UNIVERSIDAD AUTONOMA  METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA.
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

CASA ABIERTA AL TIEMPQ

BIODEGRADACION DE POLIETILENO DE BAJA
DENSIDAD POR HONGOS FILAMENTOSOS.

T E S | S
QUE PARA_, OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA
P R E 8 E N T A

Q. MARGARITA LIMON GONZALEZ

MEXICO, D. F. JUNIO DE 2001



El jurado designado por la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Unidad

Iztapalapa aprobd la comunicacion de resultados que presento:

1.Q. Margarita Limon Gonzalez

El dia 25 de junio de 2001

Jurado:

Director: Dr. Ernesto Favela Torres

Asesor:  Dr. Angel Manzur Guzman AR I/L\«UL'V"\‘ :

Sinodal: Dra. Maria Esther Martinez Pardo M,:&:; izﬂ_jﬁ‘:; 70
Sinodal: Dra. Tania Lorena Volke Sepulveda ;f 2 ;

/ N
A0
Sinodal: Dr. Roberto Olayo Gonzalez / /V

y

El Posgrado en Biotecnologia de {a Universidad Auténoma Metropolitana esta
incluido en el Padron de Posgrados de Excelencia del CONACyYT y ademas cuenta

con apoyo del mismo Consejo, con el convenio 471-0/Maestria en Biotecnologia.



ey g
LR BN T I R Y

A la memoria de mi abuelita Candelaria Briones



AGRADECIMIENTOS

Durante el transcurso de este trabajo tuve la fortuna de contar con el apoyo de
muchas personas, las cuales de una u otra forma contribuyeron para Ia
realizacion del mismo. Agradezco a cada uno de ellos su valiosa cooperacion,

pero especialmente quiero expresar mi gratitud a las siguientes:

Con todo mi amor, a mis padres, Guillermina y Arturo por que con su carifio,
apoyo, paciencia y comprension, demostrados durante toda mi vida, me han
motivado a superarme. Gracias a ustedes hoy veo realizada una de mis metas.
Este trabajo esta dedicado a ustedes. Gracias por llenar mi vida de cosas buenas

y por hacerme tan feliz...

A mi abuelito Plutarco, por ser parte importante de mi vida, por todo tu apoyo y

carino que me has brindado siempre de forma incondicional, te quiero mucho...

A mis hermanos Claudia y Arturo por que con su carino y apoyo cambiaron mis
momentos dificiles por momentos de felicidad. Quiero que sepan que yo también

estoy orgullosa de ustedes.

Agradezco de manera especial al Dr. Angel Manzur Guzméan por todos sus
comentarios y acertadas criticas a lo largo de este trabajo. Gracias por todos sus
consejos y apoyo que me ha brindado durante mi estancia en la UAM. Gracias por

su buen humor, su tiempo y por su calidad de ser humano.

Con gran afecto al Dr. Emesto Favela Torres, por sus comentarios que siempre
me proporcionaron valiosos conocimientos, por su gran paciencia, por todo su
apoyo incondicional, durante la direccion de este trabajo. Gracias por tu buen

humor y por brindarme siempre una sonrisa motivante.



Al Dr. Humberto Vazquez Torres, M.C. Radl Montiel, Dra. Judtih Cardoso, Fis.
Luciana Rubio Vega, M.C. Eloisa Anleu Avila y al Dr. Mariano Gutiérrez Rojas
por su colaboracién y sugerencias en este trabajo y por compartir sus

conocimientos conmigo.

Al Dr. José Septilveda y a la Ing. Patricia Castillo, por su importante
participacion en la preparacion de las muestras para la observacion de éstas por

microscopia electrénica de barrido.

A la Dra. Tania L. Volke Sepilveda por sus valiosos comentarios y ayuda
durante gran parte este trabajo, por su tiempo y dedicacién para la revision de esta

tesis.

A la Dra. Maria Esther Martinez Pardo y al Dr. Roberto Olayo Gonzalez por la
atencion y por el tiempo invertido en la revisién de esta tesis. Gracias por su
colaboracion y por los comentarios acertados y valiosos que enriquecieron este
trabajo.

Agradezco a la Universidad Auténoma de México por el tratamiento de

envejecimiento acelerado del polietileno de baja densidad.

