer en Sabouraud Glucose 4 % Agar & temperatura -
ambiente durante 4 dias, que fué tiempo suficiente para yer
mitir el desarrollo de eeporas, Estas se suspendlieron en =
agua destilada estéril y se contaron en una cdmara de Neubauer,
Los infoulos siempre se realizaron ajustando el voldmen nece~
pario de 18 suspensién de esporas hasta obtener una concentra

cibn final de 3 x 103 esporas m-t

Condiciones de Cultivo, Para los estudios de degradacidén

se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml
del medio de Suzuki ajustado & un pH de 5.0 « EL infcule se
prepard en la forme descrita previamente. Ia incubacidn se

realizd durante 11 dies a temperatura ambiente (22-25° C) en
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" condiciones de agitacién (150 rmm) en un agitaedor rotatorio
Hew Brunewlck. A lo largo de ls incubacidn se fueron fomando
alf{cuotas para determinar pH, peso seco, azfceres totales,

proteina y DNA,

Determinacibn de pH, A los intervalos seflalados se tomaron
diversas alfcuotas a las cuales se les determind el pH en
un potenciémetro digital Orion previemente calibrade con =

amortiguador de pH 4.0 .

Determinacidn de Peso Seco, 'El contenido total de cada mairaz

se centrifugé a 10,000 rpm durante 7 minutos en una centrifuga
Sorvall RC 25; -en todos los casos se desechd el sobrenadante
después de cada lavaeda, Para lavar-la biomasa, se le resuspen=
416 con agua destileda dursnte 3 a 4 ocasiones; finalmente se
transfirié el micelio a receptdculos de papel aluminio previa
mente tarados, Estos se introdujeron a una estufa para secado a
60 - 70° C hasla obtener pesos constantes, ¥n forma paralela se
introdujo un testigo bajo las mismas condiciones con el propl-
sito de corregir la cantidad de APV residual en el micelio. Ios
resultados se expresan en mg de micelio seco/ml, En todos los
casos, se tom§ micelio seco para realizar las determinaciones,
excepto en el de le cuantificacién del DNA, que fué en peso

conocido del micelio hémedo.

Determinacién de Proteina, Para realizar esta determinacién, se

tomaron muestras de micelio seco previamente pesado., Diches —-

nuestras se hidrolizaron con NaOH 0,1 N a ebullicién durante 5
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minutos, le cusntificacién se realizé de acuerdo con le técni-

ca de Lowry 37

usando un espectrofotémetro Zeiss PM II a 275 nm,
La curva tipo Be prepard en un rango de 0-200 mg wtilizando como
estandar albdmina de suero bovino., Los resultados se expresan -

como pg de proteina/mg de micelio seco.

Determinacién de Azfcarcs Totales. Igual al caso anterior, las

nuestras consistieron en pesos conocidos de micelio seco, la de-
terminacifn se realizé mediente la técnica de la anirona 38, -
utilizendo para la cuantificacién un espectrofotémetro Zeiss PM
II a 540 nm. Ia curva patrén se realizé con una solucin de
glucosa en un rango de 0 - 100 mg, Jos resultados se expresan

como pg de azicares/mg de micelio seco,

Determinacifn de DNA. El 4cido desoxiribonucleico se cuanti~

ficf por el mfodo de Burton 32 con una modificacién que consia
t16 en sensibilizer la reaccibén mediante la adicién de 0.1 ml
de acetaldehido acuoso (16 ng ml"l) por cada 20 ml de reactive
de difenilamine e incubar los tubos & 30° C durante 16 ~ 20 h,
Para lograr mayor precisién, se extrajo el micelio himedo en 3
ocesiones con 3 ml de HClO, 0.5 N ; ceda une & 70° C durante
15 mioutos en un bafio con termostato, Los extractos obtenidos
ge colectaron y se aforaron a 10 ml con HClO4 0.5 § de los
cuales se tomaron alfcuotas de 1 ml para el andlisis en un es=
pectrofotémetro Zeiss PM II a una longitud de onda de 360 um.
La curva tipo se realizé con DNA comercial {Sigma D 2001} -

extreido de Escherichia coli, se establecié una curva patrén
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de 0 - 100 ng. Los resultados se expresan como pg de DNA/mg

de micelio seco,

Preparacifn del Extracto Enzimdtico. Los exiractos donde se

realizé la cuantificacién de la ectividad esterdsica se obtu-
vieron de acuerdo con la técnica de Nealson y Garber 40 « Dicha
t&cnica recomienda recolectar los micelios a los intervalos se-~
finlados pasdndolos & través de varias capas de gasa estéril, E1
micelio se resuspende en amortiguador de fosfatos 0,05 M (pH 6+5)
usande aproximadamente %g de micelio por cada 3 ml de amortigua-
dor, la suspensién se guarda en el refrigersdor, Los extractos
se prepararon por maceramiento en un mortero asentado en un dafio
de agua hielo o bien utilizando un sonicador Braun tipo MSK ~
operado en el canal 6 durante 46 - 60 segundos, En ambos casos,
los extractos se centrifugaron a 5000 rpm en una centrf{fuga re-
frigerada Sorvall RC 25 durante 20 minutos. la determinacién
cuantitative se remalizé en los sobrenmrdantes y el precipitado

resuspendido en el mismo amortiguador,

Determinacién Cualitetive de la Actividad Esterdsica., Ias evi-

dencias preliminares de actividad esterdsica se desarrollaron
“in gitu. las diferentes cepas fungicas se sembraron en placas
conteniendo el medio de Suzuki complementadas con el sustrato
pldstico en la concentracifn habitual. Cuando las cepas empeza-—
ban a esporular, se colocaron papeles fieltro estériles impregna
doe con concentraclones conocides de un sustrato idéneo, en este

caso, el ﬁ naftil acetato +3 « El color original de éstos es
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amarillento, le presencias de radicales &ster se manifiesta con

un vire al color azul.

Determinaci’on Cuaniitativa de la Actividad Esterdsica. El

ensayo para determinar la actividad esterdsica estd basado en
las reacciones descritas por Menn y Saunders 41 » ¥ el nétodo

de Rapport y Alonzo 42

« Ia determinacién se basa en las reacclo
nes de los radicales &ster con una hidroxilamina alcalina para
formar un dcido hidroxfmico (I), é&ste forma un complejo con las
sales férricas en un medio deido (II).  Ia coloracién es di——
rectamente proporcicnal a la reaccién y presenta un mdximo de

absorcién en el rango de 530 nm.

R-C0.0=R' ~ + H,NHOH —> R' OH + R=~CO=NHOH (1)
NE—- O (11)
R-CO.NH.OH + Fe'™ ————» R0’ ]
N Qem-Fe

"Reactives, El 4ster utilizado para elaborar la curva patrén
fué el acetato de etilo (P 98,3) . Ias concentraciones se
prepararon en soluciones diluidas con agua destilada, El regu-
lador de fosfatos (pH 7.0) =8e preparf =a base de KH2P04 0.l M
y Ne,HPO, 0.1 M . De estas concentraciones se realizé una mez

cla de 34 4+ 66 ml respectivamente, El clorhidrato de hidroxila-
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nina al 10 ¢ se alealinizé con FaOH al 104 libre de C0,, Ia
mezcla final se produjo en relacidn 1:1 . ZEl'cloruro férrico
para desarrollar la reaccién se prepar§ 8l 1 % en una solucifn
de HCL 0.2 K .

Cdlculo de la preparacibén del sustrato (acetato de etilo) con
peao molecuvler de 98,3 . Se disuelven 0,983 ml de acetato en
etenol acuoso al 50 % , 1la solucién se efectda en un matraz —
aforado de 100 ml, de é£sta se toma una alfcuote de 1 ml y se -
diluye 1:10 con agua destilade, Esta dilucién corresponde a
1x 107 moles/ ml o sean 10 B moles/ml.

