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RESUMEN.-

Los pl~sticos son compuestos ~icos que perduran en el 

medio ambiente por que se degradan muy lentamente o no se 

degradan. Los microorganismos, en especial los hongos soJL 

oapaces de degradarlos aunqua en proporciones disc:netas. 

En este trabajo se muestran evidencias cuantitativas acerca 

de la degrndaci~n del acetato de polivillilo que se us6 como 

sustrato. La deg:radaoi6n ~e relaciona con la fisiolog_~a de. 

los hongos, illvoluora.dos durante el proceso. Tambi~n ee all!' 

liza la relaci4n O/N, las condic±onea de crecimiento lim,! 

tado 1 la acci6n de la eaterasa qua es la enzimB responsa­

ble de la fragmentaci6n inicial del poL!mero. 

REStJME.-

Plastics are synthetic oompounds able to persist in the 

the envirolllllent because of a slo~ degradation or not de~ 

dation at all. Microorganiams, speoially :fungi do degra.d~ 

them even 1n small proportions. In this thesis, qu.antita-­

tive evidences are sho\7ll on the degre.datioa of poJ.yvinyl 

acetate used as subatrate. The degradation.procesa; is re­

lated with the fu.neal ph¡aiology du.ring_ the whole procese. 

The c¡N ratio is aleo analyzed and discussed, as well as. 

the conditions of limitad gro~th and final~ the esterase 

role 1n the initial breakdown of the polymer. 
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]NTRODUOCION 

El hombre como ente bio~gico ha sufrido una serie de cambios 

morfoldgicoe, fieiol6gicos y paicol6gicos que le han permitido 

sobrevivir y perpetuarlo como especie• Toda esta dirutmica lenta 

y gradual constituye el proceso evolutivo desde au apa.rici~n ~ 

hasta nuestros die.e, situacidn que le ha permitido manifestar­

se como el ser racional con mayor capacidad para optimizar 1 

explotar los :r:ecuraoe que le rodean'. 

Uno dé los logros ~e significativos del hombre moderno ha 

sido el desarrollo de una tecnolog!a química basada en la trana 

formac~n de los numerosos hidrocarburos derivados del petroleo• 

A trav4s de esta tecnología ha mostrado un talento especial para 

dieene.r e introducir nuevos compuestos en la naturaleza, loe 

cuales al surgir en el medio ambiente han tenido cierta dificU! 

tad para incorporarse a la dinl!mica natural del Ciclo del Carb~ 

no. Es decir, por ser extrafios al medio, 4ste no posee los me~ 

nismos necesarios para degradarlos o eliminarlos en forma efi-­

ciente; ello se traduce en una acumulacidn gradual que va incr~ 

menti!ndose en func~n del tiempo, hasta llegar a considerarse -

como una contaminaci6n. 

El af~n de confort y bienestar que el hombre ha manifestado 

en las .,n.timas tres décadas se ha reflejado en el incremento de 

la produccidn de art!culoe desechables 1 su corre!J!londiente con. 
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sumo. Esto a eu vez ha propiciado una alarmante proliferaci~n 

de desechos s6lidos que contaminan el euelo 7 los cuerpos de 

agua. Entre los contaminantes ¡¡Uta reeietentee a la degradac~n 

se encuentran loe pl~eticoa·. La causa principal de eu persis­

tencia estriba en eu estructure. molecular que ofrece escasa o 

nula posibilidad de reaoci~n, debido a que loe radicales 

reactivos estan bloqueados por las fuerzas intermolecularee 

del pol!mero 30• Ade~e de la estructura, el complejo molec~ 

lar resulta ser altamente hidrof~ico. Estas caracter!sticas 

hacen que los p~eticos se degraden en forma casi impercepti­

ble, de tal manera que la velocidad con que se degradan estos 

pol:!meros es infinitamente menor a la magnitud con que apare­

cen en el ambiente, gene~dose as! la contamina.ci~n. Para -­

evitarla, se ha recurrido a diversas alternativas, tales como 

la incineraci~n, la reduccicSn a part!culas de menor tamaflo se 

guidas de un reproceeo o una combueti.6n 1 , el relleno sanita­

rio, la reclamaci6n y c1rculaci6n en otro tipo de art!culos y 

tuber!a de uso inespec!fico, 2 •3.. Inclusive, algunas compa-­

n!ae transnacionales consideran a los pl~sticos como un exce­

lente material ener~tioo en el suministro de calor y eleotr~ 

cidad4 ,todos estos procedimientos a.dn estan en desarrollo; -

es posible que esten optimizados, solo que al parecer, los 

costos de operaoi.6n son bastante elevados por ahora, poco 

pl'l!cticos {mano de obra, costo de combustibles, transporte, 

tiempo, contaminaci~n por humos, polvos y part!culae indesea­

bles, etc.). 
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Es un·hecho quela oontaminaci~n por pl~sticos es un problema 
/\ 

mundial especialmente en aquellos paises con mayor capacidad de 

consumo¡ sin embargo, otros que no son fUente de contamine.ci6n 

también se han visto afectados por la dispersi&n de estos mate­

riales 5. El hecho de que sean muy ligeros lee permite flotar 1 

dejarse ll>evar basta sitios muy lejanos con respecto a su lugar 

de origen,· 6 •7 • 

Es natural que la contaminacidn a "control remoto" persista 

en las aguas superficiales y cause estragos en la fauna marina. 

De hecho, ya se han reportado algunos caeos de daf!o me~nico 

(oclusidn y asfixia) en peces, 8,9,10 .• 

Ante toda esta problem~tioa tan compleja, el hombre en un aft!n 

de redimirse ha orientado su mejor esf'uerzo para resolver esta 

situaci6n 1 se ha abocado a ensayar diversas alternativas. A co~ 

tinuaci&n se mencionart!n y oomentan!n las que a nuestro juicio 

se consideran las ~s promisorias en virtud de su viabilidad ec~ 

n6mica y que no implican elementos de contaminaci&n·aecundaria. 

Dichas alternativas son: 

ah- Degradaci&n de pli:!eticoe por vie. microbiana 

b).- Incorporacidn de materiales biodegradables 

durante la manufactura de lruninae pl~stica.s. 

oh- Degradaci6n inducida por exposici!Sn a la ra­

diaci!Sn ultravioleta (rayos solares). 

En las dos primeras se considera a loe microorganismos como 
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los '1nioos capacee de degradar diversos materiales plllaticos. 

De hecho ya han surgido algunos reportes descriptivos de estas 
experiencias, ll,12,13,14,l.5,16,l.7 118 119,20,21,22 1 23,24,25 y 26 .• 

El. tercer método es ya una realidad gracias a los estudios rea 

lizados por el Dr. Gerald Scott de la Universidad de Eirmingham 

en Aston; en 1972 27• El profesor Scott descubri.6 que la dosi­

ficaci.6n y el agregado de los aditivos durante el momento espe­

cifico de la manufactura son decisivos en la fotodegradaci4n da 

estos materiales 28·• Adem.lte de Inglaterra, Ce.nada y Suecia han. 

experimentado esta posibilidad con éxito. Sin embargo, al pare­

cer, son razones socioecon~micae las que hasta ahora han retar­

dado el desarrollo y la aplicaci~n de esta metodolog!a 29. 

Aunq ue ahora no podemos afirmar categor1camente que los mi­

croorganismos sean una soluci6n a este problema; sin embargo, 

pudiera ee:xr que en el futuro' mediante técnicas bioqu:ímicae 1 

genéticas se les indujera a metabolizar estos sustratos con -

mayor rapidez.y eficiencia. 

El. objetivo de este trabajo es presentar evidencias cue.nti~ 

tivas de la degre.dac:1.6n·del acetato de polivinilo por ~icroor­

ganismos, en especial por especies del género Aspergillus. Al 

mismo tiempo, mostrar algunos resultados logrados oon cepas -

cape.ces de degradar el acetato como dnica fuente de carbono, 

as! como interpretar algunos cambios que se verifican en el 

transcurso de la degradaci6n. Las conclusiones son generales 

y para comprender los aspectos finos, sen!n necesarios estudio~ 

posteriores. Espere.moa que este modesto conocimiento promueva 

el inte~s de otros a buscar estrategias mita efectivas. 



Caracterietia.as Generales de los Pl~etiaos. 

PJ.t!sticos.- Vocablo proveniente del lat!n Elasticus o del 

griego plast1k6s, que significa moldeable, se dice que los 

pldsticos siempre oon polímeros sintéticos susceptibles al. 

moldeo por acc16n del calor y la presi6n. Dichos pol!meros 

de alto peso molecular catan formados por mon6meros oonstitu! 

dos basicam.ente por carbono e hid~geno·. Son s6lidos en· su e! 

tado termine.do 33,34• 

Por regla general se utilizan el calor y la presi6n combin! 

dos para moldearlos, en algunos basta solo con el calor o solo 

con la preai6n o por vaciado. La induotria moderna de los plA! 

ticos opera principalmente con materiales mold.eablea fabricados. 

partiendo de compuestos quimicoa·3l, 32
9 

Composici6n.- la composici6n y estructura de loa pl4sticos 

consiste fundamentalmente en un agregado de moléculas orgifo_! 

cae y un porcentaje menor de materias lubricantes·35. Para m! 

jorar sus propiedades suelen contener cargas minerales o ve~ 

tales, plastificantes, rellenos, estabilizadores, etc. 

Loe plastificantes, ya sean líq~uidos o s6lidos son compuestos 

q ue poseen baja tens~~n de vapor, se a.fiaden en proporci6n de 

10-40% en peso de la composic~n fine.l con el fin de mejorar la 

calidad del moldeo, aumentar la plasticidad y flexibilidad 1 la 

resistencia a la flexibilidad. Como ejemplo de estoe coadyuvan­

tes, se pueden citar a loe ftalatos, los fosfatos, etc. 



i;os rellenos, se usan pa.ra dar al producto pl~stico las pro­

piedades me~nicas y ellctricas deseadas, confieren resisten­

cia al calor, al agua y a otros agentes quhieos. Aproximada­

mente constituyen un 20-50% en peso de la composici.6n final. 

Loe rellenos m~s usuales son: harina de madera, asbesto, mica, 

lharina, de mi!rmol, eto. 

©>lorantes l Pigmentos, generalmente son coloree orgi!nicoe 

que ta.mbi~n pueden servir como materiales de relleno. 

Estabilizadores; eon los agentes químicos encargados de con­

ferir mayor resistencia a alguna fuerza degradante externa como 

el calor, la luz UV 1 etc Los m~s comunes son ésteres de ~cidos 

grasos de elevado peso molecu1ar. 