Con carifio a Gabriel, por todo lo que me has brindado, tu compaiiia, tu paciencia,
tus cuidados, por estar conmigo...pero sobre todo por ia amistad que me has
demostrado en todo momento. Quiero que sepas que eres parte importante de

este trabajo.

A Denise, por que a pesar de la distancia me has demostrado que eres mi amiga,

gracias por todos tus consejos, apoyo y ayuda cuando los he necesitado.



A Rubens por todo tu apoyo y ayuda incondicional y desinteresada. Gracias por

los animos que me has dado siempre. Gracias por ser mi amigo.

A Juan y Migue, por su amistad, por todo su apoyo y ayuda...por los momentos
tan gratos que hemos pasado juntos, por que gracias a ustedes mi estancia en el

laboratorio fue especial.

A mis compafieros de la Maestria en Biotecnologia, de la Planta Piloto de

Fermentaciones sélidas y del Laboratorio de Polimeros por el apoyo brindado.

Agradezco al CONACYT, por el apoyo econdémico que me brindd y que hizo

posible la realizacion de este trabajo.



RESUMEN.

El polietiieno de baja densidad (LDPE) es uno de los plasticos mas
utilizados para la fabricacion de empaques. Debido a sus propiedades fisicas,
resistencia quimica y resistencia a la degradacion biolégica, el LDPE sin tratamiento
permanece inalterado por decenas de anos.

Con el objetivo de maodificar las propiedades originales del LDPE y facilitar ia
accion de los microorganismos, el LDPE fue sometido a dos tratamientos fisicoquimicos
(TFQ): /) uno térmico (TT), en donde se emplearon 5 diferentes temperaturas (90, 105,
120, 135 y 150°C) durante 5 dias y /) otro con envejecimiento acelerado (ENV,
simulando intemperismo equivalente a 10 anos) utilizando radiacion UV (310 nm) y
temperatura (70°C) durante 29 dias. Para el tratamiento biolégico (TB), el LDPE fue
incubado con un consorcio de cuatro hongos filamentosos: Aspergillus niger, Penicillum
pinophilum, Gliocadium virens y Phanerochaete chrysosporium en condiciones
aerobicas durante 9 meses.

Para la evaluacién de las muestras después del TFQ y TB se utilizaron las
técnicas: calorimetria de barrido diferencial (DSC), difraccién de rayos X a angulo
grande (WAXS), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
microscopia electrénica de barrido (SEM) y cromatografia de gases (CG).

Los cambios morfolégicos debidos a los TFQ se determinaron a partir de
cambios en la temperatura de inicio de fusidon (To), en el punto de fusién (Tm), en la
cristalinidad (®)y en el tamano promedio de cristal (L11g). Las muestras con TT
presentaron disminuciones en To (hasta 8.7°C) y en Tm (hasta 3°C). La & disminuyd
(hasta 38.6%) en funcion de la temperatura usada en el TT. La muestra con ENV
presenté una disminucion del 11.7% en Lio.

La exposicion simultanea a temperatura o radiacion UV y oxigeno dio como
resultado la degradacion oxidativa del LDPE. Todas las muestras con TFQ presentaron
aumentos en los grupos carbonilo. La muestra ENV presentd el mayor aumento (14.5
veces con respecto al LDPE sin tratar). Las muestras mas oxidadas (150°C y con ENV)
presentaron también un incrementc en la banda correspondiente a dobles enlaces

como resultado de la ruptura de cadenas.



En las muestras con TT y TB, se observaron disminuciones en To de hasta
1.6°C. Tm disminuyd en las muestras con TFQ a los 3 meses de TB, el cambio fue
mayor en las muestras con TT. El LDPE sin tratar sufrié una disminucion mas tardia y
menor en Tm. A los 3 meses de TB, se observd un aumento en @ en las muestras con
TT (debido posiblemente al ataque microbiano sobre el material que divide a los
cristales provocando asi su fraccionacion), a partir de aqui se presentaron
disminuciones en ® en todas las muestras con y sin TFQ. La disminucion en Liio (9
meses de TB) puede indicar el ataque microbiano sobre los cristales més pequefios o
imperfectos. Se observd crecimiento superficial de microorganismos en todas las
muestras con TFQ y penetracion de hifas en las muestras mas oxidadas.