Preparacién del Clorhidrate de Hidroxilemina a)l 10 4. Se di-

suelven 5 g de hidroxilamina en 50 ml ds agua destilade, Por sg
parado se prepara la sose al 10 %, disolviendo 5 g de NaOH en
50 ml de agua destilada libre de CO2 + El resctivo de ia hiw-=
droxilamina alcalina se obtiene mezclando partes dguales de

los reactivos anteriores ( 10 + 10 ml),

El cloruro férrico al 1 % en HCl 0.2 N se prepara mediante la
soluecién de 1 g de PeCl, en 100 ml de HCL 0.2 K , édate a su
vez se prepard diluyendo 1.7 ml de HCl (36 %) a1 aforo con
100 ml de ague destilada, Este reactivo debe prepararse momen—
toe antes de cade determinacién.

la implementacibén de 1la curva se realizé sin problemas, ia
determinacién fué automdtica al registrar el incremento de
absorbancia & 530 nm versus concentracién (‘y moles ).

Sin embargo hubo algén problema para definir el método de
anflisis del APV suministrado por el fabricante, esf como de
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"las muestras obtenides del sobrenadente, Después de numerosos

ensayos, se procedié a hidrolizar al polimero para fragmenw--

tarlo y poder cuantificar los redicales éster en funcidén del

tiempo. Con el fin de obtener condiciones homogeneas, las =

muegtras ( 2 ml ) se vertieron en empolletas de 5 ml y se ——

procedid§ al siguiente tratamiento:

a)
b)
c)
d)
e)
£)
&)
h)
1)
)

k)

1)
m)
n)

o)

Agregar 1 ml de KOH al 5 % (sol, metanflica)
Sellar las ampolletas

Hidrolizar & 90 C durante 3 h

Enfriar a ftemperatura ambiente

Veciar los contenidos & tubos de ensayo

Agregar 0.4 ml H2804 conc, y 3 ml de etanol
Esterificacién durante 20-24 h a temp. ambiente,
Agregar 7 ml Na 80, saturado (35% acuoso)
Extraer 3 veces con éster etflico (5 ml & la vez)
Concentrar los extractos (filtracién a través de
pepel Whatman No. 5)

Separar alfcuotas de 1 ml de los filtrados y agre
garles 2ml de una mezcla de KOH al 10 4 /v aou
osa ( libre de 002) y clorhidrato de hidroxilami-
na al 10 % .

Calentar las mezclas a 60° C durante 30 minutos
Enfriar a temperatura ambiente

Agregar 1.5 ml de HCL 1.0 X

Agitar ( Vortex )
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P) Agregar 3.5 ml de cloruro férrico 1 % HC1 0.2 K
q) Dejar reposar por 30 minutos
r) TLeer A8530 pn

El blanco consistié en un tubo con todos los reactivos,
excepto el sustrato, Ios resultados son representativos de
experinentos en duplicédo y en ocasiones por triplicado. Se

expresan en le Tabla No. 2,

Ia curva patrén del acetato de etilo y su relacién con las

diferentes cepas esta expresada en la Figura No. 17.

Iocalizacién de la Enzime. Con el fin de comprobar el sitio

de biosintesis enzindtica, se procedié =a ensayar la sctividad
" segin el método espectofotométrico descrito. Para ello se siguid

la siguiente secuencia:

1. ZEnsayo en el medio de cultivo (FPraceilén 1)

2. Rupturs burda de una porcién miceliar,

Una suspensifn del micelio se rompe por accidn mecdnica en un
mortero previemente enfriado en un bafio helado, la actividad se
determina en el sobrenadante (Fraccibn 2) y en el precipitedo
(Freccifn 3). Este se resuspende en amortiguador y se vuelve

& determinar le actividad en la fraccién sobrensdante (Praccidn 4)
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y el precipitade (Fraccién 5). las centrifugaciones se reali-
zaron en una centrifuga refrigerada a 7500 rpm durante 20 min
(Pracoiones 2 y 3) y a 10,000 rpm durante 60 min (PFracciones
455

Enseyo de la Viscosidad, Otra de las técnicas que se utiliza-

ron para determinar la degradecifn del acetato de polivinilo fué
el decremento en la viscosidad del sustrato en el transcurso de

los intervalos de tiempo previstos,

51 partimos de la premisa de gque los 1l{quidos por naturaleza
presenten moléculas unidaes por enlaces que precisamente determi
nan el grado de viscosidad, tendremos gue inclusive el agua pre
sente une viscosidad aunque ses minima, Una molécula de cadena
larga en solucién adquiere una forma algoe torcida o ensortijada,
intermedis entre una masa muy enrollada y una conformacién lineal
rigida, Es de esperarse que eatan representados todos los posibles
grados de ensortijamiento debido al movimiento browniano interno
de lms cadenas flexibles, Pero si el polfimero se extiende libre-~

mente como lo muestra le figura (debido a que
un disolvente que no provee calor al polfmero
(/ hace que adopte esta configuracién cuya visco-
sidad intrinseca es alta, En cambio, al usar un
disolvente pobre, gue proporciona calor
al polfmero, har{d que los segmentos de
la macromolécula se atraigan entre si,
con mucho nfs fusrza que con las que 56

atraen las moléculas del disolvente,
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por cca rezfn la mecromolécula edoptae una forma més compacta,

ge dice que le viscosidad intrinceca es nds beja,

En general les pecromol{culas tiendecn & cwacentar la viceosidad
de una solucidfn, ya que su propia estructura interaccions por
nedio de fuerzes de atraccidn hecicndo rfs horogenea la vnién
intermolecular, En el Siglo XVII Kevton dedunjo la siguiente

férrula para definir le viscosided:

fuerza de la friccifn L——-A——&) AP\
dx

L1}

donde: g)k velocidad reletiva con gue se mueve una porcidn
del lfguido en relacifn a otra e le nisme natu

raleze,

define el d4res de contacto entre los dos 1fqui-

JA

dos, uno gue se mueve con respecto 8l otro.

D
*
]

describe la distencia inversamente proporecio-
nel a la distencia entre los centres del flujo,
ea decir, éste serd nds f€cil en el centro que
en las capzs adyacentes & las paredes del vidrie
debido & la resistencia que se opone al flujo

continuo,.
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A la ecuscifn enterior se introduce una constante de propor-

cionalidad q quedandos
' I M
fuerza de la friccién = N\ 3% JA

donde il representa le viscosidad (coeficiente de friccién).

la viscosided de un lfquido se puede medir experimentalmente
de muchas meneras, la mds prdetica es midiendo la velocidad de
flujo de un 1fquido a través de un tubo capilar 44 « E8 18gico

que un liguido viscoso fluird nds lentemente & través del ca-
pilar en comparacién con un lfquido menos viscoso, Ia velocidad
de flujo & través de un tubo es directamente proporcional a la
viscosidad sl el tubo es lo suficientemente estrecho como para
pernitir el flujo laminar, Esto implica que cualguier porcién
del volumen en el tubo fluye constantemente en una direccién
paralela & les paredes, En el capilar del viscosimetro siempre
se obtiene un flujo laminar debido 8 gue se necesita una carga
de baja presién y un capilar de didmetro pequeflo para rantener
la velocidad por debaejo del nivel critico donde empezarfa la

turbulencia,

Por nmedio de la ecuacibn de Poiseuille:

es factidle determinar el tiempo de flujo para un volimen de-

terminado de lfquido & través de un capilar y comprobar que
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&ste es directamente proporcional a su viscosidad e inversamen-
te proporcional a la presién P aflicada al 1{quido. Dado que
la presién es debida solo al peso del 1{quido en el tubo, debe
ser directamente proporcional a la densidad ¢ de ese liquido,
es decir, & la altura del menisco en el tubo del viscosimetro.
Si las dimensiones a ¥y 1 son propias del viscosfmetro,
entonces la viscosidad de un 1fquido se puede determinar con
solo saber su densided y el tiempo de flujo en un viscosfmetro
previamente calibrado. Entonces es factidle relacionar las pro

piedades mencionadas en la ecuacién:

donde: V\ = ,9{ Q{
jg = constante caracter{stica del viscosfimetro
@ = densidad del 1fquido

t = tienpo de flujo

Los valores para v\ se expresan en dinas por centimetro
cuadrado por unided de velocidad. Ejms g.cm'l seg'l ;

tembién se le llama poise y se considera la unidad.