Los Compuestos de Vinilo.- Las resinas de ~eteres de vinilo 

se conocen desde hace mas de cien anos, pero su desarrollo co­

mi.erc.ia.l en los Estados Unidos es mucho md'.s reciente. Los m!e 

importantes para la industria son los acetatos y los cloruros 

polivinílicos, loe copol.!meroa de cloruro y acetato de vinilo 

y acetales polivin:!licos. Klotte y Rollett 35 reportaron en 

1917 la formaci.6n de una resina a partir del acetato de vinilo 

en presencia de 6xidos o per6xidos. En 1929 Oetromielenky 35 

describi6 la preparaci6n de cloruros polivin:!licos de diversas· 

solubilidades. En 1932, Lawson 35 patentiS un mhodo pare. fa­

bricar el copol!mero cloMo-e.cetato. 



Acetato de Vin1lo·33,35 el acetato de vinilo ~iCHOOCCH3 
tiene un peso molecular de 86.09 ¡ ~e un l!quido incoloro, 

m6v11, inflamable, con olor penetrante caraoter.!etico pero no 

desagradable. Sus vaporee tienen efectos irritantes sobre loe 

ojos, probablemente por su hidr~lieie en ~cido ac$tico r ace­

taldehido. Se usa principalmente en edheaivos r revestimientos 

para papel, textiles y cuero. En la preparaoi6n de pol.!meroe, 

copol!meroa 1 resinas derivadas de sus polímeros, como el -

aloohol polivinílico y loe aoetales de pol::l!'-linilo. Tambi~n en 

la síntesis de medicamentos y como agente de aoetilaoi8n. 

Propiedades: en la Tabla l ee dan algunas propiedades del 

acetato de polivinilo• 

TABLA I. Algunas propiedades foicas del acetato de vinilo 

P.eb., •c. 
P.f., •c. 
d. . 
d~ 
n: 
Vucosid.:Jd a 20' C., cc:ntlpoUcs 

hesi6n de vapor a 20" C., mm Hg 

Temperatura crit., •c. 
Presión c1ít., atm. 
Tc.nsi6n superficial a 20• C., din:i.s/ 

cm' 
Pan coro 
Momento dipobr (U X 10") 
Calor especifico (vapor de 1 :um., 
1- 1)(10) 

Punto de inílam:ición (vaso abierlo 
Cl"·eland J, 'C. 

Temperatura de autoi~ici6n 1 •c. 
Calor latente de \•aporiución1 Kilo-­

cal./mol 
Ca1or de fonn:1ci6n a p:i.rtir de ace­

tileno )' ~cido acético, Kiloc~./ 
mol 

Calor de combuui6n, Kilocal./mol 
C:aJor de polimerización, Kilocal./ 

mol 

72.73 (14, 17, 2S) 
-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) 

Valor 

90 (17),log,,p•M - - 0.05223.; 34433 + 8.091 (H) 

228.9 (H) 
22.4 (39) 

23.95 ( 11, 21) 
205 (t 1) 
1.75 ( 13) 

C, - 22.5 (20' C.); 27.3 ( 100' C.) 

-5 (17),-1 (2) 
427 (2, 23) 

7.8 (17).8.~t (I~) 

AH - -28.3 (17) 
495 (17) 

21.3 (8, 13) 

Tomada de Dickstein y llouchard 35. 
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El acetato de vinilo es soluble en el agua en proporo~n de 

2.¡ g/100 g de agua a 20º o y de 2.1 g/100 g de agua a 50 ° o. 

Reaccionee,-la reaoci6n wta importante del acetato de vinilo 

es BU f~cil pol1:merizac16n en presencia de un per6xido o de ~ 

otros catalizadores, pero tiene poca tendencia a polimerizarae 

en ausencia de catalizadores y de la luz. Esta reaoci~n ea la 

fuente y el punto de :partida ;para la s!nteais en gran escala 

del acetato de polivinilo, del alcohol polivin.!l.ico 1 loa aco­

tales polivin.Ílicoa. El acetato de vinilo se h1drol1za con -­

~cidos o ~lcalis diluidos, formt!ndose dcido ao&tioo (o la sal 

correspondiente cuando se uoa dlcali) 1 el acetaldehido. !a 

facilidañ del acetato de vinilo ;para fo:r.l!lElr ~cido acético y 

la volatilidad del acetaldehido hacen del acetato de vinilo 

un agente de acetilac~n conveniente para los alcoholes; por 

ejemplo, se prepara facilmente acetato de n-butilo calentando 

una mezcla de acetato de vinilo (que contenga la aal cmprica 

como inhibidor de la polimerizaci~n) y el alcohol n-but!lico 

con indicios de ~cido sulf'llrico y separando continuamente el 

subproducto acetaldehido en la col~. EJ acetato de vinilo 

se condensa con el acetaldehido y fol'Jlla acetales; con el fe­

nol forma o-vinilfenol y a alta temperatura acetato de feni 

lo. Por calentamiento con ~cido acético en presencia de -­

~cido sul:f1Ir1co se forma diacetato de etilideno, que a temp! 

ratura m!fa alta se descompone 1 produce anhidrido ac~tico 1 

acetaldehido• 
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El acetato de vinilo se usa en la preparaci6n de ~steres vini­

licos de alto punto de ebullioi~n, mediante una reacci6n de in~ 

tercambio• 

Manufactura,35 en la fase l!quida: este viejo proceso comercial 

consiste en la reacci~n del acetileno con dcido ac~tico a unos 

80 ° e en presencia de una eal merc'lirica del dcido sulillrico. 

o 
u 

CH s CH + CH3-coOH --- C~=CH- O - C - CH3 

El reactor estd adaptado con un condensador que se mantiene a 

72-74 ° C y que permite el paso del acetato de vinilo en fase S! 

aeosa (la oual es barrida posteriormente por una corriente de -

acetileno), haciendo regresar el lfcido ac6tico .. Los vapores se 

enfrian, el acetileno se recircula ¡ el acetato de vinilo se ~ 

rifica por destilaci6n. 

En fase de vapor1 dentro de un reactor se mezclan acetileno 

(en exceso) y dcido acético gaseoso. Ie. operaci6n se realiza a 

190-220 ° c. El tubo de la reacci6n contiene un catalizador de 

acetato o silicato de zinc que promueven una conversi6n del 50% 

del ~cido ac~tico. Loa vapores resultantes se enfrian, el ace­

tileno se recircula y el liquido 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 primas y otros catali:iadores. 

La metodología ¡ los detalles estan descritos en el trabajo de 

Dickstein y Boucbard 35 • 
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Polimdrizaoi~n, la primer producci~n comercial del acetato 

de polivinilo se realiz6 en Alemania en 1920 27 • El acetato 

depolivinilo ee puede polimerizar en varias formaes a granel, 

en eoluoi6n, en euepensi6n y en emulsi6n. En la·pl'ttctica come! 

oial se prefiere la polimerizac16n en emulsi~n debido a que se 

usa directamente en productos solubles en agua, como los adhe­

sivos y las pinturas 31 • 32• 

Polimerizaci6n en Emulsi~n 

Como un ejemplo del tipo de proceso que se lleva a cabo en la 

pol1merizaci6n, se describe someramente la preparaci6n de emul­

eificantes. Generalmente se lleva a cabo en un reactor con a.gi­

taci6n,con chaqueta para calentar y enfriar. Como ejemplo, se -

puede considerar la siguiente formulaci~n 35, 

Acetato de vinilo (libre de inhibidor) 

Agua 

Hidroxietilcelulosa 

Poli (etilén glicol) éter del 

alcohol li!urico 

Dodecilbencensulfonato de Sodio· 

Bicarbonato de sodio 

Persulfato de potasio 

100 :partes 

100 

2.5 coloide 

2.5 tensoaotivo 

0.1 tensoactivo 

0.5 amortiguador 

0.5 iniciador 

La reacci6n se realiza a 75-80 ° e durante 2 horas. Es altamen­

te exot~rmioa, de tal manera que es preferible trabajar con un 

tame.flo fino de pardcula. El amortiguador sirve para disminuir 
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la hidr6lie1e del acetato de vinilo. El resultado es una emuls~n. 

Estructura, el alcohol polivinilico adopta durante el proceso 

una estructura de cola a cabeza. Esta configu.ra.ci6n se demuestra 

cuando no hay reacci6n ni coneum.o del dcido pery6dioo o del te­

tra.acetato de plomo. Se considera que ambos reactivos fragmen­

tar!an loa di olee en poaicidn 1-2 si la diaposicidn no fuese 

cola a cabeza. Esta situaoidn abre la posibilidad de que existan 

dos tipos de ramificacidn en la configuracidn del acetato de po­

livinilo. La alcohdliais del acetato de polivinilo sugiere la 

eliminacidn de las arborescencias de las cadena.a transferidas 

hacia el grupo acetato, de tal manera que no ee eliminan las ar­

borescencias que han reaccionado por adicidn a la cadena. 

l;I 
1 

Estructura del Acetato de Polivinilo. 
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Por lo anterior, se deduce que el alcohol polivin!lico tiene 

un grado de polimerizaci6n mucho m4a bajo que el acetato, del 

cual se deriva. Al parecer, las arboreaenciaa del acetato pro­

vienen de la transferencia del radical acetato. Adew:!s, el aci 

tato de polivinilo ea e.morfo, mientras que el alcohol polivin! 

lico es cristalino. Ea poeible·que el radical hidroxilo sea lo 

euficientemente pequefio como para incluirse en una estructura 

cristalina que ea muy semejante a la del polietileno. 

Impacto Ambiental· · 

Aunque en nuestro paie no existen estudios acerca del impacto 

ambiental del acetato de polivinilo, por las características S! 

fialadas se puede inferir q ue se hidroliza facilmente acidifi~ 

cando el medio, por lo tanto altera el pH del medio circundante. 

Siendo u.na materia prima y producto a la vez, es un agente que 

al descargarse en los efluentes de salida altera t9.lllbi~n la DBO 

ya que es un compuesto de f~cil deacomposici6n en el estado li­

quido. Durante la fabricaci6n de resinas y pinturas causa irri­

taciones en la piel y las vias respiratorias del personal ex-­

puesto al compuesto. El da.íl.o o·la 1rritaci6n ea proporcional al 

tiempo de exposici6n y a la concentraciJSn del pl~atico. Este,· 

en condiciones de poca solubilidad adopta la forma s6lida 

característica de estos polímeros. Su adherencia es tal que 

inclusive, también se usa en la industria de pegamentos. 

No se tienen datos acerca de loa volmnenes utilizados en nues­

tro pa!s, ni la toxicología del mismo. 

l. 
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Aislruniento de microorganismos. · En esta etapa se aislaron 

microorganismos mediante la técnica del cultivo selectivo, es 

decir, microorganismos que tuvieran la capacidad de crecer 1 

multiplicarse en un medio cuya dnica fuente de carbono fuese 

el p~stico; en este caso, una suspensicSn de acetato de pol1-

vinilo. Este material fÜ4 proporcionado por un fabricante de 

telas abuJ.adas bajo el nombre clave de DM-60, donde la cifra 

corresponde precisamente al porcentaje de pl~stico en dioba 

suspenaicSn-

Loa medios de cultivo utilizados fueron: 

Medio 1 

K2HP04 
KCL 

(NH4)2 so4 

MgS04 

Medio de Suzuki 36 • 

(HH4)2 so4 

XH2 P04 

~ fil>04 

MgS04 
NaCl 

P'eso4 

1.0 g/l 

0.5 g/l 

0.5 g/l 

0.2 g/1 

l.O g/l 

0.4 g/l 

3.2 g/l 

0.2 g/l. 