Los cambios en las propiedades medidas en el LDPE después de los
tratamientos fisicoquimicos muestran fa modificacion de su morfologia. Estos
tratamientos pudieron provocar la formacién de imperfecciones en los cristales por la
existencia de grupos oxidados. Se observaron algunas diferencias entre las muestras
TT y ENV, los resultados encontrados en esta ultima pueden indicar cierto grado de
entrecruzamiento. Los cambios en la estructura quimica por el TB en la muestra con
ENV acelerado indicaron oxidaciéon microbiana en {as cadenas cortas. Las muestras
con TT tratadas con temperaturas mayores al punto de fusién del LDPE presentaron
una disminucion en los grupos carbonilo, lo que indicé el ataque microbiano sobre las
cadenas mas oxidadas. Los cambios observados después del TB sugieren que los
microorganismos no solo atacaron la fraccién amorfa del LDPE sino que es posible que

pudieran atacar a cristales menos perfectos.



LISTA DE ABREVIATURAS

105/Mz2 Tratamiento térmico a 105 °C con la mezcla de hongos
120MZ Tratamiento térmico a 120 °C con la mezcla de hongos
150/MZ2 Tratamiento térmico a 150°C con la mezcla de hongos
CF Calor de fusion

CG Cromatografia de gases

DSC Calorimetria de barrido diferencial

ENV Envejecimiento acelerado

ENV/MZ Tratamiento con envejecimiento acelerado con la mezcla de hongos
FTIR Espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier
HDPE Polietileno de alta densidad

IC indice carbonilo
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IM indice metito

IR Espectroscopia infrarroja

v indice vinilo

LDPE Polietilenc de baja densidad

Lo Tamano promedio de cristal

LOPE/MZ Polietileno de baja densidad con la mezcla de hongos
LLPE Polietileno lineal de baja densidad

MZ Mezcla de hongos

PM Peso molecular

SEM Microscopia electronica de barrido

B Tratamiento bioldgico
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Tratamiento térmico
Tratamiento térmico a 120 °C
Tratamiento térmico a 135 °C
Tratamiento térmico a 150 °C
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Difraccién de rayos X (angulo grande)
Amnstrongs
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Longitud de onda
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Introduccién

CAPITULO |
INTRODUCCION

Los plasticos representan un gran problema en los rellenos sanitarios; sus
propiedades fisicas como densidad, resistencia mecanica y propiedades quimicas
hacen que permanezcan inalterados y ocupando el mismo volumen por mas de 20
anos, dependiendo de la humedad o presencia de residuos organicos (Cain, 1992).

La incineracién es una alternativa que algunos paises han explotado en los
ultimos anos para la produccion de energia eléctrica y calorifica, pero en ocasiones
sus altos costos de inversion y operacion hacen que esta técnica sea dificil de utilizar
(Tena, 1995). El reciclado de materiales plasticos es otra opcién para solucionar el
problema en la dispaosicion de residuos plasticos, pero sélo una pequena cantidad de
material plastico es utilizado para reciclado, y tarde o temprano se convierten en
basura una vez que han perdido las propiedades que los hicieron Utiles.

En afios recientes, la degradacion microbiana de los plasticos estad siendo
considerada como una opcion alternativa para solucionar el problema de la
disposicién final de los residuos plasticos donde, a diferencia de la incineracion, las
condiciones de operacion no son drasticas ni costosas. La biodegradacion de un
compuesto consiste en su transformacion bioquimica hasta llegar finalmente a su
mineralizacion (con CO2 y H,0O como productos finales en condiciones aerdbicas) y
produccion de biomasa (Palmisano y Pettigrew, 1992). Sin embargo, los polimeros
sintéticos, como el polietiieno de baja densidad (LDPE), son dificiles de biodegradar
debido a su hidrofobicidad y altc peso molecular.

Ei peso molecular, area superficial, grado de cristalinidad, hidrofobicidad y
estructura quimica de los polimeros, entre otras variables, estan relacionadas con su
biodegradabilidad. Para que el LDPE pueda ser empleado por los microorganismos
como fuente de carbono y energia tiene que ser primero transformado en
compuestos de bajo peso molecular (Vert,1992).