Descripcién del Viscos{metro.

a) Diegrama del viscos{metro usado en el experimento, El
tubo capiler se extiende de I, 8 X, . El tiempo de
flujo se mide a pariir de que el menisco pasa de xo al

tiempo gque a&lcanza X .
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Este aditemento se utiliza para inducir presién en el
brago mds lergo del viscoéimetro y Be asegura a €1 ne
diante un capuchén de hule, Se utiliza para inyectar
1{quido en el sistema y para desalojarlo, Como se puede
apreciar, es una aguja hipodérmica adeptada e tuberis
de hule., Ia asguja precisamente se inserta en el capu-—
chén para garantizar la hermeticidad,

Operacidn del Viscosfmetro.

c)

Para operarlo, se llena el viscosimetro por su porcién
uds estreche y se succionsa hasta gue la muestra haya
llegado al punto X o Con el viscos{metro en posicién
horizontal, ajuste el nivel del lfquido al punto X5
para lograrlo retire el exceso de lfquido con una
pipeta capilar, Vuelva el viscosimetro a su posicién
nornel, introddzealo en un bafio de agua previamente
ajustado & 25° C y esegdrelo con un sujetador. Ajuste
con el dispositivo hipodérmico el nivel del menisco
hasta le marca Xg e Deje que el flujo baje, Cuendo el
menisco estd exactamente en la narca Xg s emplece &
registrar el tiempo con un crondmetro. La operacién de
registro se termina cuando el mecanismo llege & la

marca de xl .

Ver las figuras de la pdgina siguiente,
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Operacién del Viscosfmetro,

- aplicador de
5 suceidn y presién

tapdn de hule i
tubo de };ule

aguja hipodérmi ca

“Ipresidn

-viscosimetro capi lar'/

Y.
tubc-de ensayo - scstén

asegurado
por medic

dle ulna ]inga % suietador
O a24iambre g
=

—
;

!

|

{

succidn
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Decremento en la Visecosided del Sustrato, Como se mencioné

anteriormente, este ensayo también se utilizé como evidencia
de la degradacién del pldstico., Ia disminucién en la visco-
sidad del polimero se realizé en alfcuotas de 5.0 ml del me
dio de cultivo retirados a los intervalos sefialados, Como tes
tigo se utilizf un matraz con el polfmero, pero desprovisto de
indculo miorobieno, Ias viscosidades se determinaron en un
viscosfmetro de OGstwald sumergido en un bafio de agua & 30° C,
Para lograr la homogenizacién de las muestras, éatas se di--
solvieron con benceno, las impurezaa se eliminaron al filtrar
los extractos en papel Whatman No. 1 ., Is actividad enzimdtica
interpretada como la pérdida de le viscosidad se determind de

acuerdo con la siguiente férmula:

% de la pérdide de Vo - Vi

, = x 100
la viscosidad Vo - Vb

donde:
Vo es el tiempo +transcurrido para el testigo

Vvt para la alfcuota despuds de 15 minutos

Yb para el benceno.

Los resultados del ensayo se muestran en la Figura No. 18 y
estan expresados como el porcentaje del decremento de la vis=-

cosided en funcién del tiempo.
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A continuacidn se describen los experimentos realizados para

denmostrar 1ls degradacién fingica de una concentracién (4.5 g/1)
de acetato de polivinilo.

n

4

Aislanmiento de las cepas capaces de desarrollarse en
un medio mineral suplementedo con aceteto de polivi-

nilo como ¥nica fuente de carbono,

Optimizacibén de les condiciones de incudacién de

las cepas aisledeas,

Cinética de crecimiento y concentracién de proieinas,

azfcares y DNA.

Verificacibn de le capacided degradativa del APV.

Experimentos alternos con DOF y extracto de levadura,

Efecto de la concentracidn del extracto de levadura
sobre el crecimiento de las diferentes cepas en el

ledio de Suzuki suplementado con APV,

Demostracién cualitativa de la activided esterdsica

en los cultivos fdngicos,



Evidencias cuantitativas de la actividad
esterdsica en los medios de cultivo., Es=-
tablecimiento de una curva patrén,

LOcalizaciGn de 1la enzima.

Ensayo de la viscosidad en el sustrato (APV).

31
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RESULTADOS «

Aisleniento de las cepas, DIurante la etapa preliminar de

aislemientos, se obtuvieron .21 cepas ffngicas y 7 bacterianas,
En ocesiones se comprobd que algunas cepas fdngicas eran sis-—
lemientos repetidos, por lo que Be restringié el mimero origi
nel., I1s8 copas bacterianam pobreviviercn en un principic pero
no lograrcn desarrollarse en forma satisfactoris, por 1o cual
fueron descartadas. ILas cepas seleccionadas fueron todms fin

gicas y se decnominaron 1, 3, 8 y Aspergillus niger. De

scuerdo con microcultivos y observeciones microscépicas reali-
zadas, las cepes 1 y 3 corresponden &l género Aspergillus, la
cepa 8 se identificé como Penicillivm sp. Es interesante
hacer notar que durante las incubaciones bacterianas se pre=-
sent§ un conteminante que resulté ser una Beijerinckia,
Dadas las caracteristicas especificas de fijecibn de nitré-
geno, esta ceps sobrevivié gracies & su sutotroffs, pero sin

mostrar alguna capacidad degradadora,

Optimizacién de las Condiciones de Cultivo. Ia optimizacién

de los condiciones de incubacién fué una fase muy laboriosa,
méxine que no babia descripcién precisa ni antecedentes acerca
de esta degradacién de pldstico en el sentido estricto de le
palebra, Si blen es clerto que Osmon y coleboradores 13, Yy

Mills y colaboradores 14 disefiaron sus distemas de degrada-—
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cién, €stos fueron con plastificantes y no con pldsticos, las
condiciones de incubacilén establecidas fueron: a temperatura
embiente (22 - 27° C) y con agitecién iotatori& a 150 rma.
En bese a2 &stas se determiné la cinética del crecimiento asf
como los contenidos de proteina, azicares y DNA, Al principio
los datos no fueron muy demostrativos, por lo que se decidid
agregar extraecto de levadura (1.0 g/1) como complemento vita-

nfnico y fuente de nitrégeno adicional,
Los resultados se pueden apreciar en las Figuras 1 - 4,

Tanbién se verific6 el pH en el que se desarrollaron cada una
de las cepas a lo largo de la incubacién. En todos los casos,
el medio de cultivo varié de 5.0 a 5.8 - 6.1, manteniéndose

constante.

