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RESUMEN

El poliestireno (PS) es uno de los polimeros termoplésticos més utilizados debido a su
gran resistencia se ha considerado como no biodegradable, existen diferentes tipos de PS,
pero uno de los mas utilizados es el PS expandido, ya que al ser ligero y resistente es
empleado para el empaque y transporte principalmente de alimentos, los cuales son
utilizados sélo una vez y desechados. En el afio 2006 se report6 que en México se generaron
34.6 millones de toneladas de residuos soélidos urbanos de los cuales el 19% son residuos
no aprovechables donde se encuentran todos los productos ehborados con PS. La
acumulacién de estos residuos genera problemas ambientales y al no haber estrategias
adecuadas para su reciclaje o degradacion, se han buscado alternativas que sean de bajo
costo y amigables con el ambiente, donde una de ellas es la biadegradacién de los polimeros
sintéticos utilizando microorganismos.

En la presente investigacion se realiz6 la evaluacion de la biodegradacion de dos
tipos de PS en forma de cristal y expandido con tres bacterias aisladas de una muestra de
PS expandido remlectado en el basurero del municipio de Chimalhuacan, Edo. de México
(GonzélezMartinez, 2015), mediante las pruebas de Sturm (monitoreo en la produccién de
CQ) y la pérdida de peso, ademas se estudio el efecto del cobre en la produccién de lacasa
por las bacterias aisladas y su efecto en la biodegradacion del PS.

Las bacterias utilizadas fueron identificadas por biologia molecular realizando la
extraccion del ADN bacteriano y por medio de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realizola amplificacion de la regién del ARNr 16S y las secuencias se
compararon en el BLAST de la base de datos de la NCB obteniendo que las bacterias
aisladas pertenecen al género de Enterobacter. |dentificAndolas como: Enterobacter sp.
UAMI-C1, Enterobacter sp. UAMI-C2 y Enterobacter sp. C4. Confirmando que pertenecian a
la familia de las enterobacterias por caracteristicas morfolégicas (micro y macroscopicas) y
también por espectrometria de masas (MALDFTORMS donde se realiza
desorcidn/ionizacidnde las proteinas obteniendo los espectros de masascomparandolos con
una base de datos.

La prueba de Sturm se realiz6 con la bacteria Enterobacter sp. UAMI-C1 y PS cristal.
Obteniendo una producciéon de CQ de 2.31 mg/ml con una biodegradacion del 0.062% a
los 15 dias. Sin embargo, la producciéon de CQ se mantuvo constante después del dia 10
del ensayo. Debido a estos resultados se decidié no continuar con los ensayos con las otras
enterobacterias.

Los resultados obtenidos de la prueba de pérdida de peso en un periodo de
incubacién de 30 dias, mostraron que las tres enterobacterias tenian la capacidad de
biodegradar los dos tipos de PS, siendo Enterobacter sp. UAMI-C1 con el 0.39% para los
dos tipos de PSy Enterobacter sp. UAMI-C4 conel 0.42% para el PS cristal y de 0.40% para
el PS expandidg las que presentaron la mayor pérdida de peso sin tener diferencias



AT\

significativas (U=0.05) entre ellas pero ambas presentaron diferencias con Enterobacter sp.
UAMI-C2. Al realizar la determinacién de la actividad de la lacasa durante la prueba de
biodegradacién en los dias 5 y 10 no se pudo determinar la actividad. Sin embargo, al
adicionar sulfato de cobre (CuSQ) en la mezcla de reaccién enzimética de los dias 15y 30
se obtuvo actividad de la lacasa para las tres enterobacterias. De esta manera se demostrd
que el cobre es un activador de la lacasa.

Posteriormente, se evalud el efecto del cobre en el crecimiento de las enterobacterias
y en la produccién de la lacasa por medio de cinéticas de crecimiento en medio sintético
suplementado con glucosa al 1% (p/v) y CuSOa. En este ensayo, € observé que el cobre
no inhibio el crecimiento de las bacterias y se dedujo que la produccién de la lacasa estaba
asociada al crecimiento.