Existen reportes indicando que un pretratamiento oxidativo puede favorecer y
acelerar el proceso de biodegradacion del LDPE (Albertsson y col., 1985; Weiland y
col., 1995).
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dias de tratamiento térmico a 150°C favorecia la biodegradacion del LDPE (Limdn y
Trejo, 1996).

Debido a que la oxidacion por tratamientos térmicos y por radiacion UV han
sido sugeridas como alternativa para la reduccién del peso molecular y formacion de
grupos carbonilos en el LDPE, en el presente trabajo se presentan los principales
mecanismos involucrados en la termo y foto-oxidacion.

Para promover la oxidacidon del LDPE, éste fue sometido a uno de dos
tratamientos fisicoquimicos (TFQ): tratamiento térmico (utilizando 5 temperaturas
diferentes) o con envejecimiento acelerado (simulando condiciones de intemperismo
equivalente a 10 aios). Las temperaturas probadas para el tratamiento térmico del
LDPE en este trabajo fueron: 90, 105, 120, 135y 150°C.

El LDPE pretratado fue incubado durante 9 meses en cultivo liquido con un
consorcio de 4 hongos filamentos. El efecto del TFQ y del biolégico (TB) en el LDPE
fue evaluado por cambios en sus caracteristicas cristalinas (cristalinidad, temperatura
de inicio de fusién y punto de fusion), en la morfologia (tamarfo promedio de cristal) y
en la estructura quimica. Las modificaciones en la estructura quimica del LDPE
pueden atribuirse a una serie de mecanismos involucrados durante la degradacién
oxidativa del polimero, como oxidacion (cambios en grupos carbonilo, banda 1715
cm™), ruptura de cadenas, y ramificaciones (cambios en grupos vinilo, 905 cm™;
dobles enlaces, 1653 cm™ y grupos metilo, 1375 cm™). Se determind el CO,
producido a partir del LDPE y se observé la accioén del consorcio sobre la superficie
del LDPE.

A continuacidn se presenta una revisidn bibliografica acerca de la
problematica que los plasticos presentan como residuos sélidos, su biodegradacién
como una solucion alternativa al problema y las estrategias usadas comunmente
para incrementar la biodegradabilidad del LDPE. También se menciona el efecto de
la estructura del polimero en su biodegradabilidad.

En el capitulo 6 se analizan y discuten los cambios en el LDPE, obtenidos por
efecto del TFQ, asi como los cambios por efecto del TB en las muestras del LDPE

con y sin tratamiento fisicoquimico.
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CAPITULO Il
ANTECEDENTES

El incremento en el uso de diferentes polimeros como materiales para
recipientes, empaques, envolturas, etc. ha creado problemas en la disposicion final
de dichos productos.

La Organizacion Mundial de la Salud, considera a la Zona Metropolitana de la
Ciudad de México y a Sao Paulo (Brasil) como los asentamientos humanos que
generan mas basura en el mundo. La generacién de residuos sélidos aumentd de
300 gramos por habitante por dia (en la década de los cincuentas) a mas de 853
gramos en promedio en 1898, durante el mismo periodo la poblacién en México se
incrementd de 30 millones a mas de 98 millones. L.a generacién a nivel nacional de
residuos sélidos estimada en 1998 fue de 83,594 toneladas diarias. .o que significa
que la generacién de residuos sdlidos se incrementé 93 veces y sus caracteristicas
se transformaron de materiales mayoritariamente organicos a elementos cuya
descomposicién es lenta y requiere de procesos fisicos, biolégicos o quimicos
complementarios para efectuarse (Sancho y Rosiles, 1999).

Actualmente se estima que en el pais, la generacion nacional de residuos
solidos es de 83,830 toneladas diarias y se recolecta el 83% del total de los residuos
generados, mismos que representan 639,600 toneladas, quedando dispersas
diariamente 14,230 toneladas. Del total generado, poco mas del 49% (41,200
toneladas por dia) se deposita en sitios controlados, lo que quiere decir que 42,630
toneladas se disponen diariamente a cielo abierto en tiraderos no controlados o
clandestinos. De seguir esa tendencia, la situacién de por si ya grave, puede adquirir
un perfil critico (Sancho y Rosiles, 1999).