Las cepas 1, 3, 8, y A, niger tuvieron un rendimiento promedio
de 1.1 g/1. Ia cepa 8 fué menor (0.9 g/1l) . Sin embargo,
esta $1tima clarificé el medio en forma casi total,
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capacidad Degradativa del APV. Una vez que se obtuvieron les

cinéticas y la varlacién de los constituyentes quimicos en la
forme establecida, se procedié a verificar si las cepas se-
leccionadas realmente degradaban el sustrato., Para osto, se

disefi6 y realizé el siguiente protocolo:

a) Medio de Suzuki + Extracto de levadura (1.0 g/1)

b} Medio de Suzuki + Di-octil ftalato (DOP) (2.25 g/1)
+ Extracto de levadura (1,0 g/1)

e) Medio de Suzuki + DN 60 (4.5 g/1) + Extracto de
Lovadura (1.0 g/1)

Loe matraces se inocularon con 2 x 103 esporas/ml en las
condiciones mencionades, la incubacibn duré 9 dies. E1 mice-
lio se separd por filirccién al vacifo sobre papel Whatman FNo. 1
se lavé con egua destilada 3 - 4 veces y se sec6 a 60 — 70° C
hesta lograr un peso constante, Ios resulisdos se expresan en

les Figuras 5, 6, 7, y 8.
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Efecto del Extractec de Levadura, .En virtud del resultedo

anterior, se procedié & cuantificar el efecto real del ex~
tracto de levadura durante el crecimiento de las cepas en
el medio de Suzuki y DM 60, Tos resultados se presentan en
les Figuras 9, 10, 11 y 12,
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Andlisis Cualitativo de la Actividad Esterdsica. la activided

esterdsica se comprobd siguiendo la descripcién previa en
MATERTIALES ¥y METODOS, E1 cambio de color se realiza en 5 -8
minutos, alcanzando un mdximo hacia los 30, Ia reaccién se lle-
va 8 cabo & temperatura ambiente y segin se pudo constatar es
proporcional al crecimiento fifngico. ILas fotos (Figuras 13, 14,
15 y 16) muestrgn la evidencia de la actividad enzimdtica pre-

sente en el medio.

Deterﬁinaci6n Cuantitative de la Actividad Esterfsica, El en-

sayo de la enzima fué realizado de acuerdo con le descripeién
previa en MATERIALES y METODOS, ILos resultados se presentan
en la Tabla 2 y la Figura 17.



Figura 13, Inéculo de Aspergillus niger en el Nedio de

Suzuki, la foto de la izquierda muestra el papel filtro
recién sumergido enJB naftil aceteto, tiempo cero. La foto
de la derecha es un acercamiento de la anterior & los 1l

minutos, N&tese el vire del color amarillo hacia el azul.



Figure 14, Determinacidn cualitativa de esterasa, Cepa
No. 1 en el Medio de Suzuki.- En algunos sitios todavie
se aprecia el tono amarillento del sustrato, Tomada a
los 10 minutos,

50
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Figura 15, Determinacién cualitative de esterasa, Cepa
No. 3 en el Medio de Suzuki, Fotograffa tomada a los 15

minutos,



r
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Figurs 16, Determinecién cualitetive de esterasa, Cepa No, 8
en el Medio de Suzuki, Fotograffa tomada & los 10 minutos.
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TABLA

CURVA FATRON DE ACETATO DE ETILO COMPARADA CON LOS VALDRES DEL

POLIMERD SUMINISTRAOOD (DMBO) Y LAS MUESTRAS EXPERIMENTALES

CONCENTRACION
TUBO [F moles} A530
1 Testigo - - - =
2 1 0,035
3 e 0,060
4 3 0.100
5 S 0.190
& 7 0,260
7 10 0,390
8 12 0.500
=] 15 0.690
10 1 0,080
11 5 0,220
12 10 0,410
13 15 0,670
Cepa 1 ) 0.700
Cepa 3 0.380
Cepa 8 0,550
A. Niger 0,660
Los tubos 4 - S corresponden a la curva patrbn de scetato de etilo, ~-

del 10 al 13 representan muestras de DMED hidrelizaedo y tratado tal --
como se describib prevismente. Los datos de las cepas se presentan en

la Figura 17,



[

55

tocalizacibn de la Actividsd Esterfsica, Los resultados ds la locs-

lizacibén de la asctividad esterfsica se presentan sn la Tabla 3, Los ds

tos fueron obtenidos segln la secuencis descrita em MATERIALES y METO-

oos,
TABLA 3
LOCALIZACION OE LA ACTIVIDAD ESTERASICA
‘ ) ACTIVIDAD (Asgq,) expresado como % del total
FRACCION Cepa 1 Cepa 3 Cepa 8 A, niger

Medio de cultivo (fraccifn 1) 68 45 a4 70
Sobrenadante {fraccibn 2) 16 12 B 10
Precipitado (Fraccibn 3) 7 - - q
Sobrensdante [Fraccibn 4) - - - -

Precipitado (Fraceciébn ) - - - -




de la viscosidad (%)

-

Disminucidn

Fig. 18.

Grafica que muestra la pérdida de viscosidad del sustrato (PVA)
debido a la accibfn enzimitica de las diferentes cepas.
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DISCUSION, -

Durante la Segunda Guerra Mundial, el Departemento de Logisticae del -
Ejército Norteamericano empezé a reportar el deterioro que los hongos --
causaban en los materiasles elaborados con base en fibras sintétices. Es-
to se Hacla més evidente en los trépicos y sitios cercancs al Ecuador, -
donde la humedad y la temperatura son extremosos, Desde entonces se empe
zaron 8 realizar estudios conducentes a explicar este fFenbmeno, sparecien

do varies notas al respecto 14, 12, 13, 15.

Sin embargo, al surgir otros
materiasles, los estudios se fueron orientando hacia los nusvos sustra-

tos,

La degradacibn de plésticos comprende varies etapas que deben suceder

en cierto orden y en un lapso determinado.

1.- Primero debe existir una fuerza de afinidad entre el micro-

organismo y el sustrato en la interfase.

2.~ Posteriormente debe surgir cierta adherencia o colonizacibn

del sustrato.

3.~ Oeben realizarse una serie de reacciones enzimfticas para -
Que dicho sustrato pueda introducirse e incorporarse a la -

dinémica metabblica del microorganismo,

4.~ El micpoorganismo adaptado para la degradacifn deber& poseer
un sistema enzimftico que le permita oxidar el sustrato y -=-
por lo consiguiente obtener la energfa necesaria para subsis

tir y reproducirse a expensas de é&ste,
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“Por otra parte, debemos considerar que lm adasptecibn sl medio ambien
te @8 uno de los fFenbmenos m&s draméticos que los microorganismos tie-
nen que sfrontar con el Fin de sobrevivir y perpetuar su especie. Su -
grado de adaptacibn determima le viebilidad de las diversass especies --
dentro de sus respectivos hbitats, Las varisbles de &ste comprenden --

factores como:

a).~ Calidad y cantidad de nutrientes
b}.~ Temperatura

c).- Humedad

d).- en°

e).~ Luz

F).- pH

En cada caso existen condiciones y circunstancias muy especiales que
deben analizarse de manera especifica segln el factor determinante y la

especie microbiana de la cusl se traste.

En la serie de experimentos realizedos, es claro que los factores --
criticos son la calidad y la cantided de los nutrientes, el Eh° y en --

menor grado los restantes,

Al sometsr a los microorganismos a diversas concentraciones de acets
to de polivinilo, no solo se prueba la capacidad enzim&tica para degra-
dar y ssimiler al sustrato, sino tambi&n la adaptabilidad para sobrepo-
nerse 8 les condiciones de ayuno (starvation), en virtud de que el sus-

trsto pléstico es un compuesto xenobibtico, que como tal no puede asimi

larse de inmedisto, estebleciéndose asf las condiciones de dista forzada,
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Con el fin de mantenar clerto orden en sstes conclusiones, serd con
venlente analizar primero los factores ambientmles y posteriormente la

discusibn de los resultados.