Debido a que el cobre no inhibe el crecimiento de las enterobacterias, se realizaron
los ensayos de pérdida de peso suplementandolos con CuS@ En este caso, se obtuvouna
mayor pérdida de peso del PS y con un aumento en la produccién de lacasa en comparaciéon
con el ensayo sin cobre. Asi que la mayor pérdida de peso se obtuvo con Enterobacter sp.
UAMI-C4 con el 0.71% para el PS cristal y del 0.85% con PS expandido y una actividad de
lacasa de 9.673 X 10° y 9.803 X 10 U/ml respectivamente. Por los resultados obtenidos,
es posible una relacién entre la produccion de lacasa y la pérdida de peso de PS.
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ABSTRACT

Polystyrene (PS) is one of the most widely used thermoplastic polymers, because of its
high resistance has been considered as nonbiodegradable, there are different types of PS,
but one of the most used is the expanded PS, since being light and resistant is used for
packing and transport mainly foods, which are used only once and discarded. In 2006, it
was reported that in Mexico 34.6 million tons of urban solid waste were generated, of whic h
19% are non-usable wastes where are found the products made with PS. The accumulation
of these waste cause environmental problems and because there are no adequate strategies
for recycling or degradation, alternatives have been sought that are low cost and
environment friendly, where one of them is the biodegradation of synthetic polymers using
microorganisms.

In the present research evaluate of biodegradation of two types of PS in the form of
crystal and expanded with three bacteria isolated from an expanded PS sample collected in
the municipal dump waste of Chimalhuacan, State of Mexico by the Sturm tests (monitoring
of CO, production) and weight loss. In addition, was studied the effect of copper on the
production of laccase by the isolated bacteria and their effect on the biodegradation of PS.

The bacteria used were identified by molecular biology performing extraction of
bacterial DNA and using the technique of polymerase chain reaction (PCR) amplification of
the region of 16S rRNA and sequences were @mpared in the BLAST of database of the
NCBI obtaining that the isolated bacteria belong to the genus of Enterobacter. |dentifying
them as: Enterobacter sp. UAMI-C1, Enterobacter sp. UAMI-C2 and Enterobacter sp. CA.
Confirming that they belonged to the family of enterobacteria by morphological
characteristics (micro and macroscopic) and by mass spectrometry (MALDITORMS) where
the desorption/ionization of the proteins is carried out, obtaining the mass spectra
comparing them with a database.

The Sturm test was performed with Enterobacter sp. UAMI-C1 and PS crystal. Was
obtained CQ; production of 2.31 mg / ml with a biodegradation of 0.062% at 15 days.
However, CQ, production remained constant after day 10 of the test. Due to these results,
it was decided not to continue the trials with the other enterobacteria.

The results obtained from the weight loss test in a 30 -day incubation period showed
that the three enterobacteria had the ability to biodegrade the two types of PS, being
Enterobacter sp. UAMI-C1 with 0.39% for both PS and Enterobacter sp. UAMI-C4 with
0.42% for PS crystal and 0.40% for expanded PS, which are presented the greatest weight
| oss without having significant di fferences
differences with Enterobacter sp. UAMI-C2. When determining the activity of the laccase
during the biodegradation test on days 5 and 10, the activity could not be determined.
However, by adding copper sulfate (CuSQ;) to the enzyme reaction mixture on days 15 and
30, laccase activity was obtained for the three enterobacteria. In this way, it was shown
that copper is a laccase activator.
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Subsequently, the effect of copper on bacterial growth and laccase production was
evaluated by means of growth kinetics in synthetic medium supplemented with 1% (w/v)
glucose and CuSAQ. In this test, it was observed that copper did not inhibit the growth of
the enterobacteria and it was deduced that laccase production was associated with growth.

Because copper didno6t i nhi tajweightl|bsetestswarewt h o f
supplemented with CuSQ. In this case, a greater loss of weight of the PS and with an
increase in the production of lacasa was obtained in comparison with the test without
copper. Thus, the greatest weight loss was obtained with Enterobacter sp. UAMI-C4 with
0.71% for crystal PS and 0.85% with expanded PS and a laccase activity of 9.673 X 103
and 9.803 X 10 U/ml respectively. By the results obtained, it is possible a relation between
the production of lacasa and the loss of weight of PS.
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1 [|NTRODUCCION