0.1 g/l. 

0¡,Gl g/l 
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En ambos casoa ee ajust6 el pH a 4.5 1 1.0 con el fin de 

favorecer el crecimiento de hOJl80S y bacterias respectivamen­

te. El plAstico, una suspeneidn de DM 60-ae adicion6 a loe -

medios en proporci6n de 1.0 g/l. El fabricante, aunque no 

proporcion6 la fdrmula exacta, inform.6 que la auapena16n co~ 

tenia ftalato como plaatificante y ade~s un fungicida mercu­

rial en concentraci&n de 0.3 - e.8 ~. 

Los medios de cultivo utilizados para purificar y conservar 

las cepas aisladas fueron: Agar Nutritivo y Sabouraud Glucosa 

4 ~ Agar. En todos los caeos, los medios se prepararon y es­

terilizaron de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado anal!tico. 

Seleccidn de las Cepi;s.- En virtud de que se considera al 

pl~stico como un sustrato dificil de degradar, se deoid16 

realizar los cultivos selectivos en liquido. Los in6culoa se 

tomaron de aguas negras y de sitios donde existían pl~sticos 

s6lidos acumulados. En el caso de las aguas, se tomaron mue~ 

tras de 1 ml y se diluyeron con 9ml de agua estéril. El ran­

go de dilucién final f'ué de 1¡500 • Cuando se trat6 de un 

in6culo de suelo, se añadid l.O g de suelo a matraces que -

conten!an 49 ml de medio estéril. En este caso la diluci6n -

!u.S de 1 : 50 ·• Como explicamos anteriormente, se realiza­

ron aislamientos para hongos y :para bacterias en funci6n de 

la acidez-alcalinidad del medio. En todos loa caeos, los ma­

traces se mantuvieron en incubaci6n estacionaria. Loa medios 

diseñados para el crecimiento bacteriano fueron incubados a 



33 o e y loe de or.eoimiento i'ltngioo a 25 o c. La .incubacidn 

dur6 28 diae, durante loa cuales se retiraron alicuotae a 

los o, 7, 14-, 21 y 28 die.e respectivamente para examen mi­

crosccSpico y para estriado sobre el mismo medio solidifiO! 

do con agar al 2%. Esta modalidad nos permit!a apreciar la 

morfología microbiana y al mismo tiempo comprobar eí desa­

rrollo en forma colonial,.lo cual se considord sin6ni:mo 

. de viabilidad. 

15 

PreparacicSn del IMcu.lo. · La.e cepas que mostraron capaci­

dad de eobrevivencia. y viabilidad fueron i'l!ngice.s. Ninguna 

de las cepas bacterianas permaneci6 viable a lo largo de la 

incubaci6n, de te.l manera que las cepas seleccionadas se hi 
ciaron crecer en Saboura.ud Glucosa 4 % Agar a temperatura -

ambiente durante 4 dias, que fué tiempo suficiente para pe,:: 

mitir el desarrollo de esporas. Estas se suspendieron en 

agua destilada estéril y se contaron en una cdmara de Neubauer. 

Los 1n6oulos siempre se realizaron ajustando el volW.Uen nece­

sario de la suspensidn de esporas hasta obtener una concentr~ 

ci6n final de 3 x 103 esporas mi·l • 

Condiciones de Cultivo. Para loe estudios de degradaci6n 

se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 m1 conteniendo 50 ml 

del medio de Suzuki ajustado a un pH de 5.0 • El in6culo se 

prepar6 en la forma descrita previamente. La incubacidn se 

realizcS durante ll dia.s a tempera tura ambiente ( 22-25 ° e) en 
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condiciones de agitacidn (150 rpn) en un agitador rotatorio 

Rew l3runaw1ck. A lo largo de la incubacidn ee :fueron fomando 

alícuotas para determinar pn, peso soco, azdcaree totales, 

proteina ¡ DNA. 

~etermi.nacidn de 12!!• A loa intervalos sefialados se tomaron 

diversas alícuotas a las cuales se lee determin6 el pH en 

un potenci6metro digital Orion previamente calibrado con -

amortiguador de pH 4.0 • 

Determinaci6n de Peso Seco. ·El contenido total de cada matraz 

se centrifug6 a 10,000 rpm durante 7 minutos en una centrifuga 

Sorvall RC 25; ·en todos loa casos ae deaech6 el sobrenadante 

después de cada lavada. Para. lavar·la biomasa, se le reauapen­

di6 con agua destilada durante 3 a 4 ocasiones; finalmente se 

transfiri6 el micelio a receptdculos de papel aluminio previ~ 

mente· tarados. Estos se introdujeron a una estufa para secado a 

60 - 70 ° C hasta obtener pesos constantes. En forma paralela se 

introdujo un testigo bajo las mismas condiciones con el prop6-

sito de corregir la cantidad de ~V residual en el micelio. Los 

resultados se expresan en mg de micelio seco/ml. En todos loa 

caeos, se tom~ micelio seco para realizar las determinaciones, 

excepto en el de la cuantificaci6n del DNA, que fu6 en peso 

conocido del micelio hi!medo. 

Determinaci6n de Proteina. Para realizar esta determ.inaci6n, ae 

tomaron muestras de micelio seco previamente pesado. Dichas 

muestras ae hidrolizaron con NaOH O.l ! a ebullici6n durante 5 
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minutos, la cuantificaci6n se realiz6 de acuerdo con la técni­

ca de Lowry 37 usando un eepectrofot6metro Zeise Hit II a 275 nm. 

La curva tipo ee prepar6 en un rango de 0-200 mg utilizando como 

estandar albdmina de suero bovino. Los resultados se eX1Jresan -

como p..g de proteina/mg de micelio seco. 

Determ1naci6n·de Azúcares·Totales. Igual al caso anterior, las 

muestras consistieron en pesos conocidos de micelio seco. La de­

term1naci6n se realiz6 mediante la t~cnica de la antrona 38 , -

utilizando para la cuantificaci6n un eapectrofot6metro Zeiss Hi1 

II a 540 nm. La curva patr6n se realiz6 con una soluci6n de 

glucosa en un rango de O - 100 mg. Loe reeultadoe se expresan 

como ~ de azdcares/mg de micelio seco. 

Determinaci6n de DNA. El ~cido deeoxiribonucleioo se cuant1-

fic6 por el m~odo de :Burton 39 con u.na modificaci6n que consis 

t16 en sensibilizar la reacci6n mediante la adici6n de O.l m1 

de acetaldehido acuoso (16 mg mi-1 ) por cada 20 ml de reactivo 

de difenila.mina e incubar loe tubos a 30° e durante 16 - 20 h. 

Para lograr mayor precisi6n, se extrajo el micelio h\imedo en 3 

ocasiones con 3 m1 de HCl04 0.5 !! ; cada una a 70º e durante 

15 minutos en un baño con termostato. Los extractos obtenidos 

ee colectaron y se aforaron a 10 m1 con HCl04 0.5 ! de los 

cuales se tomaron al!cuotae de l m1 para el análieie en un es­

pe ctrofot6metro Zeies PM II a una longitud de onda de 360 nm. 

La curva tipo se realiz6 con DNA comercial (Sigma D 2001) 

extra.ido de Eecherichia coli, se establec16 una curva pa.tr6n 
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de O - lOOpg. Los resultados ee expresan como ;p.g de DNA/m.g 

de micelio seco~ 

Preparacidn·del Extracto Enzim~tico. Los extractos donde se 

realizd la cuantificacidn de la actividad esteri!sica se obtu­

vieron de acuerdo con la técnica de Nealson y Garber 40 • Dicha 

t~cnica recomienda recolectar los micelios a los intervalos se­

fialados pasdndolos a trav~s de varias capas de gasa estéril. El 

micelio se resuspende en amortiguador de fosfatos 0.05 !! (pH 6.5) 

usando aproxillladamente lg de micelio por cada 3 ml de amortigua-
~ 

dor, la auspensidn se guarda en el refrigerador. Los extractos 

se prepararon por maceramiento en un mortero asentado en un baí'1o 

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 centrifuga re­

frigerada Sorvall RC 25 durante 20 minutos. La determinacidn 

cuantitativa se realizd en los sobren.a.dantes y el precipitado 

resuspendido en el mismo amortiguador. 

Determinaci6n Cualitativa de la Actividad Esteri!sica. Las evi­

dencias prelilllinares de actividad este~sica se desarrollaron 

"in situu. Las diferentes cepas f\1ngicaa se sembraron en placas. 

conteniendo el medio de Suzuki complementadas con el sustrato 

pl~stico en la concentraci6n habitual. Cuando las cepas empeza­

ban a esporular, se colocaron papeles fieltro estériles impregna 

dos con concentraciones conocidas de un sustrato id6neo, en este 

caso, el J3 naftil acetato 43 • El color original de éstos es 
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amarillento, la presencia de radicales 4ster se manifiesta con 

un vire al color azul. 

Determinaci'on Cuantitativa de la Actividad Eeteril'.eicaó El 

ensayo para determinar la actividad estel'(Ísica está basado en 

las reacciones descritas por Mann y Saunders 41 , y el método 

de Rapport y llonzo 42 • La determinaci6n se bnsa en las reacci~ 

nea de los radicales éster con una hidroxilamina alcalina para 

formar un écido hidroxi!mico (!), éste forma un complejo con las 

salee férricas en un medio ácido (II), · La colorac16n es di~ 

rectamente proporcional a la reacci6n y presenta un méximo de 

absorci6n en el rango de 530 nm. 

R-CO.O.oR• + HoNHOH ~ R' OH + R-CO-Nl!OH (I) 

R-CO.NH.OH + Fe+++ 
NH- O 

R-C"' 1 
~0--Fe 

(II) 

Reactivos. El éster utilizado para elaborar la curva patr6n 

filé el acetato de etilo (PM 98.3) , Las concentraciones se 

prepararon en soluciones diluidas con agua destilada, El regu­

lador de fosfatos (pH 7.0) se prepar6 a base de KE2Po4 O,l M 
y Na2HP04 O.l M • De estas concentraciones se realiz6 una me~ 

cla de 34 + 66 ml respectivamente, El clorhidrato de hidroxila-
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mina al 10 % se alcaliniz6 con NaOH al 10 ·f. libre de co2• IA 

mezcla final se produjo en relac16n l:l. El•cloruro f~:rrico 

para desarrollar la reacoi&n se prepar6 al l ~ en una soluci6n 

de HCl 0.2 !!, • 

C~lculo de la preparaci6n del sustrato (acetato de etilo) con 

peso moleC\l.lar de 98.3 • Se disuelven 0.983 ml de aceta.to en 

etanol acuoso al 50 % , la soluci6n se efectda en un matraz 

aforado de 100 ml, de ésta se toma una alícuota de 1 ml y se -

diluye 1:10 con agua destilada. Esta diluci6n corresponde a 

1 x 10-5 moles/ m1 o sean 10 Jl moles/ml. 