Tel como se menciond previamente, los microorganismos capaces de este

tipo de degradaciones deben paser por una doble prueba consistente en:

1.~ mantener su viabilidad & expensas de su metsbolismo endbgeno

2.- desarrollar un mecanismo de adhesién el sustrato que le per-

.

mite fijarse a la particule sintética,

Después de varias pruebas preliminares se pudo aproeciar que la inter
accibn de los microorganismos y el polimero en suspensién depend{a de -

varios fFactores, tales como:

- La concentracibn y estructura del polfmero
t Le proporcibn del inbculo inicial
- Le intensidad y el tiempo de agitacibn

- El pH durante la incubacibn

Tipd de crecimiento del microorganismo,

La Concentracitn y Estructura del Polimero

El Polimero polivinilico presents cierta cohformacién en sus cadenas
macromoleculares tal como se puede apreciar en el esquema de le pégina

11. Los substituyentes A, en este caso los CHy - CO0™ y COOH estan sal-
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ternos en uno y otro lado del planc. A este tipo de configuracibn se le
llama atéctico, ya que la distribucibn de los sustituyentes se efectls
al azar. Este tipo de polfimeros posee arborescencias lsterales poco vo-
luminosas y presenta una ligera cristaslinidad. La distancia de repeti-
cién a lo largo de la cadena macromolecular es de E.SZA», lo cual indi-
ca una conformacidn én zig zag, en un plano totalmente trans. Esta ca-
racteristica hece que losimpedimentos estéricos sean mimimos y que por
lo tanto, existan bastantes posibilidades de reacciém enzimatica 49. La
exposicidn de los radicales -COOH y CHB-COD_ fFavorecenla formacidén de -
sgregados S0 y por lo tento, de sitios resctivos. La concentrecidn del
polimero es importante ys que una scobreseturacién podria funcionar como
tbxica, ademé&s de la incapacidad psra sobreponerse & les condiciones de
ayuno forzoso (starvetion), Otro aspecto que es critico en la degrada-
cién es ls primer interescciétn del microorganismo y el polimero. Este es
un fentmeno bastante complejo, que a su vez depende de una gren canti-
dad de variables. Sin embargo, es conveniente dar una explicacibn breve
y smple de esta situacién, Primero, debemos tener en cuenta que la adhe
sién microbiana depende fundamentalmente de las superficies de contacto
de sus estructuras externas y de las fuerzas quimicas intrinsecas del -
polimero 51, teles como; la carga electrostitica, la inhibicibn lwetta-
bility ’ y la presencia de componentes accesotrios absorbides &l medio, -
del tipo electrolito, o las protefnas que aportan slgin potencial elec-
irostético, Estos factores determinan las propiedades de la interfase. -
La interfase se obtiene cuando las mesas de dos fases no miscibles se --
ponen en contacteo, Cuando un stlido se sumerge en una fase acuosa gene-
ralmente adquiere una cierts carga en su superficie, ya sea por absor-

cibn de iones suspendidos o por la ionizecibn de los radicales prék%imos



61

a la superricie, de tal manera que la carga de la superficie depende
en gran parte de la composicién de la fase acuosa. lLas superficies
con expocicién de radicales carboxilo, acetato o amino presentan
cambios en la superficie cuando se cambia al pH. Es claro gue una
superficie cargada atraerd iones o partfculas de carga contraria.
Este tipo de interaccidn es importante en la adhecidn microbiana e
los sustratos hidrocarbonados. Sin embargo, tembien existe otra que
no puede soslayarse, la imbibicidn. Se dice que‘ésta es 1a accidn
de mojar con un desplazamiento del fluido de una superficie por --
otro fluido, es decir, cuando un liquido moje & un sélido y se ex-
tiende sobre la sugerficie del sélido hasta formar una pelfcula —-
delgada y no otra gota., Esto implica que lz imbibicién depende del
£ngulo de contacto que se forma entre las interfases s£dlida, lf{gui-
da y gaeseosa. Precisamente, la forma que adopta la gote sobre la =~
superficie y el 4ngulo proyectado son los factores principeles en

la medicién del fendbmeno,

atmdsfera
face (gmseosa)
sélida gaseosa ‘.Gliquido

- o
-

sélido

Figura 19.,~ Se muestra el 4ngulo de contacto formedo
B ‘ por una gota de 1lfguido sobre un sélido

en una fase gaseosa (atmbsfera).

4%n cuando no fué posible encontrar datos espec{ficos sobre la

PR

cevacided de adhesidn Ge los radiczles externos para los hongos, si fué



62

factible encontrarlos pera bacterias, por ejemplo: Zvagintev y Gusav52

demostraron que los grupos carboxilos de las superficies de las bacte-
rias Gram positivas y negatives intervenfisn en la adsorcién hacia las
superficies de los sustratos, Asimismo, también se describe la impor-
tancia de los grupos anidnicos del tipo fFostato (de los &Acidos teicoi-
cos) presentes en les Grem positivas 53; més sin, el papel de los &ci-

dos telcolcos en la adsorcibn hacis las diferentes superficies 54.

Como se puede apreciar, el fenfmeno es bastante complejo y exhaustivo,
de manera que solo se han presentedo los aspectos m&s bésicos en aras
de comprender la importancis de estas primer etapa del proceso de la -~

degradacidn,

La Proporcidn del Indculeo Inicial

Ya desde el inicio se ha mencionado que los hongos deben resistir -
unma doble prueba, su capacidad de adaptecibn y la de resistencia a las
condiciones de ayuno forzoso. Por esta razbn se decidid utilizar una -
concentracién fimal de 3 X 103 esporas ml-l. De acuerdo con experi-
mentos preliminares esto garantiza una seleccién adecueda capaz de gepr

miner y substituir a las condiciones mencionadas,

La Intensidad v el Tiempo de Agitacibn

La esgitacién mecénica cumple un doble propfsito, la aereaccifn del
sistema que se traduciré en mejores condicienes de oxidacién del sus-

trato y la homogenizacién del mismo, es decir, ssegurar que los sustoa
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tos estén en contacto directo con ls biomssa fingica y ques a su vez &s-
ta tenga la oportunidad de llevar a cabo las oxidaciones correspondian-

tes, Existen reportes 486, 55

que resaltan le importacia de la agitacibn
en este tipo de experimentos donde ls Onica fuente de carbono es un sus
trato recalcitrante, El ox{geno sbastecido mediante la amereacibn es vi-
tal para la respiracién, donde la fuente de energias, en este caso el rx
pléstico, se oxida totalmente, y donde gran parte de ls energia del com
puesto ha sido esimileda por la biomasa flngica. Ademé&s, durante las --
condiciones de aereacifn las hifas ramificadas y las sumergidas tienen

la oportunidad de crecer en forma dispersa ocupando una &rea mayor que

a su vez le proporcionaré mayor contacto con el sustrato.

El pH durante la Incubacibn.

Al igual que en el nivel celular, el pH afecta el desarrcllo de los
hongos, En ocasiones el efecto es bastante especi{fico segln la especie
que se trate. No se detectaron niveles anormales de NH4f - proveniente
de deaminaciores, ni tampoco hubo una acumulacifn de &cidos orgfnicos,
Les cepas degradadoras no mostraron cambios significativos de pH. Es --
posible que lss concentraciones de KH PO, y de K HPO,(0.4 g 17t y - - -

3.2 g 1—1 respectivamente) hayan actuado eficientemente como buffer a -

lo largo de las incubaciones,

Tipo de Crecimiento del Microorganismo

Como en otros microorganismos, el crecimento flngico se obtiene cuan
do las condiciones de cultivo son &ptimas o por lo menos mo son adver-

sas a la mayoris de los procesos metsbllicos., La susencis o un minimo -



64

del crecimiento puede ser el resultado de una secusncim metsbblica de-
fectuosa o incompleta o puede deberse a algln factor fisico desfavora-
ble, Les gr&fices 1-4 muestran las cinéticaes de crecimiento de les cus-
tro cepas., En térmhos generales se puede considerar que las cepas 1, 3
y B siguen la cinética clésica del crecimiento flngico, La cepa de - -
A. niger tiene un comportamiento diferente, semejante s un crecimiento
dialixico. En las mismas gr&fices se aprecia la disminucién en las con-
centraciones de aszlcares, Acidos nucleicos y protefinas. Esta respuesta
fue especifica de ceda una de lss cepass, ya que los factores determi-

nantes (nutrientes, sereacién, temperatura, luz, etc,) se mantuvieron

constantes.