En la Tabla 2.1 se muestra la composicion de los residuos solidos a nivel
nacional. La composicién de los residuos sélidos en el periodo 1991 a 1997 muestra
un incremento importante en productos desechables como plastico, papel y vidrio,
4.57, 3.06 y 1.14 % respectivamente, mientras que los residuos organicos (residuos

de comida y jardineria principalmente) han tenido un decremento del 7.62%.




Antecedentes

Tabla 2.1. Composicion de residuos sélidos
en los anos 1991y 1997.

Papel, cartdn y productos de papel 14.07 17.13 3.06
Textiles 149 2.15 0.66
Plasticos 438 8.95 457
Vidrio 5.90 7.04 1.14
Metales 2.90 3.82 0.92
Residuos de comida, jardineria y 52.40 44.78 -7.62

materiales similares (organicos)
Otros tipos de residuos variados:

residuos finos, hule, panal 18.86 16.13 -2.73
desechable, etc.
TOTAL 100.00 100.00

Sancho y Rosiles, 1999. * Diferencia aritmética entre el ano 1997-1991, el

signo — indica disminucién.

Se observa un mayor incremento en la presencia de productos plasticos
debido a que éstos tienen una gran versatilidad de usos.

Desde su aparicién, la industria de fabricacién de materiales plasticos ha
tenido un desarrollo importante. Este desarrolio es debido principalmente a su amplio
campo de aplicacién, ya que los plasticos pueden ser ocupados lo mismo para
envases, paqueteria, construcciéon o electronica llegando a sustituir al vidrio, papel,
madera y otros materiales utilizados en construccion, uso domeéstico, comercial e
industrial. En la Figura 2.1 se muestra el area de aplicacion de los materiales
plasticos. Sus propiedades, tales como peso ligero, impermeabilidad al agua,
estabilidad quimica, resistencia a reactivos corrosivos y a la degradacion biologica,
son las razones de su extenso uso en la actualidad. La estabilidad en sus
propiedades, hacen que el 75% de los plasticos sean utilizados en productos con
vida util larga, el 25% restante se destina para envolturas o productos de usos

similares que son desechados rapidamente (Cain, 1992).
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Otros Envase y
Embalaje
30%

Juguetes
3%

Agricultura
5%

Muebles
0,
e ! Construccion
Automotriz Electrénica 15%
7% 12%

Figura 2.1 Aplicaciones de materiales plasticos (Mufioz,1989).

En la Figura 2.2 se presenta el volumen de produccion de los principales
plasticos. Los distintos tipos de polietileno, de alta densidad (HDPE) y de baja
densidad (LDPE), ocupan el 64% de los plasticos utilizados para empaques. Ambos
tipos de polimeros, junto con el poliestireno (PS), polipropileno (PP),
polietilentereftalato (PET) y policloruro de vinilo (PVC) suman el 96% de los plasticos
mas utilizados para envolturas (Johnson, 1987). Las propiedades como durabilidad,
resistencia quimica y estabilidad que hacen al LDPE tan indispensable en nuestros
dias, son las mismas que provocan que éste permanezca inalterado por mucho
tiempo (en muchos casos decenas de afos) causando un gran problema en su

disposicion final.

PvVC Otros

HDPE
31%

DPE
33%

Figura 2.2. Volumen de Produccion de diferentes plasticos (Johnson, 1987).
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Una estrategia para solucionar el problema de los desechos sdlidos es su
disposicion en rellenos sanitarios, desgraciadamente la disponibilidad de éstos ha
disminuido considerablemente. En nuestro pais se cuenta con 40 rellenos sanitarios,
sin embargo, las 83,830 toneladas diarias de basura que se producen en el pais
requeririan un espacio de 111,775 m® por dia para ser depositadas (Sancho y
Rosiles, 1999). Esto da idea de la necesidad de la disposiciéon de terreno para el
manejo adecuado de residuos sélidos por esta via.