Preparaci6n del Clorhidrato de Hidroxila.mina al 10 %. Se di­

suelven 5 g de hidroxilamina en 50 ml de agua destilada. Por s~ 

parado se prepara la sosa al 10 %1 disolviendo 5 g de NaOH en 

50 ml de agua destilada libre de co2 • El reectivo de la hi~ 

droxilamina alcalina se obtiene mezclando partes iguales de 

los reactivos anteriores ( 10 + 10 ml)-. 

El cloru.ro férrico al l % en HCl 0.2 ~ se prepara mediante la 

soluci6n de 1 g de Fec13 en 100 ml de HCl 0.2 ! , ~ate a su 

vez se prepar6 diluyendo 1.7 ml de HCl (36 %) al aforo con 

100 ml de agua destilada. Este reactivo debe prepararse momen­

tos antes de cada determinac!6n. 

La :1Jnplementaci6n de la curva se realiz6 sin problemas, la 

determinaci6n fué automática al registrar el incremento de 

abeorbancia a 530 nm versus concentraci6n ( )1 moles ). 

Sin embargo hubo algdn problema para definir el método de 

aru!lis1e del AFV suministrado por el fabricante, as! como de 
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las muestras obtenidas del sobren.a.dante. Despu~s de numerosos 

ensayos, se procedi6 a hidrolizar al pol!mero para fragmen-­

tarlo y poder cuantificar loa radicales éster en :fu.nci~n del 

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

muestras ( 2 ml ) se vertieron en ampolletas de 5 ml y se 

procedi6 al siguiente tratamiento: 

a) Agregar 1 ml de KOH al 5 % (sol. metan6lica) 

b) Sellar las ampolletas 

e) Hidrolizar a 90 C durante 3 h 

d) Enfriar a temperatura ambiente 

e) Vaciar los contenidos a tubos de ensayo 

f) Agregar 0.4 ml ~so4 conc. y 3 ml de etanol 

g) Esterifica.ci&n durante 20-24 h a temp. ambiente. 

h) Agregar 7 ml Na2so4 saturado (35% acuoso} 

i} Extraer 3 veces con éster et!lico (5 ml a la vez) 

j} Concentrar los extractos (filtraci6n a través de 

papel Whatman No. 5) 

k) Separar alícuotas de 1 ml de los filtrados y agre 

garles 2m1 de una mezcla de KOH al 10 % v/v aou 

osa ( libre de co2 ) y clorhidrato de hidroxilami­

na al 10 % • 

1) Calentar las mezclas a 60° C durante 30 minutos 

m) Enfriar a temperatura ambiente 

n) Agregar 1.5 ml de HCl 1.0 ! 
o) Agitar ( Vortex ) 
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p) Lgregar 3.5 m1 de cloruro férrico l ~ HCl 0.2 ! 
q) Dejar reposar por 30 minutos 

r) Leer As530 nm 

El blanco consistid en un tubo con todos loe reactivos, . 

excepto el sustrato. Loe resultados son representativos de 

experimentos en duplicado y en ocasiones por triplica.do. Se 

expresan en la Tabla No. 2. 

I.e. curva patr6n del acetato de etilo y su relaci6n con las 

diferentes cepas esta expresada en la Figura No. 17. 

Loca.lizac16n de la Enzima. Con el fin de comprobar el sitio 

de biosínteeis enzim~tica, se procedi6 a ensayar la actividad 

eegih¡ el método espectofotométrico descrito. Para ello se sigui6 

la siguiente secuencia: 

l. Ensayo en el medio de cultivo (Fracci6n 1) 

2. Ruptura burda de UllB. porci6n miceliar. 

Una suspenei6n del micelio se rompe por acci6n mec~nica en un 

mortero previamente enfriado en un bafio helado. I.a actividad se 

determina en el sobrenadante (Fracci6n 2) y en el precipitado 

(Fracci6n 3). Este se reeuspende en amortiguador y se vuelve 

a determinar la actividad en la fracci6n eobrenadante (FracciASn 4) 

. I 
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7 el precipitado (Fracci6n 5). I.as centritugaciones ee reali­

zaron en una centrífuga refrigerada a 7500 r.llll durante 20 min 

(Fracciones 2 y 3) y a 10,000 rpm durante 60 min (Fracciones 

4 y 5). 

Ensayo de la Viscosidad. Otra de las·técnicas que se utiliza­

ron :para determinar la degradaci6n del acetato de polivinilo fué 

el decremento en la viscosidad del sustrato en el transcurso de 

loa intervalos de tiempo previstos. 

Si :partimos de la premisa de que loe l!quidos por naturaleza 

presentan moléculas unidas por enlaces que precisamente determi 

nan el grado de viscosidad, tendremos que inclusive el agua pr! 

eenta una viscosidad aunque sea mínima. Una molécula de cadena 

larga en soluci6n adquiere una forma algo torcida o ensortijada, 

intermedia entre una masa muy enrollada y una conformaci6n lineal 

rígida. Es de esperarse que estan representados todos los posibles 

grados de ensortijamiento debido al movimiento browniano interno 

de las cadenas ílezibles. Pero si el polímero se extiende libre­

mente como lo muestra la figura (debido a que 

un disolvente que no provee calor al polímero 

hace que adopte esta configuraci6n cuya visco­

sidad intr!nseca es alta. En cambio, al usar un 

disolvente pobre, que proporciona calor 

al polímero, harl! que los segmentos de 

la macromolécula se atraigan entre si, 

con mucho m~s fuerza que con las que se 

atraen las moléculas del disolvente, 
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por coa rc.z6n la mecromollcula e.dopta \ma :forma mr!a co1~p3.cta, 

Gº dice que la viocosidnd intr!nseca ea n~s baja, 

En general las mncromolCculaa tienden a c.w1entar 18. vir:conidnd 

de una oolución, ya que su propia estruct\lra interaccions por 

medio de fuerzus de atracc:l.6n hccicndo i::.l".s hor"oi:;cnca la 11ni6n 

intcmoleculr..r. En el Siclo l."YII I1e1~ton dedujo la siguiente 

fórr.ula plra def5..n1r la viscosidad: 

tuerza de la fricci6n o<. l 1 ~) ~ A 

donde: ~µ., = velocidad relativa con r1ue se :rmeve \Ula porci6n 

del liquido en relaci6n a otra ~e la misma na~ 

raleza, 

~A = define el área de contacto entre los dos líqui­

dos, uno que se mueve con respecto al otro. 

~~ = describe la distancia inversamente proporcio­

nal a la distancia entre los centros del flujo, 

ea decir, éste será m~s fácil en el centro que 

en las ca~s adyacentes a las psredes del vidrio 

debido a la resistencia que se opone al flujo 

continuo, 
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i la ecuac16n anterior se introduoe una constante de propor­

cionalidad ~ quedando: 

~uerza. de la fricci6n = ~ ( ~;) ~A 

donde~ representa la viscosidad (coeficiente de fr1cci6n). 

La viscosidad da un liquido se puede medir exper:!Jnenta.llllente 

de muchas maneras, la. m~a p~ctica ea midiendo la velocidad de 

flujo de un liquido a través de un tubo capilar 44 • Ea ldgico 

que un líquido viscoso flui~ m~a lentamente a través del ca­

pilar en comparacidn con un líquido menos viscoso. L9. velocidad 

de flujo a través de un tubo es directa.mente proporcional a la 

viscosidad si el tubo ea lo suficientemente estrecho como para 

permitir el flujo laminar. Esto implica que cualquier porci6n 

del volumen en el tubo fluye constantemente en una direcci6n 

paralela a las paredes. En el capilar del viecosímetro siempre 

se obtiene un flujo laminar debido a que se necesita una carga 

de baja presidn y un capilar de diámetro pequefio para r-~ntener 

la velocidad por debajo del nivel critico donde empezaría la 

turbulencia. 

Por medio de la ecuacidn de Poiseuille: 

es factible determinar el tiempo de flujo ;para un voliimen de­

terminado de liquido a través de un ca.pilar y comprobar que 
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lote ee directamente proporcional a su viscosidad e inversamen­

te proporcional a la preai6n P aplicada al liquido. Dado que 

la preei6n es debida solo al peso del liquido en el tubo, debe 

ser directamente proporcional a la densidad t de ese liquido, 

es decir, a la altura del menisco en el tubo del viscosimetro. 

Si las dimensiones a y l son propias del viscoe:ímetro, 

entonces la viecosidad de un liquido se puede determinar con 

solo saber su denaided y el tiempo de flujo en un viecoa!metro 

previamente calibrado. Entonces ea factible relacionar las pr~ 

piedades mencionadas en la ecuac16n: 

donde: V\:=,l~-t 
J<.= constante característica del viscos:ímetro 

e.= densidad del liquido 

te tiempo de flujo 

Loa valorea para "\ se expresan en dinas por cent!metro 

cuadrado por unidad de velocidad. Ejms g.cm-1 seg-1 

tambi~n se le llama poiae y se considera la unidad. 

Descripción del Viscosimetro. 

a} Diagrama del viecosimetro usado en el eXJ>erimento. El 

tubo capilar se extiende de x1 a x2 • El tiempo de 

flujo ee mide a partir de que el menisco pasa de x
0 

al 

tiempo que alcanza x1 • 
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b) Eete aditamento ee utiliza para inducir presi6n en el 

brazo m~s largo del viscos!metro y se asegura a él m! 

diante un capuc~n de hule. Se utiliza pare. inyectar 

l!quido en el sistema y para desalojarlo. Como se puede 

apreciar, es una aguja hipodérmica adaptada a tubería 

de hule. La aguja precisamente se inserta en el capu­

oh6n para garantizar la hermeticidad. 

Operaci6n del Visoos!metro. 

c) Para operarlo, se llena el viscos!metro por su porci6n 

más estrecha y se succiona hasta que la muestra haya 

llegado al punto ~ • Con el·viscosimetro en poeici6n 

horizontal, ajuste el nivel del líquido al punto ~ 1 

para lograrlo retire el exceso de liquido con una 

pipeta capilar. Vuelva el viscos!metro a su posici6n 

normal, introd~zcalo en un bafio de agua previamente 

ajustado a 25 ° O y asegl!relo con un sujetador. Ajuste 

con el dispositivo hipodérmico el nivel del menisco 

hasta la marca Xo • Deje que el flujo baje. Cuando el 

menisco está exactamente en la marca x0 1 empiece a 

registrar el tiempo con un cron6metro. La operaci6n de 

registro se termina cuando el mecanismo llega a la 

marca de x1 • 

Ver las figuras de la ~gina siguiente. 