Em 1955, Ryan 62 describifel llamado crecimiento criptico que se ma-
nifiesta en condiciones de ayuno y produce un colapso en algunas secclgo
nes de hifas para seguir manteniendo la viabilidad de otras. Dadas las
caracter{sticas de las curvas, pudiera pensarse gue el crecimiento Fin-
gico no se realizsba & expensas de la oxidacibn del scetato de polivini
lo sino al crecimiento criptico., En spoyo a la hipbftesis de que efecti-
vamente los hongos oxidaban al sustrato, se verifich que las cepas 1, 3
y B mantienen los niveles de biomasa durante un lapso de 10-14 horas, -
ademfs de que los datos de biosintesis de esterasa (tabla 2 y 3) se - -
fueron incrementando en funcidn del tiempe. En 1870-71, Lshoz y erallega
Trinci y Righelato 58 y Bainbridge y colaboradores &1 realizaron estu-

dios de limitacibn de glucosa en Aspergillus niger, Penicillium - - - =

chrysogenum y Aspergillus nidulans, respectivamente, Todos reportaron -

una dréstica autolisis ocasionando que las biomases se disminuyeran en

un 50% en el quinto dfa de incubacién. Aln conmsiderando los restos celu
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lares resultentes de la autolisis, estos hechos spoyan nuestras eviden-
cias de que efectivamente el crecimiento flngico se reasliza s expensas

del sustrato dn todos los casos.

DinfGmica de las Protefnas

En las cuatro gr&ficas (1-4) se puede sprecisr que los niveles de --
proteina se sbaten drésticamente; sin embargo, esto no debe considerar-
se como una desaeparicibn sino que en realidad se est&n transformando en
precursores nitrogenados de los fcidos nucleicos y de la quitina, Les -
cepas 4, 3 y A. niger inclusive muestran claramente le dessparicifn de
proteina como tal y la biosintesis acelerada de DNA, ésto se interpreta
como una transformacién de precursores nitrogenados. En el caso de la -
cepa B8, sl parecer la proteina aporta nitrfgenc a los monémeros consti-
tuyentes de la quitina. De hecho en esta cepa se puede apreciar un in-
cremento posterior de Homasa a expensas de la ssimilacibn de los nuevos
constituyentes,

Algunos autores 45, 55, 56, 64

coinciden en que sproximadamente el -
B0-70% del nitrégeno total est4 como constituyente de la protefna flngi
ca. E1l resto {40-30%]) del nitrbégeno forma parte de los &cidos ruclefcos
quitina y otros intermediarios. Esta consideracibn permite sugerir que

la disminucién de los niveles proteicos en reslidad es un aporte de pre
cursores nitrogenados para la biosintesis de DNA y polimeros de la pa-

red celuler, tal como lo demuestramn las pendientes de las cepas 1 y - =~
A, niger, En el primer caso el efecto se logra & los S dies y en el se-
gundo a los 2.5. Estos resultados demuestran que en la cepa 1 por lo --

menos un 50% de la protéfna degradada se utiliza en la biosintesis de -

los polimercs nitrogenados. En la cepa de A, niger, la protefna y }Jos -
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mzlicares contribuyen m la bios{ntesis del ONA principaimente, Les cepss
3 y 8 contribuyen a la sintesis de &cidos nucleicos y azlicares respecti
vamente, En el primer ceso, las protefnas contribuyen primordieslmente -
a la biosintesis de ONA. En el segundo, les proteinas pudieren contri-

buir & la formacién de polimeros de la pared celular.

Hecia el Final de la incubacibn (10-14 diss) los niveles de protefna
han disminuido un 25% en las cepas 1, 3 y 8 en contraste con la cepa de

A. niger que dieminuyb aproximdamente un 63%,
Adem&s de las consideraciones anteriores se podria sugerir que la --
sintesis enzimitica se reduce a un minimo necesario s8lo para efectos -

de la degradacibn,

Din&mica de los Az{icares

Las pendientes de los szficares muestran dos modalidades, una oscila-
toria y la otra constante. Las cepas 1, 8 y A, niger presentan una dind
mica oscilatoria y la cepa 3 uns constante. Em el caso de las tres pri-
meras cepas se aprecia que la concentracibn iniciml de los carbohidra-
tos casi siempre es igual a la fFinal, es decir, sblo existe una constan
te transformaecibn de los azlcares que siendo materisl de reserva son --
utilizados como recurso energftico durente la fase de ayuno y posterior
mente, mediasnte reacciones anabdlicas pasan a ser estructurales,48'47'4?
En cambio la cepa 3 presenta una concentracibn de ez(cares invariable -
durante el periodo de incubacifén. Se deduce gque dichos azlcares son emi
nentemente estructurales, Los niveles oscilestorios de azlcares son muy

acordes con la dinfmica de crecimiento, lo cual sugiere una activa regu

lacibn metabSlica encaminada a la biosintesis de carbohidratos estructy
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rales. La disminucibén inicisl de éstos y las protefnas originen un desa-
=
juste en la relacién C/N del microorganismo e induce la esporulacidn, --

este fenbmeno se analiza en pérrafos posteriores,

Dindmica del DNA

Los niveles de DNA tambi&n muestran dos modalidades; una oscilatoria
y la otra casi constante. Las cepas ' 1, 3 y A. niger muestran clerta va-
rimcién en los niveles de ONA, Aunque se muestran pronuncisdas oscilecig
nes, las concentraciones inicieles y finales del ONA no cambian en forma
drastica (1,0 - 1.5 pg/mg). En la etapa del crecimiento scelerado, las -
cepas 1 y 8 muestran un marcado descenso en la concentracién de los fci-

i

dos nucleicos, lo cual pudiera intérpretarse como una degradacidn progre
siva en beneficio del crecimiento, Al parecer estas dos cepas son bastan
te "sensibles" al arresto metabflico, ya que sus principales constituyen
tes muestran una marcads disminucién durente los primeros tres dies. Se
considera que en estas cepas, los &cidos nucleicos actlan como materia-
les de reserva. En cambio en las cepas 3 y A. niger las concentraciones
de ONA van directemente proporcionales sl crecimiento, Esto indica que -
el DNA no es unas molécula susceptible a la degradacién. Esta diferencia
sugiere dos diferentes mecanismos reguledores del metabolismo de los - -
&cidos nucleicos en las cuatro cepas, Otro detalle muy caracteristico en
las cepas lo constituye el incremento en los niveles del DNA en el momen

to de la esporulacitn.

Esporulacidn

Aungue es diffcil preciser las causas de la esporulacidn en términos

generales, ya que cada especie Fflngica tiene una respuesta diferente que
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induce le esporuleciébn. Sin embargo, muchos au?ores coinciden en que --
los bajos niveles da nutrientes, especiamlmente glucosa y nitrégeno indu
cen este fenbmeno., También se ha reportado que la inducclibén de estructu
ras reproductoras estf asoclada con las condiclones ambientales que de-

ben ser poco propicias para el crecimiento 55,80

como por ejemplo, la -
nutricibn forzeda 8 través del APV como Gnica fuente de carbono, La es-
porulacién tembién est& relecionada con un recambio de polimeros tanto
citoplésmicos como estructureles de le pared celuler, principalmente -

58158, zonneveld %7 y otros autores 55,58

han descrito incrementos nots
bles de enzimes catabb8licas (glucanasas, proteinasas y desoxliribonuclea
sas) cuando prevalecen condiciones de ayuro durante la incubacidn, Asi-
mismo, existen evidencias de gue la deplecibno ausencis de compuestos -

. . 5
nitrogenados son inductores de la germinacifbn en Penicillium 5 y =~ = -

N, crassa &0 y A. niger 64'55.