El problema en la disposicion final de los residuos plasticos ha llamado la
atencion de legisladores y organizaciones ecolégicas que insisten en que los
plasticos con vida dtil corta sean fotodegradables o de materiales biodegradabies, de
tal manera que éstos puedan desaparecer mas rapidamente de la basura y de los
rellencs sanitarios.

La Tabla 2.2. presenta ias tendencias mundiales de diferentes procesos para

el tratamiento y la disposicién final de los residuos sélidos.

Tabla 2.2. Tendencias mundiales de diferentes procesos para el tratamiento de
residuos sélidos
(Cifras expresadas en porcentaje)

E.U.A.

73

14

12

JAPON 27 25 2 46
ALEMANIA 52 30 3 15
FRANCIA 48 40 10 2
SUECIA 40 52 5 3
MEXICO 94 0 0 6al 10

Sancho y Rosiles, 1999.
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Puede observarse que los procesos de incineracién y composteo no son
utilizados en México para solucionar el problema de la disposicion final de los
residuos solidos. En nuestro pais, los unicos procesos utilizados hasta ahora para
solucionar el problema, son los rellenos sanitarios (94%) y el reciclaje (6 al 10%).
Cuatro entidades han optado por el proceso de compostec pero cuatro de estas
plantas han cesado operaciones por falta de mercado, altos costos de operacion y
mala calidad de producto terminado (Guadalajara, Monterrey, Oaxacay el D.F.).

Para solucionar el problema de la disposicidon de los residuos sélidos se han
planteado diversas opciones, entre éstas se encuentran las mencionadas
anteriormente. No obstante, resultan insuficientes (rellenos sanitarios), o son muy
costosos (incineracion) o solo una pequefa proporcién es utilizada para el reciclaje.
Debido a que la biodegradacion requiere de condiciones menos drasticas, en
comparacién a las otras técnicas, el estudio de ésta ha cobrado gran interés como
una solucién en el tratamiento de los residuos plasticos.

La mayoria de los polimeros sintéticos son inertes al ataque de los
microorganismos. Para que el carbono contenido en los polimeros pueda ser
utilizado por los microorganismos, el polimero tiene que ser transformado a
compuestos de bajo peso molecular a través de reacciones quimicas (como las
inducidas por la termo- o foto-oxidacién). Durante la termo- o foto-oxidacion de
polimeros, se forman hidroperéxidos que al descomponerse dan por resultado la
formacion de acidos carboxilicos que pueden ser bioasimilados por diferentes
microorganismos (Scott y Gilead, 1995).

Algunos de los polimeros sintéticos que son reportados como biodegradables
son: los polieteres (Kawai, 1987), algunos poliésteres (Potts y col., 1973),
poliuretanos (Darby y Kaplan, 1968) y poliamidas (Bailey y col., 1976). Los
polibetahidroxialcanoatos (PHAs) son también biodegradables, pero a diferencia de
los anteriores, éstos son producidos por una variedad de microorganismos como la

bacteria Alicaligenes eutrophus (Palmisano y Pettigrew, 1992).
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Desde 1932 existen reportes sobre la biodegradacion de hidrocarburos de
bajo peso molecular. Hopkins y Chibnall (1932), encontraron evidencia de
crecimiento de mohos sobre alcanos de cadena corta (Css4). Mas tarde, Potts y col.
(1973) encontraron resultados similares en el LDPE pirolizado, reportando
crecimiento superficial de microorganismos en muestras de LDPE con peso
molecular menor a 2100 Da.

Los esfuerzos para hacer biodegradables a los plasticos han tomado dos
direcciones: a) el disefio de nuevos polimeros con estructuras que sean sensibles a
la foto y/o biodegradacion o la modificacion de la estructura de los ya existentes para
el mismo propdsito o b) la incorporacién de aditivos biodegradables, de tal manera
que al ser consumidos por los microorganismos las propiedades originales del
plastico cambian para que sufra una degradacion.

Griffin (1976) sugiere que la biodegradabilidad de los polimeros se incrementa
por la incorporacion de aditivos biodegradables al material polimérico. En estudios de
composteo en peliculas de LDPE mezclado con almidén (material biodegradable) se
encontré oxidacién del LDPE. Cuando se empiea un aditivo biodegradable, los
microorganismos pueden utilizarlo facilmente para su crecimiento, dando por
resultado un aumento en la porosidad y una disminucién en las propiedades
mecanicas del polimero (Albertsson y Ranby, 1979).