Operacidn del Viecoa1metro~ 

'· 

'· 

.viscosímetro capila~ 

tubc de ensayo .--

(1) ~plicador de 
succión y presión 

tapón de hule 

28 

hule 
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Decremento en la Viscosidad del Sustrato. Como ae mencion6 

anteriormente, este ensayo también se utiliz6 como evidencia 

de la degradaci6n del plástico. La disminuci6n en la visco­

sidad del pol!mero se realiz6 en alícuotas de 5.0 ml del ID! 

dio de cultivo retirados a 1015 intervalos señalados• Como te_!!. 

tigo se utiliz~ un matraz con el pol!mero, pero desprovisto de 

in6oulo miorobic.no. Le.e viscosidades se determinaron en un 

viecodmetro de Ostwald SUI!lergido en un bafio de agua a 30 ° c. 
Para lograr la bomogenizaci6n de las muestras, éstas se di~ 

eolvieron con benceno. Las impurezas se eliminaron al filtrar 

loe extractos en papel Wbatman No. l • La actividad enzillattioa 

interpretada como la pérdida de la visoosidad se determin6 de 

acuerdo con la siguiente f6rmula: 

donde: 

~ de la p4rdida de 
la viscosidad = 

Vo - vt 
------- X 100 

vo - Vb. 

Yo es el tiempo transcurrido :para el testigo 

vt para la alícuota después de 15 minuto~ 

Vb 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

cosidad en funci6n del tiempo. 
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A continuaci6n ee describen los experimentos realizados para 

demostrar la degradaci6n i\fngica de una concentrac16n (4.5 g/l) 

de acetato de polivinilo. 

= Aislamiento de las cepas capaces de desarrollarse en 

un medio mineral suplementado con acetato de polivi­

nilo como dnica. fuente de carbono. 

= Optimiza.ci6n de las condiciones de incubaci6n de 

las cepas aisladas. 

= Cinética de crecimiento y concentraci6n de proteinas, 

a~cares y DNA. 

= Verificaci6n de la capacidad degradativa del APV. 

Experimentos alternos con DOP y extracto de levadura. 

= Efecto de la concentraci&n del extracto de levadura 

sobre el crecimiento de las diferentes cepas en el 

Medio de Suzu.ki suplementado con APV. 

= Demostraci6n cualitativa de la actividad esterásica 

en los cultivos fdngicos. 



= Evidencias cuantitativas de la actividad 

esteri!sica en los medios de cultivo. Es­

tablecimiento de una curva patr6n, 
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= Localizaci6n de la enzima, 

= Ensáyo de la viscosidad en el sustrato (APV). 



32 

RESULTADOS. 

Aislemiento de las cel?!:ª• Du.rante la etapa preliminar de 

aislamientos, ee obtuvieron 21 cepas fttngicas y 7 bacteria.nas. 

En ocasiones ee comprob6 que algunas cepas i\!ngicas eran ais­

lamientos re~etidos, por lo que se restringi6 el número orig~ 

nal. Las ce:pas bacterianas oobrevivieron on un principio pero 

no lograron desarrollarse en forma satisfactoria, por lo cual 

fueron descartadas. Las cepas seleccionadas fueron todas ~ 

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

acuerdo oon ~icrocultivos y observaciones microsc6picas reali­

zadas, las cepas l y 3 corresponden al género Aspergillus. La 

cepa 8 se identific6 como Penicillium ~· Es interesante 

bacer notar que durante las incubaciones bacterianas se pre-

s ent6 un contaminante que reeult6 ser una Beijerinckia. 

Dadas las características especificas de fijaci6n de nitr6-

geno, esta ce~ sobrevivi6 gracias a su autotrof!n., pero sin 

mostrar alguna ca:pa.cidad degradadora. 

Optimizaci6n de las Condiciones de Cultivo. Ia optimizaci6n 

de las condiciones de incubac16n fu~ una fase muy laboriosa, 

máxime que no había descripci6n precisa ni antecedentes acerca 

de esta degradaci6n de plástico en el sentido estricto de la 

palabra. Si bien es cierto que Osmon y colaboradores l3, y 

Milla y colaboradores 14 disefiaron sus distemae de degrada-



ci6n, éstos fueron con plaetificantee y no con pl.deticos. las 

condiciones de 1ncubaci6n establecidas fueron: a temperatura 

ambiente (22 - 27º C) y con agitaci6n rotatoria a 150 rpm. 

En base a éstas se determ1n6 la cinética del crecimiento as! 

como los contenidos de proteina, aZ'L1caree y DNA. Al principio 

los datos no fueron muy demostrativos, por lo que se decidi6 

agregar extracto de levadura (l.O g/l) como complemento vita­

mínico y fuente de nitr6geno adicional. 

Loe resultados se pueden apreciar en las Figuras l - 4. 
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También se verific6 el pH en el que se desarrollaron cada una 

de las cepas a lo largo de la incubaci6n. En todos los casos, 

el medio de cultivo vari6 de 5.0 a 5.8 - 6.1, manteniéndose 

constante. 

Las cepas l, 3, 8, y A. niger tuvieron un rendimiento promedio 

de l.l g/l. La cepa 8 :t:u.é menor (0.9 g/l) • Sin embargo, 

esta última clarific6 ei medio en forma casi total. 
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Capacidad Degradativa del APV. Una vez que ee obtuvieron las 

cinéticas y la variacidn de los constituyentes químicos en la 

forma establecida, ee procedid a verificar si las cepaa se­

leccionadas realmente degradaban el sustrato. Para esto, se 

disefi6 y realiz6 el siguiente protocolo: 

a) Medio de Suzuki 

b) Medio de Suzuki 

e) Medio de Suzuki 

+ Extracto de levadura (l.O g/l) 

+ Di-octil ftalato (DOP) (2.25 g/l) 

+ Extracto de levadura (l.O g/l) 

+ DM 60 (4.5 g/l) + Extracto de 

Lovadura (l.O g/l) 

Los matraces se inocularon con 2 x 103 esporaa/ml en las 

condiciones mencionad~s. La incubaci6n dur6 9 dias. El mice­

lio se separ6 por filtro.cidn al vacío sobre papel Whatman No. l 

se lav6 con agua destilada 3 - 4 veces y se aec6 a 60 - 70º C 

hasta lograr un peso constante. Los resultados se expresan en 

lee Figuras 5, 6, 7, y 8. 
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Efecto del Extracto de Levadura. En virtud del resultado 

anterior, se procedi6 a cuantificar el efecto real del ex­

tracto de levadura durante el crecimiento de las cepas en 
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el medio de Suzuki y DM 60. Los resultados se presentan en 

las Figuras 9, 10, 11 y 12. 
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An~lisie Cualitativo de la Actividad Eeterlteioa. La actividad 

esterlteica se comprob6 siguiendo la descripci6n previa en 

MATERIALE.5 y METODOS. El cambio de color se realiza en 5 - 8 

minutos, alcanzando un m~ximo hacia los 30. La reacci6n ee lle­

va a cabo a temperatura ambiente y eeglfu. se pudo constatar es 

proporcional al crecimiento i'Wlgioo. Las fotos (Figurae 13, 14, 

15 y 16) muest~n la evidencia de la actividad onz~tica pre­

sente en el medio. 

Determinaci6n Cuantitativa de la Actividad Esterásica. El en­

sayo de la enzima fu.é realizado de acuerdo oon la descripci6n 

previa en .MATERIALES y METODOS. Los resultados se presentan 

en la Tabla 2 y la Figura 17. 
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Figura 13. In6culo de Aepergillue niger en el Medio de 

Suzuki, la foto de la izquierda muestra el papel filtro 

recién sumergido en j3 naftil acetato, tiempo cero. La foto 

de la derecha es un acercamiento de la anterior a loe 11 

minutos. n6teee el vire del color amarillo hacia el azul. 
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Figura 14. Determinaci6n cualitativa de esteraea. Cepa 

No. 1 en el ~edio de Suzuki.· En algunos sitios todavia 

se aprecia el tono amarillento del sustrato. Tomada a 

los 10 minutos. 
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Figura 15. Determinaci6n cualitativa de esteraea. Cepa 

No. 3 en el Medio de Suzuki. Fotografia. tomada a los 15 

minutos. 
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Figura 16. Determinaci6n cualitativa de eaterasa. Cepa No. 8 

en el Medio de Suzuki. Fotografía tomada a los lO minutos. 
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TABLA 2 

CURVA PATRDN DE ACETATO DE ETILO COMPARADA CON LOS VALORES DEL 

PDLIMERD SUMINISTRADO (DM60) Y LAS MUESTRAS EXPERIMENTALES 

CONCENTRA CIDN 

TUBO e,.,. moles) A530 

1 Testigo - - - -
2 1 0,035 

3 2 0,060 

4 3 D,100 

5 5 0,190 

6 7 0,260 

7 10 D,390 

B 12 0,500 

9 15 D,690 

10 1 0,080 

11 5 0,220 

12 10 0,410 

13 15 D,670 

Cepa 1 0,700 

Cepa 3 0,380 

Cepa 8 D,550 

A. Níger 0,660 

Los tubos 1 - 9 corresponden a la curva patr6n de acetato de etilo, 

del 10 al 13 representan muestras de OM60 hidrolizado y tratado tal 

como se describi6 previamente, Los datos de les cepas se presentan en 

la Figure 17. 
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Localizaci6n de le Actividad Ester&sica. Los resultados de la loca-

lizaci6n de la actividad ester&sica se presentan en le Tabla 3. Los d~ 

tos fueron obtenidos segOn la secuencia descrita en MATERIALES y METO-

oos. 

TABLA 3 

LOCALIZACION DE LA ACTIVIDAD ESTEAASICA 

ACTIVIDAD (As530 ) expresado como X del total 

FRACCION Cepa 1 Cepa 3 Cepa 8 A, niger 

Medio de cultivo (fracc16n l) 68 45 84 70 

Sobrenadante (fracci6n 2) i6 12 6 10 

Precipitado (Fracci6n 3) 7 4 

Sobrensdante (Fracción 4) 

Precipitado (Fracción 5) 

.1 
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DISCUSIDN.-

Durante la Segunda Guerra Mundial, el Departamento de Log!stica del -

Ejgrcito Norteamericano empezó e reportar el deterioro que los hongos --

causaban en los materiales elaborados con base en fibras sintéticas. Es-

to se hacia m~s evidente en los trópicos y sitios cercanos el Ecuedor 1 -

donde la humedad y la temperatura son extremosos. Desde entonces se emp~ 

zaron a realizar estudios conducentes a explicar este fenómeno, aparecien 

11 12 13 15 do varias notas al respecto 1 ' ' , Sin embargo, al surgir otros 

materiales, los estudios se fueron orientando hacia los nuevos sustra-

tos, 

La degradación de plásticos comprende varias etapas que deban 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 colonización 

del sustrato, 

3,- Deben realizarse una serie de reacciones enzimáticas pare -

que dicho sustrato pueda introducirse e incorporarse a le -

dinámica metabólica del microorganismo, 

4.- El micooorganismo adaptado para la degradación deberá poseer 

un sistema enzimático que la permita oxidar el sustrato y --

por lo consiguiente obtener la energ!a necesaria para subsi~ 

tir y reproducirse a expensas de éste, 
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Por otra parta, debemos considerar que le edeptación el medio amblen 

te •ª uno de los fenómenos m&s dramáticos que los microorganismos tie­

nen que afrontar con al fin de sobrevivir y perpetuar au especie. Su -

grado de edepteci5n determine le viabilidad de les diversas especies 

dentro de sus respectivos hábitats, Les variables de &ste comprenden 

factores como: 

e).- Calidad y cantidad de nutrientes 

b).- Temperatura 

c),- Humedad 

d).- Ehº 

e),- Luz 

f),- pH 

En cada ceso existen condiciones y circunstancies muy especiales que 

deben analizarse de manera espec1f ica según el factor determinante y la 

especie microbiana de la cual se trate, 

En la serie de experimentos realizados, es claro que los factores 

cr1ticos son ia calidad y la cantidad de los nutrientes, el Ehº y en 

menor grado los restantes, 

Al someter a los microorganismos a diversas concentraciones de aceta 

to de polivinilo, no solo se prueba la capacidad enzimática para degra­

dar y asimilar al sustrato, sino también la adaptabilidad para sobrepo­

nerse a las condiciones de ayuno [starvation), en virtud de que el sus­

trato plástico es un compuesto xenobi6tico, que como tal no puede asim! 

lerse de inmediato, estableciéndose es! las condiciones de dieta forzada. 
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Con el fin de mantener cierto orden en estas conclusiones, será con 

veniente analizar primero los factores ambientales y posteriormente la 

diecusi6n de los resultados. 