Igual que en los casos anteriores, los patrones de esporulacifn pre-
sentan dos modaslidades. Les cepas 1 y B esporulan hacia el séptimo dis,
mientras que la 3 y la A, niger lo hacen en el dis 3.5. En las primeras
se eprecia que los niveles de azGceres, proteima y écidos nuclelcos dis-
minuyen drésticamente proporcionando intermediarios més simples a expen-
sas de los cuales se realizan los procesos de biosintesis, Las fases - -
anabdlicas y catabdlicas estén muy bien reguladas y =l pserecer les cepas
no tienen dificultad para lograr el equilibrio. De hecho, en ambos casos
las concentraciones de DNA se incrementan despugs de la esporulscidn., En
cambio las cepas 3 y A. niger crecen y esporulan més répido que las an-
teriores. En estas cepas los niveles de carbohidratos cesi permanecen --
invariables y las proteinas sirven como precursores para la sintesis del

ONA, Estos resultados pudieran implicar un estricto control en el meta-
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bolismo muy activo @ expensas de los intermedisrios nitrogenados.

Relacifn C/N,-

Las condiciones experimentales durante el crecimiento de lss cuatro
cepas muestran desde el inicio una concentracién incipiente de nitrége-
no, La formulacibn de APV utilizada como sustrato csrece de nitrbgeno.
El medio de culéivo posee sb6lo sulfato de amonio en basja concentracibn
como (Onico aporte nitrogenado, de tal manera que las cepas deben ajus-
tar un equilibrio entre la relacién C/N para poder funcionar eficiente-
mente. Esto explica que las protefnas, &cidos nucleicos y carbohidratos
se degraden en primer instancis y aporten metabolitos mé&s simples que -
disminuyan ls relacibdn C/N. En términos generales se considera que los
hongos son capaces de asimilar un 30-40% del carbono previamente degra-
dado, para lograr esto deben mantener una relacién C/N de 10:1 64,55.
Se ha demostrado plenamente que en sistemas naturales 66 y experimenta-
les 14, 12, 26, 30 con bajo contenido de nitrégeno (lo que implica una
amplia relacién C/N) las degradaciones se realizan muy lentamente, y que

Estas a8 su vez se estimularén por la adiciébn de nitrégeno, sumentando -

en consecuencia la asimilaciébn del carbono.

Los resultados expresados en las figuras 5-8 demuestran plenamente -
que el materisl nitrogenadoc en forma de extracto de levadura disminuye
la relecién C/N y 8 la vez increments la capacidad degradativa. Tambié&n
se comprueba que la esporulacibn de les cuatro cepas sblo se induce a -
bajos niveles de nitrbégeno, ya que al afiadirlo no se aprecib esporula-

cién alguna. De acuerdo con los resultados, la relacién C/N determinma -
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la eficiencia de le degradacifn y no la disponibilidad de las fuentes -

snergbticas. Esta consideracifn es vblida para las cuatro cepas,

La adicién del DOP (dioctil ftalato que actla como plestificante) --
tuvo el mismo efecto en tres de las cepass, 1, 8 y A. niger, un aporte -
energético discreto que se tradujo en incremento de blomasa. Al igual -
que en el caso anterior, el plastificante carece de nitrbgeno y por lo
tanto, no contribuye & balancear la relaciédn C/N, Al contrario, la in-
crementa. Sin embargo,‘en presencia del extracto de levadura se regis-
tra un crecimiento moderado que muestra claramente el papel regulaedor -
del C/N en la degradacifn de los compuestos srom&ticos, ya que si se --

. aprecia la pendiente donde el extracto de levadura es el (nico sustrato,
se observa mayor crecimiento en la combinacibn de DOP/ Extracto de leva
dura debido al aporte y balance del carbono. Alexander 66 estima que --
los hongos necesitan una relacibn C/N de 10 : 1 para poder asimiler am-
bos elementos, Es decir, la descomposicibém de 100 partes de un sustrato

hidrocarbonado requerir& de 1.2 & 1.6 partes de nitrégeno.

La cepa 3 definitivamente no respondié sl extracto de levadura ni a
la combinacién de éste con el DOP. Posiblemente por falta de inducibili

dad enzimatica,

La inclusidn del extracto de levadura en estos experimentos tenis --
como objetivo el uniformizar las condiciones del cultivo y diferencier

ampliamente la asimilacibn de los tres sustratos,

Las Figuras 9, 10, 141 y 12 ilustran la influencia de diversas concen

traclones del extracto de levadura en el incremento de biomasa., Los re-



71

sultados musstran definitivamente que lss diferentes trelaciones de C/N
determinan la degradecién y la asimilacién del APV como sustrato. Recar
demos que la relescifn C/N de un materisl susceptible & la asimilsecibn -
debe estar muy prbximo e la relacifn C/N del citoplasma finglco, Enton-
ces es posible inferir la relscifn C/N para cada cepa., Para analizar es
tos experimentos debemos tener en cuenta que el extracto de levadura --
contiene sproximadamente un B% de nitrégeno totsl [correspandiente a un

67, 68

50% de protef{na, segin N x ,25) . Con base en este criterio, las

cantidades del extracto de levadura deben considerarse a la mitad,

Las diversas concentraciones de extracto de levadura nos proplician -
dos efectos diferentes, urmo répido descrito medisnte una pendiente expg
nencial, y otro lento, El primero se observa en las cepas 1 y 3 donde a
concentraciones de 250 y 200 mg., de extracto de levadura se logrsn 0.8
y 4.0 mg. de biomasa, respectivamente. En cambio las cepas 8 y A, niger
ofrecen una respuesta sigmoidal, pobre en su inicio, pero que después -
se incrementa, Las cepas 3 y A, niger muestran una meseta donde no se -
sprecia incremento en biomasa, pero al igual gue el caso anterior, se -
aumenta posteriormente. Es posible que estas dos cepas tengan algln me-
canismo que regula la degradacibn el transporte o la esimilacifén del --
sustrato. Las cepas 1 y 8 mostraron un comportamiento uniforme donde el

crecimiento es estimulado por concentraciones mayores del extcacto,

La Acitividad EnzimStica.-

La determinacibn cualitativa de la actividad esterfisica quedd de ma-
nifiesto con la técnica del P naftil acetato, tal como se puede spre-
ciar en las Figuras 13-16, El hecho de que el micelio se haya tefido -~

intensamente en derredor de las conidiospores y el micelio sugleren que
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1a enzima pudiera ser extracelular, Situacifn que se confirma posterior-
mente con los datos de lm Tebla 3 donde claramente se éprecla que todas
las cepes secretan la enzima sl medio de cultivo y que los valores mbxi-
mos se observan precisamente en la fraccibn correspondiente a &ste, La -
fraccibn 2 muestra las concentraciones de las enzimas adheridas a la frac
cién particulada. La fraccibn 3 sb6lo registra algo de la actividad enzi
mética resuspendida, que por cierto solo se produjo en las cepas con ma-

yor produccién enzimética.