Desde hace mas de medio siglo los productos elaborados con plastico (polimero
sintético) han sido utilizados para diferentes propésitos, por lo que, la demanda mundial de
estos productos se ha incrementado anualmente (Ghosh y col., 2013). Aproximadamente el
30 % de los productos de plastico producidos a nivel mundial son utilizados para el empaque
de alimentos, farmacos, cosméticos, detergentes y quimicos. Dentro de los plasticos mas
utilizados para empaque estan el polietileno, polipropileno, poliuretano, cloruro de polivinilo,
tereftalato de polietileno y el poliestireno (PS) (Shahy col., 2008), siendo este ultimo el mas
utilizado en la industria de los alimentos ya que proporciona proteccion y es resistente al
calor; sin embargo, estos empagues son a menudo disefiados para un tiempo de servicio
corto y o para ser empleados una sola vez.

Los plasticos se obtienen por reacciones de polimerizacion de uno 0 mas monémeros
principalmente derivados de productos petroquimicos generando polimeros de adicion (s6lo
un monoémero) o de condensacion (varios monémeros). El PS es un polimero de adiédn
formado por la unién de varias monémeros de estireno obteniendo cadenas largas de alto
peso molecular. La gran resistencia a los factores ambientales de los polimeros depende
principalmente del tipo de polimero y del tamafio (peso molecular) por lo cual tardan muchos
afos en degradarse. El fuerte contraste entre la notable durabilidad del PS y el tiempo de
servicio corto de sus productos generan residuos que se han acumulado con el paso de los
afilos en nuestro entorno. Ademas, hay una ausencia de métodos eficientes para su
eliminacion de forma segura lo que ha llevado a causar dafios ecoldgicos en el ambiente

Un ejemplo de ello es que en México se ha reportado que, en el 2006, hubo una
generacién de residuos soélidos urbanos (RSU) de 34.6 millones de tonelaas, con una
composicion aproximada de 53% de materia organica, 28% de residuos potencialmente
reciclables y el 19% de residuos no aprovechables donde se encuentran los productos
elaborados con PS. Es por ello que la generacion de RSUdebe disminuir y es por esto que
se han planteado varias estrategias. Una de ellas es la separacion de los RSU reciclables y
la degradacién de los no aprovechables sin embargo, se ha visto que el reciclado de los
plasticos no ha logrado ser una alternativa muy viable, ya que para el 2012, sélo el 5% de
los RSU en México fueron reciclados(Gongora Pérez 2014). Por otro lado, los procesos de
degradacion fisica y quimica son muy costosos ya que algunos requieren de altas
temperaturas y/o radiacién de alta energia que a su vez generan otros contaminantes
ambientales. Por lo que una de las alternativas mas viables es la degradacion por agentes
biol6gicos (microorganismos) también llamada biodegradacion.

En este sentido, diversos autores han estudiado la biodegradacion del polietileno con
hongos lignoliticos y bacterias, pero hay pocos estudios relacionados a la biodegradacion
del PS.Mor y Sivan (2008), reportaron que Rhodococcus ruberC208 tiene la capacidad de
biodegradar el PS con una pérdida de peso de 0.5% en 4 semanas, siendo un proceso muy
lento.
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Por otra parte, se ha visto que los hongos lignoliticos como 7rametes versicolor
producen enzimas extracelulares (lacasa y peroxidasas principalmente) que participan en la
degradacion de la lignina (polimero natural). Mientras que Santo y colaboradores (2013)
estudiaron la relacién que tiene la lacasa producida por la bacteria R. ruber C208 en la
biodegradacion del polietileno.

Debido a esto, en el presente trabajo se estudio la biodegradacion de dos tipos de PS
en forma de cristales y expandido con tres cepas bacterianas aisladas de un trozo de PS
expandido con evidencia de deterioro recolectado del basurero municipal de Chimalhuacan,
Edo. de México (GonzalezMartinez, 2015) asi como la produccdn de lacasa por las bacterias
aisladas y su posible relacién con el proceso de biodegradacion del PS.
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2 ANTECEDENTES

2.1 POLIMEROS

Los polimeros son macromoléculas formadas por la union repetida de una o varias
moléculas unidas por enlacescovalentes. Dependiendo de su origen, los polimeros pueden
ser naturales o sintéticos. Los sintéticos contienen entre uno y tres tipos de unidades que
se repiten, mientras los naturales o biopolimeros (como la lignina, el ADN o las proteinag
presentan estructuras mucho mas complejas (Ojeda, 2011). Lo polimeros sintéticos son los
de mayor interés para este estudio, en particular el poliestireno (PS).