Tal como se mencionó previamente, los microorganismos capaces de este 

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

1.- mantener su viabilidad e expensas de su metabolismo endógeno 

2,- desarrollar un mecanismo de adhesión el sustrato que le per­

mite fijarse e le part1cula sintética, 

Después de varias pruebas preliminares se pudo apreciar que la inte~ 

acción de los microorganismos y el pol1mero en suspensión depend1a de -

varios factores, tales como: 

- La concentración y estructura del pol1maro 

t La proporción del inóculo inicial 

- La intensidad y el tiempo de agitación 

- El pH durante le inci.bac1ón 

- iipo de crecimiento del microorganismo, 

Le Concentración y Estructura del Polímero 

El Pol1mero polivinílico presenta cierta conformación en sus cadenas 

macromoleculares tal como se puede apreciar en el esquema de la página 

11. Los substituyentes A, en este caso los CH
3 

- COD- y CODH están el-
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ternos en uno y otro ledo del plano. A este tipo de configuraci6n se le 

llama atéctico, ya que la distribuci6n de los sustituyentes se efectúa 

al azar, Este tipo de polímeros posee arborescencias laterales poco vo-

luminosas y presente une ligera cristelinided. Le distancia de repetl-

ci6n a lo largo de la cadena macromolecular es de 2 ,52 A , lo cual indi-

ca une conformación en zig zag, en un pleno totalmente trans, Este ca-

racteristica hace que lo~impedimentos estéricos sean minimos y que por 

lo tanto, existen bastantes posibilidades de reacción enzimática 
49

, La 

exposición de los radicales -COOH y CH3 -coo- favorecenle formación de -

agregados SO y por lo tanto, de sitios reactivos. Le concentración del 

pol1mero es importante ya que una sobreseturaci6n podr1a funcionar como 

t6xica 1 además de la incapacidad pera sobreponerse a les condiciones de 

ayuno forzoso (starvetion). Otro aspecto que es cr!tico en la degrade-

ción es la primer interacci6n del microorganismo y el pol!mero. Este es 

un fenómeno bastante complejo, que e su vez depende de una gran centi-

dad de variables. Sin embargo, es conveniente dar una explicaci6n breve 

y Eiinple de este situaci6n. Primero, debemos tener en cuenta que le adh~ 

sión microbiana depende fundamentalmente de las superficies de contacto 

de sus estructuras externas y de les fuerzas químicas intrínsecas del -

51 ( polímero , tales como; la carga electrostática, la inhibición wetta-

bility , y la presencia de componentes accesorios absorbidos el medio, -

del tipo electrolito, o les prote1nes que aportan algún potencial elec-

trostático, Estos factores determinan las propiedades de la interfase, -

La interfase se obtiene cuando las masas de dos fases no miscibles se --

ponen en contecto, Cuando un sólido se sumerge en une fase acuosa gene-

ralmente adquiere una cierta carga en su superficie, ye sea por ebsor-

ci6n de iones suspendidos o por le ionización de los radicales próximos 
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a la superficie, de tal manera que la carga de la superficie depende 

en gran parte de la composición de la fase acuosa. Las superficies 

con exposición de radicales carboxilo, acetato o amino presentan 

cambios en la superficie cuando se cambia al pH. Es claro que una 

superficie cargada atraerá iones o partículas de carga contraria. 

Este tipo de interacción es importante en la adhesi6n microbiana a 

los sustratos hidrocarbo~ados. Sin embareo, tambien existe otra que 

no puede soslayarse, la imbibición. Se dice que ésta es la acción 

de mojar con un desplazamiento del fluido de una superficie por -­

otro fluido, es decir, cuando un liquido moja a u.~ sólido y se ex­

tiende sobre la superficie del sólido hasta formar una película 

delgada y no otra gota. Esto implica que 18 imbibición depende del 

~ngulo de contacto que se forma entre las interfases sólida, líqui­

da y gaseosa. Precisamente, la forma que adopta la gota sobre la -

superficie y el áhfulO proyectado son los factores principales en 

la medición del fen6meno. 

fase 

sólida gaseosa 

sólido 

atmósfera 
(easeosa) 

Figura 19.- Se muestra el ~ngulo de contacto formado 

por una gota de líquido sobre un sólido 

en una fase gaseosa (atm6sfera). 

Aún cuando no fué posible encontrar datos específicos sobre la 

capacidad de adhesión de los radicales externos para los hongos, si fué 
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52 
factible encontrarlos pera bacterias, por ejemplo: Zvegintev y Gusav 

demostraron que loe grupos carboxilos de les superf iciee de les becte-

ries Grem positivas y negativas interven!en en le adsorción hacia les 

superficies de los sustratos, As!mismo, también se describe le impor-

tancie de los grupos aniónicos del tipo fostato (de los ácidos teicoi­

cos) presentes en las Gram positivas 
53

; más aún, el papel de los áci-

54 dos teicoicos en la adsorción hacia las diferentes superficies 

Como se puede apreciar, el fenómeno es bastante complejo y exhaustivo, 

de manera que solo se han presentado los aspectos más básicos en eres 

de comprender le importancia de este primer etapa del proceso de la --

degradación, 

Le Proporción del Inóculo Inicial 

Ye desde el inicio se ha mencionado que los hongos deben resistir -

una doble prueba, su capacidad de adaptación y le de resistencia e les 

condiciones de ayuno forzoso, Por esta razón se decidió utilizar una -

3 -1 concentración final de 3 X 10 esporas ml , De acuerdo con experi-

mentas preliminares esto garantiza una selección adecuada capaz de ge~ 

minar y substituir e les condiciones mencionadas, 

Le Intensidad y el Tiempo de Agitación 

Le agitación mec6nice cumple un doble propósito, la eereección del 

sistema que se traducirá en mejores condiciones de oxidación del sus-

trato y le homogenización del mismo, es decir, asegurar que los susto~ 
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tos est&n en contacto directo con le biomese fúngice y que e su vez &s-

te tenga le oportunidad de llevar a cebo las oxidaciones correspondien-

46 55 
tes, Existen reportes ' que resaltan le importacia de la agitación 

en este tipo de experimentos donde le única fuente de carbono es un su~ 

trato recalcitrante, El oxigeno abastecido mediante la eereación es vi-

tal para la respiraci6n 1 donde la fuente de energ1e 1 en este caso el ~~ 

plástico, se oxida totalmente, y donde gran parte de le energ1a del co~ 

puesto ha sido asimilada por la biomase fúngice, Además, durante las --

condiciones de eereeci6n les hifas ramificadas y les sumergidas tienen 

la oportunidad de crecer en forma disperse ocupando una área mayor que 

a su vez le proporcionará mayor contacto con el sustrato, 

El pH durante le Incubación. 

Al igual que en el nivel celular, el pH afecte el desarrollo de los 

hongos, En ocasiones al afecto es bastante especifico según la especie 

que se trate, No se detectaron niveles anormales de NH4+ - proveniente 

de deaminaciones, ni tampoco hubo una acumulación de ácidos orgánicos, 

Las cepas degradadoras no mostraron cambios significativos de pH. Es -­

-1 posible que las concentraciones de KH2 Po
4 

y de K2 HP04 (0,4 g 1 y -

3,2 g 1-1 respectivamente) hayan actuado eficientemente como buffer e -

lo largo de las incubaciones, 

Tipo de Crecimiento del Microor9anismo 

Como en otros microorganismos, el crecimi:into fúngico se obtiene cua~ 

do las condiciones de cultivo son óptimas o por lo menos no son adver-

ses a la mayor1e de los procesos metabólicos, La ausencia o un m!nimo -

. 1 
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del crecimiento puede ser el resultado de una secuencia metabólica de-

fectuose o incompleta o puede deberse e algún factor f!aico desfavora-

ble, Las gráficas 1-4 muestran las cinéticas de crecimiento de las cua-

tro cepas, En t~rml:ios generales se puede considerar que les cepas 1 1 3 

y 8 siguen le cinética clásica del crecimiento fúngico, La cepa de - -

A, ni9er tiene un comportamiento diferente, semejante a un crecimiento 

diaúxico. En las mismas gráficas se aprecia la disminución en las con-

centraciones de azúcares, ácidos nucleicos y prota1nas, Este respuesta 

fue especifica de cada una de las cepas, ya que los factores determi-

nantes (nutrientes, aereaci6n 1 temperatura, luz 1 etc,) se mantuvieron 

constantes, 

Em 1955 1 Ryan 62 describi§el llamado crecimiento cr!ptico que se ma-

nifiesta en condiciones de ayuno y produce un colapso en algunas secci~ 

nas de hifas para seguir manteniendo la viabilidad da otras, Dadas las 

caracter!sticas de las curvas, pudiera pensarse que el crecimiento fún-

gico no se realizaba e expensas de la oxidación del acetato de polivinl 

lo sino al crecimiento cr1ptico, En apoyo a la hipótesis de que efecti-

vamante los hongos oxidaban al sustrato, se verificó que las cepas 1 1 3 

y 8 mantienen los niveles de biomasa durante un lapso de 10-11 horas, -

además de que los datos de bios1ntesis de esterase [tabla 2 y 3) se - -

fueron incrementando en función del tiempo. En 1970-71 1 Lahoz y Miralle~3 

Trinci y Righelato 
59 

y Bainbridge y colaboradores 61 realizaron estu-

dios de limitación de glucosa en Asper9illus nicer, Penicillium - - - -

chrysogenum y Aspergillus nidulans, respectivamente, Todos reportaren -

una drástica autclisis ocasionando que las bicmasas se disminuyeran en 

un 50X en el quinto d!a de incubación, Aún considerando los restos cel~ 

i 
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leras resultantes de le eutolieis 1 estos hechos apoyan nuestras eviden-

eles de que efectivamente el crecimiento fúngico se realiza e expenses 

del sustrato en todos los casos. 