La determinacibn cuantitativa de la actividad esterfsica se expresa -
en la Tabla 2, Hubo necesidad de trazar dos curvas patrdn para confirmar
la veracidad de los valores. Para ello, se realizf una con un éster cono

cido de bgp peso molecular (representado en la gr&fica por )

y la otra se hizo con el hidrolizado del polimero en les condiciones des
critaes (representado en la gré&fica por 4+4+++4+). DOe tel manera que las --
cepas 1 y A. niger mostraron mayor capacidad biosintética de esterssa,
siguiendo las cepas B y 3. Aunque los experimentos fueron reslizades va-
riss veces, e inclusive por du y triplicado los datos no concuerdan con
los reportados en la Tabla 3, donde la mayor actividsd enzim&tica corres
ponde a la cepa B, A. niger, 1 y 3 respectivamente. Se considera que la
discrepancias de valores obedece a que el método para esterasa no es espe
cifico para una especie enzimftica determinada. Ademfs, la composicifn -
quimica de las fracciones es muy heterogénea y sin duda incluye una gama
de compuestos con radicales carboxilicos susceptibles a la esterificacidn

Esta situacibn debe considerarse durante la interpretacién de los datos.

Aungue rno era el propbsito de este trabajo, se hicieron algunos inten

tos por aislar la esterasa involucrada. Para ello se siguleron las metodo
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logles propuestas por Nealson y Garber y la de Rahim y Sih ., Los -
resultedos no fueron satisfactorios, Al parecer existen algunas dificul
tades técnices para poder aislar la especie enzimbtica responsihble de -

la degradacifbn, Diversos sutores 40, 70

han encontradoc que la actividad
de esterasa en realidad est& representada por complejos de isoenzimas -
(que incluyen hasta 7 especies diferentes presentes en una cepa) que --
actlan sobre sustratos muy selectos. Incluso, otros autores,72’73'74 y 75
sefialan que algunas especies de isoenzimas sparecen o se manifiestan --
con masyor actividad durante periodos donde se han establecido limitan-
tes de nutrientes, Esto a su vez constituye una seris discrepancia con
los fitopatSlogos que utilizan técnicas de electroforesis en geles de -
8lmiddn y poliacrilamida con el fin de establecer un patrbn més preciso

de identificacifén entre las diversas especles Fitopatégenas40' 70, 71.

Cambios en el Sustrato, Viscosidad

La cepa 8 produjo durante la imcubacibdn cierto sgente emulsificante
que aclerd considersblemente el medio de cultivo. Es posible que dicho
agente haya facilitedo el contacto con el sustrato o bien hays servido
como emulsificante de los restos de APV y los hays transportado al inte
rior de la célula, Existen algunas evidencias en el sentido que los de-
gradadores de hidrocarburos (alifé&ticos) producen agentes emulsifican-

76, 77

tes i ¥y que inclusive, los géneros Acinetobacter y Torulopsis pre

sentan cierta quimiotaxia positiva hecia las micelas de los hidrocarbu-

ros y que una vez que el pol{mero se ha fraccionade puede existir algin

mecanismo de difusiédn Facilitada 78. Existe el caso de levaduras asimi-

ladoras de slcanos donde el sustrato penetra muy répido después de ha-
77

ber sufrido la degradacién enzimbtica y la emulsificacién . En la - -

Figura 20 se presenta un esquema de este fenbmeno,
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Nuevemente, sin duda los contenidos de 1lfpidos, fosfolipidos y fosfa-
tos de las conidiosporas son determinantes en este csso, ya que mantie-
nen clerto potencial eléctrico en la superficle de hifas y conidiaes. Di-
cha poleridad contribuye al control de materisles insoclubles y de eleva-

do peso moleculer hacia el sitio de transformaciém enzimitica 79.

ABSORCION Y DIGESTION DE UN HONGO

Palimero
insoluble

de Jahifa

(07/5) ' \
\o \ %%

Umdad( s solubles Cp Productios

de polimeros intermedios
(Emulsificacién) (5)

Figura 20, Esquema que ilustra el posible mecanismo de la

accibn enzim&tica y la emulsificecién del sustrato,

(adaptada de Moore-Landecker, E. 54]

Los hongos tienen mayor capacidad para degradar este tipo de sustratos
ya que su crecimiento requiere de bajes concentraclones de nutrientes, =
adem&s tienen la gran capacided de regular la blomasa con base en la uni-

dad de Grea del sustrato, de acuerdo con la concentracién de éste en el -
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medjo. A medida que el hongo va colonizando el sustrato se modifica
el-medio ambiente afin & niveles imperceptibles. En nuestro caso, el
crecimiento micelial era disperso, lo cual fué ventajoso por que —-
exist{a mayor suverficie expuesta para capter los nutrientes del me-
dio. Este tipo de crecimiento es de naturaleza no Newtoniana, esto

es, que sus viscosidades aparentes son una funcidn de las fuerzas de
freccibn producidas durante la agitecién. Por lo tanto, la suspen—-
sidn es bastanie heterogénea con respecto a la masa de los susiratos
y los productés. Esta propiedad se aprovechd para establecer otra -
medida de 12 degradacifn del sustrato. ILos resultados de la Figura

18 muestran claramente le pérdide de la viscosidad en las cuatro ce
pes. Donde las cepas de A. niger, 12 1, 8 y 3 mostraron valores de-
crecientes, Nuevemente, cabe la posibilidad de que nuestra determi-
nacidn enzimftica no haya sido suficientemente precisa, con base en

las consideraciones expresadas anteriormente. Sin embargo, es facti
ble apreciar que la accién enzimftica se manifiests hacia el quinto

die de incubzcidn, unz vez oue los maierieles solubles hayan sido =

recambiados y gue el metabolismo se haya regul=io. Despufs, segin 1z
actividad enzindtica de cada cepz, el sustrsto fué perdiendo viscosi
dad, lo cuzl se he interpretado como sindnimo de degradacién. Este --
técnica indirecta corrobora los resultados cuantitativos expresados

en la Tabla 2.




De acuerdo con las evidencias presentadas

&).~- Crecimiento fingico de cuatro cepas a2 expensas
de una formulacién de acetato de polivinilo co

mo ¥nica fuente de carbono.
b).— Efecto del balance ¢/N en la degradaciém.

¢).~ Determinaciones cuzlitativas y cuantitativas de

los niveles enzimfticos de esteraszs.

d) e~ Localizacidn de la actividad enzimética.
e).- Ensayo de la pérdida de viscosidad en el sustrzto.

se concluye oue las cuatro cepas efectivamente degradan,
asimilen y obtienen energis & partir de un compuesto xenobid-

tico como el acetato de polivinilo.

la degradacidn es bastante incipiente y en definitivo no se
puede considerar como elternativa para sbatir este tivo de con
taminaciones, Se considera gue estas evidencias, aunque modes
tas, pudieran ser el inicio de futuros estudios apoyados en -~
técnicas de biologfa moleculzr e inmovilizacién enzimftica gque
pudieran representar una solucién m&s viable y econémica para

degradar a estos contaminzntes xenobidticos.
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Comentario Final.,.

El haber seleccionzdo este tema de investigacién constitufa
un reto en si, especialmente por que la bibliograffa es difu-
sa y carece de muchos datos cuantitativoes e.inclusive inter--
pretaciones a nivel fisioldégico. Este tipo de proyectos es -
difigil por 1é gran variedad de sustratos existentes y por la

metodologfa tan sensible que debe aplicarse en cada caso,

Sin embargo, se considerz que se ha cumplido el objetivo al
haber demostrado cierto grado de degradacién y sobre todo, el
heber eportado datos cuantitativos en términos de le mismz de

gradacién.

El eéxplicar toda le naturaleza
constituye una terea demasiedo
diffcil para cuzlauier horbre y
afn vare cuzlouier época. Es mu
cho mejor hacer un noco con cer
tidunbre y dejar el resto & los
que vengan desnués de ti, oue

explicar todas las cosas.

Iszac Kewton.
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