Las moléculas que se combinan para formar los polimeros se denominan monémeros
y las reacciones a través de las cuales éstos se obtienen se conocen como reacciones de
polimerizacién, que pueden ser de: adicion o condensacion. En los polimeros de adicion, h
unidad estructural de repeticién tiene la misma composicién que la del monémero de
partida, en cambio, los polimeros de condensacién se forman a partir de monémeros
polifuncionales a través de diversas reacciones En los cuadros 1y 2 se muestran ejemplos
de polimeros de adicion y condensacion respectivamente(Beltran y Marcilla, 2012).

Cuadro 1. Polimerosde adicién de uso frecuente

Polimero Abreviatura Unidad de repeticion
'y
Polietileno PE —t
H H
n
1
Polipropileno PP {CH_CHE}
n

Poliestireno PS

T
Policloruro de vinilo PVC (|3—(%
H H]




Cuadro 2. Polimeros de condensaciéon de uso frecuente

Polimero Abreviatura Unidad de repeticion

Poliéster —R—OCO— R —COO—
Poliamida PA —NH—R—NHCO—R'— CO—

O
R H> O\
Tereftalato de polietileno PET C\O/“_Q_[( ﬁ/}
o 2

Poliuretano PU —NH—COO0O—R—0OCO—NH—R'—

Los polimeros seclasifican de acuerdo con sus propiedades térmicasen dos grupos:
termoplasticos y termoestables.

Los polimeros termoplasticos tienen un alto peso molecular que va desde los 20,000
a 500,000 g/mol y son aquellos que a temperaturas altas se vuelven flexibles y moldeables,
es decir, se derriten cuando se calientan y se pueden verter en moldes que al enfriarse se
endurecen conservando la forma del molde. El polietileno, polipropileno, poliestireno y
cloruro de polivinilo son ejemplos de este tipo.

Por el contrario, los polimerostermoestables sonaquellos que cuando se ha fundido
en una forma particular, conservan una consistencia sélida que no puede ser modificach.
En los polimeros termoestables, el cambio quimico es irreversible y por lotanto no son
reciclables Los ejemplos incluyen las siliconas, fenol-formaldehido, poliuretanos, caucho
sintético etc.

2.1.1 Poliestireno

El poliestireno cristal o poliestireno de uso general es un polimero sélido incoloro,
rigido, fragil y con flexibilidad limitada que se obtiene por la polimerizacion del estireno
(Figura 1). A temperatura por debajo de los 100 °C, este polimero, mantiene su estado
solido, pero por encima de esta temperatura es facilmente procesable y puede ser moldeable
en multiples formas.
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Figura 1. Polimerizacion del estireno (Ojeda, 2011).

El PS es un polimero lineal, siendo el producto comercial atactico(Figura 2B); es
decir, los grupos fenilo se distribuyen a uno u otro lado de la cadena central, sin ningan
orden en particular. Por lo que es un polimero completamente amorfo (es decir no cristalino)
(Fred y Billmeyer, 1975). Hay una nueva clase de PS llamado sindiotactico(Figura 2A) y se
obtiene por la polimerizacién catalizada por metalocenos Es diferente porque los grupos
fenilo de la cadena polimérica estan unidos alternativamente a ambos lados de la misma,
dandole una resistencia térmica mayor que el atactico fundiendo a los 270 °C (Ojeda, 2011).

Figura 2. Estructura del poliestireno sindiotactico (A) y atactico (B). (Ojeda, 2011).

Existen cuatro tipos principales de poliestireno: el PS cristal, que es transparente,
rigido y quebradizo; el PSde alto impacto (HIPS), resistente y opaco, el PSexpandido (EPS)
muy ligero, y el PSextrusionado (XPS) similar al expandido, pero mas denso e impermeable.
Las aplicaciones principales del PS cristay el HIPS son la fabricacion de envases mediante
extrusién-termoformado, y de objetos diversos mediante moldeo por inyeccién. La forma
expandida y extruida se emplean principalmente para el empaque y transporte de alimentos,
como aislantes térmicos en construccién y para formar cubiertas de proteccion en los
embalajes de objetos fragiles.






































































































































































