Dinámica de las Prote!nas 

En las cuatro gráficas (1-4) se pueda apreciar que los niveles de --

prote1na se abaten drásticamente; sin embargo, esto no debe considerar-

se como una deseparici6n sino qua en realidad se están transformando en 

precursores nitrogenados de los ácidos nucleicos y de la quitina. Les -

cepas 1 1 3 y A. niger inclusive muestran claramente le desaparición de 

proteína como tal y la biosíntesis acelerada de DNA, ésto se interpreta 

como una transformaci6n de precursores nitrogenados. En el caso de la -

cepa 8 1 al parecer la proteína aporta nitr6geno e los mon6meros consti-

tuyantes de le quitina. De hecho en esta cepa sa puede apreciar un in-

cremento posterior de l:iomesa a expensas de la asimilación de los nuevos 

constituyentes, 

45 55 56 64 . . Algunos autores 1 1 ' co1nc1den en que aproximadamente el -

6D-70% del nitr6geno total está como constituyente de le prote1na fúng! 

ca, El resto (40-30%) del nitr6geno forma parte de los ácidos nucleÍcos, 

quitina y otros intermediarios, Esta consideraci6n permite sugerir que 

la disminuci6n de los niveles proteicos en realidad es un aporte de pr~ 

cursores nitrogenados pera la biosíntesis de DNA y polímeros de le pe-

red celular, tal como lo demuestran les pendientes de les cepas 1 y 

A, niger, En el primer ceso el efecto se logra a los 5 días y en el se-

gundo e los 2,5, Estos resultados demuestran que en le cepa por lo --

menos un SDX de le proté!ne degradada se utiliza en le biosíntesis de -

los pol1meros nitrogenados, En le cepa de A. niger 1 le prote!ne y ¡os 
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azúcares contribuyen e le bios!ntesis del DNA principalmente, Las cepas 

3 y 8 contribuyen a la e!ntesie de ácidos nucleicos y azúcares respect! 

vamente, En el primer caso, las prote!nas contribuyan primordialmente -

a la bios!ntesis de DNA. En el segundo, las prote1nas pudieran contri-

buir a la formaci6n de pol1maros de la pared celular. 

Hacia el final da la incubaci6n (10-11 d1as) los niveles da prote{na 

han disminuido un 25% en las cepas 1 1 3 y 8 en contraste con la cepa de 

A, niger que disminuy6 aproximdamente un 63%, 

Además de las consideraciones anteriores sa podr1a sugerir que la --

s1ntesis enzimática se reduce a un m1nimo necesario s6lo para efectos -

de la degradaci6n, 

Dinámica de los Azúcares 

Las pendientes de los azúcares muestran dos modalidades, una oscila-

toria y le otra constante. Las cepas 1 1 8 y A, niger presentan una din~ 

mica oscilatoria y la cepa 3 una constante, En el caso de las tres pri-

meras cepas se aprecia qua le concentraci6n inicial de los carbohidra-

tos casi siempre es igual a le final, es decir, sólo existe una consta~ 

te transformaci6n de los azúcares que siendo material de reserva son --

utilizados como recurso energético durante la fase de ayuno y postario~ 

46 47 48 
mente, mediante reacciones anabólicas pasan a ser estructurales, 1 1 

, 

En cambio la cepa 3 presenta una concentración de azúcares invariable -

durante el periodo de incubación, Se deduce qua dichos azúcares son em! 

nentemente estructurales, Los niveles oscilatorios de azúcares son muy 

acordes con le dinámica de crecimiento, lo cual sugiere une activa reg~ 

lsción metabólica encaminada e le bios1ntesis de carbohidratos estruct~ 

.1 
•! 
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ralea, Le disminuci6n inicial de &atoa y las prote1nes originan un dese­
~-;¡ 

Juste en le rel~ción C/N del microorganismo e induce la esporulación 1 --

este fenómeno se analiza en párrafos posteriores, 

Dinámica del DNA 

Los niveles de DNA también muestran dos modalidades; une oscilatoria 

y le otra casi constante, Les cepas 1, 3 y A. niger muestran cierta va-

rieción en los niveles de DNA. Aunque se muestren pronunciadas oscilaci~ 

nes, las concentraciones iniciales y finales del DNA no cambian en forma 

drástica (1,0 - 1.5 µg/mg). En le etapa del crecimiento acelerado, las -

cepas 1 ~ 8 muestran un marcado descenso en la concentración de los áci-
1 

dos nucleicos, lo cual pudiera int~rpretarse como une degradación progr~ 

siva en benaf icio del crecimiento, Al parecer estas dos capas son bastan 

te "sensibles" al arresto metabólico, ya que sus principales constituye!! 

tes muestran una marcada disminución durante los primeros tres d1es. Se 

considera que en estas cepas, los ácidos nucleicos actúan como materia-

les de reserva, En cambio en las cepas 3 y A. niger las concentraciones 

de DNA van directamente proporcionales el crecimiento, Esto indica que -

el DNA no es una molécula susceptible a la degradaci6n, Esta diferencia 

sugiere dos diferentes mecanismos reguladores del metabolismo de los - -

ácidos nucleicos en les cuatro cepas, Otro detalle muy característico en 

las cepas lo constituya el incremento en los niveles del DNA en el mome!! 

~ to de la esporulación, 

Esporulación 

,. Aunque es dificil precisar las causas de la esporuleción en términos 

generales, ya que ceda especie fúngice tiene una respuesta diferente que 
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induce le esporulac!6n. Sin embargo, muchos autores coinciden en que --

los bajos nivelas de nutrientes, especialmente glucosa y nitr6geno ind~ 

cen este fenómeno. También se he reportado que la inducci6n de estructu 

ras reproductoras está asociada con las condiciones ambientales que de­

ben ser poco propicies para el crecimiento 55 • 6º como por ejemplo, la -

nutrici6n forzada a través del APV como única fuente de carbono, La es-

poruleción también está relacionada con un recambio de polímeros tanto 

citoplásmicos como estructurales de le pared celular, principalmente -

56 58 57 55 56 1 Zonneveld y otros autores 1 han descrito incrementos not~ 

bles de enzimas catabólicas (glucanasas 1 proteinasas y deso~iribonucle~ 

sas) cuando prevalecen condiciones de ayuno durante la incubación. Así-

mismo, existen evidencies de que le depleci6no ausencia de compuestos -

nitrogenados son inductores de la germinaci6n en PeRicillium 
55

, - - -

60 . 64 65 N. crassa y A. niger 1 • 

Igual que en los casos anteriores, los patrones de esporulación pre-

sentan dos modalidades. Las cepas 1 y 8 esporulen hacia el séptimo día, 

mientras que le 3 y la A. nioer lo hacen en el día 3,5, En las primeras 

se aprecia que los niveles de azúcares, proteína y ácidos nucleicos dis-

minuyen drásticamente proporcionando intermediarios más simples e expen-

sas de los cuales se realizan los procesos de bios1ntesis. Las fases - -

anabólicas y catabólicas están muy bien reguladas y el pe~eoer les cepas 

no tienen dificultad para lograr el equilibrio. De hecho, en ambos casos 

las concentraciones de DNA se incrementan qespués de la esporulación. En 

cambio les cepas 3 y A. niger crecen y esporulan más rápido que las an-

teriores. En estas cepas los niveles de carbohidratos casi permanecen --

invariables y las proteínas sirven como precursores para la síntesis del 

ONA. Estos resultados pudieran implicar un estricto control en el meta-

• 1 
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boliemo muy activo e expenses de los intermediarios nitrogenados, 

Aelaci5n C/N,-

Les condiciones experimentales durante el crecimiento de las cuatro 

cepas muestren desde el inicio una concentraci6n incipiente de nitr6ge-

no, Le formulaci5n de APV utilizada como sustrato carece de nitr6geno. 

El medio de cultivo posee s6lo sulfato de amonio en baje concentraci6n 

como único aporte nitrogenado 1 de tal manera que les cepas deben eJus-

tar un equilibrio entre le releci6n C/N pare poder funcionar eficiente-

mente, Esto explica que las prote1nas 1 ácidos nucleicos y cerbohidratos 

se degraden en primer instancie y aporten metabolitos más simples que -

disminuyan la relación C/N, En términos generales se considera que los 

hongos son capaces de asimilar un 30-40X del carbono previamente degra-

. 64 66 dado, pare lograr esto deben mantener una relaci6n C/N de 10:1 1 , -

66 Se ha demostrado plenamente que en sistemas naturales y experimenta-

les 11, 12, 26, 30 b . . i 6 (1 i li con BJO contenido de n tr geno o que mp ce una 

amplia relaci6n C/N) les degradaciones se realizan muy lentamente, y que 

éstes e su vez se estimularán por le edición de nitrógeno, aumentando -

en consecuencia le asimilación del carbono, 

Los resultados expresados en las figuras 5-8 demuestran plenamente -

que el material nitrogenado en forma de extracto de levadura disminuye 

la relaci6n C/N y a la vez incrementa la capacidad degradativa. También 

se comprueba que la esporulaci6n de las cuatro cepas s6lo se induce a -

bajos niveles de nitr6gano, ya que el añadirlo no se apreció esporula-

ción alguna, De acuerdo con los resultados, la releci6n C/N determina -



le eficiencia de le degredaci6n y no la disponibilidad de lss fuentes -

energéticas. Esta consideraci6n es válida pera las cuatro cepas. 

La adición del DOP [dioctil ftalato que actúa como plastificante) --

tuvo el mismo efecto en tres de las cepas, 1 1 8 y A. niger, un aporte -

energético discreto que se tradujo en incremento de biomasa. Al igual -

que en el caso anterior, el plastificante carece de nitr6geno y por lo 

tanto, no contribuye e balancear la relaci6n 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 regulador -

del C/N en la degradaci6n de los compuestos aromáticos, ya que si se --

. aprecia la pendiente donde el extracto de levadura es el Único sustrato, 

se observa mayor crecimiento en la combinaci6n de DDP/ Extracto de lev~ 

66 
dura debido al aporte y balance del carbono, Alexander estima que --

los hongos necesitan una relaci6n C/N de 10 : 1 para poder asimilar am-

bos elementos, Es decir, la descomposici6n de 100 partas de un sustrato 

hidrocarbonado requerirá de 1.2 a 1,6 partes de nitr6geno, 

La cepa 3 definitivamente no respondió al extracto de levadura ni a 

la combineci6n de éste con el DOP. Posiblemente por falta de inducibil! 

dad enzimática, 

La inclusión del extracto de levadura en estos experimentos tenia --

como objetivo el uniFormizar las condiciones del cultivo y diferenciar 

ampliamente la asimilación de los tres sustratos, 

Les Figuras 9 1 10, 11 y 12 ilustran la influencia de diversas conce~ 

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

. 1 
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eultedos muestren definitivamente que lee diferentes relaciones de C/N 

determinen la degredaci6n y la esimileci5n del APV como sustrato, Reco~ 

demos que la relaci5n C/N de un material susceptible e la asimilación -

debe estar muy próximo a la relación C/N del citoplasma fúnglco, Enton-

ces es posible inferir la relación C/N pare cada cepa, Pare analizar e~ 

tos experimentos debemos tener en cuenta que el extracto de levadura 

~ontiene aproximadamente un 8% de nitrógeno total (correspondiente a un 

67 68 . 50% de prote!ne 1 según N x 6,25) 1 , Con base en este criterio, las 

cantidades del extracto de levadura deben considerarse a la mitad, 

Las diversas concentraciones de extracto de levadura nos propician -

dos efectos diferentes, uno rápido descrito mediante una pendiente exp~ 

nencial 1 y otro lento, El primero se observe en las cepas 1 y 3 donde a 

concentraciones de 250 y 200 mg, de extracto de levadura se logran 0,8 

y 1,0 mg, de biomasa, respectivamente, En cambio las cepas 8 y A, nicer 

ofrecen una respuesta sigmoidal 1 pobre en su inicio, pero que despu~s -

se incrementa, Les cepas 3 y A, niger muestran una meseta donde no se -

aprecia incremento en biomasa 1 pero el igual que el caso anterior, se -

aumenta posteriormente. Es posible que estas dos cepas tengan algún me-

canismo qua regula la degradación el transporte o la asimilación del --

su~trato, Las cepas 1 y 8 mostraron un comportamiento unifurme donde el 

crecimiento es estimulado por concentraciones mayores del extcacto, 

Le Acitividad Enzimática,-

Le determinación cualitativa de la actividad esterásice quedó de me-

nifiesto con la técnica del p naftil acetato, tal como se puede epre-

ciar en las Figures 13-16, El hecho de qua el micelio se haya tañido --

intensamente en derredor de las conidiospores y el micelio sugieren que 
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le enzima pudiera ser extracelular. Situeci6n que se confirma posterior­

mente con los datos de le Tabla 3 donde claramente se aprecia que todas 

las cepas secreten le enzima el medio de cultivo y que los valores máxi­

mos se observan precisamente en la fracci6n correspondiente a éste, Le -

frecci6n 2 muestra les concentoaciones de las enzimas adheridas e la frac 

ci6n particulede. La fracci6n 3 s6lo registre algo de la actividad enz! 

mática resuspendida, que por cierto solo se produjo en las cepas con ma­

yor producci6n enzimática, 

La determinaci6n cuantitativa de la actividad esterásica se expresa -

en la Tabla 2, Hubo necesidad de trazar dos curvas patr6n para confirmar 

la veracidad de los valores. Para ello, se realiz6 una con un éster con~ 

cido de bc¡j:> peso molecular [representado en la gráfica por ~~~~~~~ 

y la otra se hizo con el hidrolizado del polímero en las condiciones des 

critas [representado en la gráfica por 111111 ), De tal manera que las -­

cepas 1 y A. niger mostraron mayor capacidad biosintética de esterase, 

siguiendo las cepas 8 y 3. Aunque los experimentos fueron realizados va­

rias veces, e inclusive por du y triplicado los datos no concuerdan con 

los reportados en la Tabla 3, donde le mayor actividad enzimática corre~ 

pende e la cepa e, A. niger, 1 y 3 respectivamente. Se considera que la 

discrepancia de valores obedece a que el método para esterase no es esp~ 

cífico pera una especie enzimática determinada. Además, le composición -

química de las fracciones es muy heterogénea y sin duda incluye una gama 

de compuestos con radicales carboxílicos susceptibles a la esterificación 

Esta situación debe considerarse durante la interpretaci6n de los datos. 

Aunque no era el propósito de este trabajo, se hicieron algunos inteD 

tos por aislar le esterase involucrada, Para ello se siguieron las meted~ 

.1 
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1 1 b 40 1 d hi V Sih 69 • L log es propuestas por Nea son y Ger er y e e Re m ~ os -

resultados no fueron satisFectorios, Al perecer existen algunas dificu! 

tedas técnicas para poder aislar le especie enzimática responsable de -

le degredaci6n. Diversos autores 401 70 han encontrado que la actividad 

de esterase en realidad está representada por complejos de isoenzimes -

[que incluyen hasta 7 especias diferentes presentes en una cepa) que 

72 73 74 y 75 
actúan sobre sus~ratos muy selectos, Incluso, otros autores, 1 1 

señalan que algunas especies de isoenzimas aparecen o se manifiestan 

con mayor actividad durante periodos donde se han establecido limitan-

tes de nutrientes, Esto a su vez constituye una serie discrepancia con 

los fitopatólogos que utilizan técnicas de electroforesis en geles de -

almidón y poliacrilamida con el fin de establecer un patr6n más preciso 

de identificación entre las diversas especies fitopat6genas
4º• 7º• 71 

Cambios en el Sustrato, Viscosidad 

La cepa 8 produjo durante la incubación cierto agente emulsificente 

que aclaró considerablemente el medio de cultivo. Es posible que dicho 

agente haya facilitado el contacto con el sustrato o bien haya servido 

como emulsif icante de los restos de APV y los haya transportado al int~ 

rior de la célula, Existen algunas evidencias en el sentido que los de-

gradadores de hidrocarburos (alifáticos) producen agentes emulsifican­

tes 761 77 ; y que inclusive, los géneros tcinetobacter y Torulopsis pr~ 

sentan cierta quimiotaxia positiva hacia las micelas de los hidrocarbu-

ros y que una vez que el pol!mero se ha fraccionado puede existir algún 

mecanismo de difusión facilitada 78 , Existe el caso de levaduras asimi-

laderas de elcanos donde el sustrato penetra muy rápido después de ha­

ber sufrido le degradaci6n enzimática y le emulsiFiceción 77 , En la - -

Figura 20 se presenta un esquema de este fenómeno, 



74 

Nuevamente, sin duda los contenidos de 11pidos, fosfoltpidos y fosfa-

tos de las conidiosporas son determinantes en este ceso, ya que mentie-

nen cierto potencial eléctrico en la superficie de hifes y conidias, Di-

cha polaridad contribuye al control de materiales insolubles y de eleva­

do peso molecular hacia el sitio de transformación enzimática 79 

AllSORC.ION \' DIGESTIOS DE UN HONGO 

Hifo ~-'\ ...... _ .. En1ima A~ .... .. 
"'~ ....... _ .. ____ _ 

' --. --' -
\\~ 
EmimaB 

' \ 

'º \ cP o \ 
llnidat8,oluhl:---ct:> Prcxlur101 

drpoHmrrm 
(Emulsificaci6n) 

in1r1nwdirn 

Figura 20, Esquema que ilüstra el posible mecanismo de la 

acción enzimática y le emulsif icación del suatr.ato, 
64 

[adaptada de Moore-Landecker, E. ) 

Les hongos tienen mayor capacidad para degradar este tipo de sustratos 

ya que su crecimiento requiere de bajas concentraciones de nutrientes, -

además tienen la gran capacidad de regular la bicmasa con base en la uni-

dad de área del sustrato, de acuerdo con la concentración de éste en el -
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med~o. A medida que el hongo va colonizando el sustrato se modifica 

el medio ambiente alin a niveles imperceptibles. En nuestro caso, el 

cirecimiento micelial era disperso, lo cual fu~ ventajoso por que 

existía mayor superficie expuesta para captar los nutrientes del me­

dio. Este tipo de crecimiento es de naturaleza no Newtoniana, esto 

es, que sus viscosidades aparentes son una funci6n de las fuerzas de 

frección producidas durante la agitaci6n. Por lo tanto, la suspen-­

sión es bastante heterog6nea con respecto a la masa de los sustratos 

y los productos. Esta propiedad se aprovechó para establecer otra -

medida de la de~radaci6n del sustrato. Los resultados de la Figura 

18 muestran clara!!Jente la p~rdida de la viscosidad en las cuatro ce 

pas. Donde las cepas de A. niger, la 1, 8 y 3 mostraron valores de­

crecientes. Nuevamente, cabe la posibilidad de que nuestra determi­

naci6n enzimática no haya sido suficientemente precisa, con base en 

las consideraciones expresadas anteriormente. Sin embargo, es facti 

ble apreciar que la acci6n enzimática se manifiesta hacia el quinto 

dia de incubaci6n, u.~a vez Que los materiales solubles hayan sido -

recambiados y que el metaboliswo se haya re[Ul:e~o. Después, segÚn 1~ 

actividad enzimática de cada cepa, el sustrato fué perdienoo viscosi 

dad, lo cual se ha interpretado como sinónimo de derradación. Esta -­

t6cnica indirecta corrobora los resultados cuantitativos expresados 

en la Tabla 2 • 
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De acuerdo con las evidencias presentadass 

a).- Crecimiento fiSngico de cuatro cepas a expensas 

de una formulaci6n de acetato de polivinilo co 

roo 11nica fuente de carbono. 

b}-.- Efecto del balance C/N en la degradaci6n. 

c).- Determinaciones cualitativas y cuantitativas de 

los niveles enzimáticos de esterasas. 

d).- Localizaci6n de la actividad enzimática. 

e).- Ensayo de la p~rdida de viscosidad en el sustrato. 

se concluye que las cuatro cepas efectiva.~ente degradan, 

asimilan y obtienen enere!a a partir de un compuesto xenobi6-

tico corno el acetato de polivinilo. 

La deeradaci6n es bastante incipiente y en definitivo no se 

puede considerar como alternativa para abatir este tipo de con 

taminaciones. Se considera que estas evidencias, au.~que modes 

tas, pudieran ser el inicio de futuros estudios apoyados en 

t~cnicas de biología molecular e inmovilizaci6n enzimática que 

pudieran representar u.~a soluci6n m~s viable y econ6rnica para 

degradar a estos contaminantes xeno'oi6ticos. 
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Comentario Final. 

El haber seleccionado este tema de investigaci6n constitu!a 

un reto en si, especialmente por que la biblioeraf!a es difu­

sa y carece de muchos datos cuantitativos e inclusive inter-­

pretaciones a nivel fisiol6gico. Este tipo de proyectos es -

dif!cil por la gran variedad de sustratos existentes y por la 

metodolog!a tan sensible que debe aplicarse en cada caso. 

Sin embargo, se considera que se ha cu.~plido el objetivo al 

haber demostrado· cierto grado de degradación y sobre todo, el 

haber aportado datos cuantitativos en t~rminos de la misma de 

gradaci6n. 

El explicar toda la naturaleza 

constituye una ta.rea demasiado 

difícil para cualquier hombre y 

a&.~ para cualquier ~poca. Es mu 

cho mejor hacer u.~ poco con cer 

tidu.~bre y dejar el resto a los 

que vene;an desp~~s .de ti, que 

explicar todas las cosas. 

Isaac Newton. 
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