Albertsson y Ranby (1979) reportan la liberacién de '*CO; en una mezcla de
HDPE (marcado aleatoriamente mezclando monémero marcado con '*C [1 '*C por
1.16 X 10° '>C] con mondmero sin marcar) y dotriacontano (CaHss, 10%). La
produccion de '“CO; fue escasa durante los primeros dos afios de incubacion con
Fusarium redolens. Sin embargo, en combinacion con otros factores que favorecen ta
degradacion (presencia de oxigeno, disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura y
humedad adecuados), esta parafina podria tener un efecto positivo en la
biodegradacion del polietileno.

La biodegradabilidad de los polimeros es usualmente estudiada haciendo
observaciones del crecimiento microbiano en la superficie o por mediciones de
cambios quimicos o fisicos.

Algunos de los resultados mas sobresalientes en la biodegradacion del

polietileno de baja densidad son presentados en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Estudios de biodegradaciéon de LDPE

awus, C. |E

ger, g9
globosum, depende del PM. (Potts y col., 1973)
P. pinophilum
Tratado con | Acinetobacter y | Disminucién del indice carbonilo, aumento
UV (300 W) | Micrococus. del indice de dobles enlaces. (Albertsson y
col., 1987)

Con tratamiento | A. niger, P. vanotii, | Aumento en el peso molecular e incremento

térmico (70°C) |G. wvirens 'y P.|en la cristalinidad, crecimiento superficial de

funiculosum microorganismos. (Weiland y col., 1995)
Con tratamiento | Arthrobacter Disminucion de PM, cristalinidad y tamafo
térmico (100°C) | paraffineus promedio de cristal. (Albertsson y col,
1995)

Con tratamiento { A. niger, G. virens, P.{Disminucion de! calor de fusion, tamano
térmico (150°C) | chrysosporium, P.|promedio de cristal e indice carbonilo,

pinophilum y  C.{aumento del indice vinilo.

globosum. (Limén y Trejo, 1996)
Mezclado con i Disminucién de cristalinidad, punto de
bagazo de cafia | P. chrysospornium fusién y tamario promedio de cristal.
de azucar (Manzur y col., 1997)

La susceptibilidad de un polimero al ataque microbiano depende de su
estructura quimica. Los polimeros con enlaces mixtos como C=0 y C=N muestran
mayor susceptibilidad a la biodegradacion que los polimeros que solo tienen enlaces
C-C (como el polietileno). Los dobles enlaces son susceptibles a la hidrdlisis, fotolisis
y oxidacion.

El deterioro fisicoquimico en el LDPE puede ser iniciado por su oxidaciéon. Los
productos de la degradacion oxidativa tienen un menor peso molecular y una mayor
hidrofilicidad y de esta manera son mas susceptibles al ataque microbiano. Las
enzimas microbianas pueden atacar los segmentos mas pequefos, produciendo

intermediarios de bajo peso molecular que pueden ser incorporados a la biomasa
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celular o ser completamente degradados hasta la produccion de biéxido de carbono y
agua bajo condiciones aerdbicas (Palmisano y Pettigrew, 1992).

Para que un polimero pueda ser biodegradado, las enzimas microbianas
necesitan tener acceso en el polimero, es decir, los polimeros deben tener grupos
susceptibles al ataque microbiano, por ejemplo, grupos carbonilos (Palmisano y
Pettigrew, 1992). La foto-oxidacidn puede disminuir el peso molecular de los
polimeros y por lo tanto dar lugar a la formacion de cadenas mas cortas que
eventualmente pueden ser biodegradadas. Albertsson y col. (1995) reportan que el
paso inicial para la biodegradacion del LDPE es |a foto-oxidacion, la cual promueve
la formacion de grupos carbonilo y cadenas mas cortas en el LDPE. Estos reportes
sugieren entonces que cualquier tratamiento fisicoquimico (TFQ) que promueva la
formacion de cadenas mas cortas y grupos carbonilos, podria favorecer y acelerar la
biodegradacion del LDPE.

La biodegradacion de algunos polimeros procede por medio de la hidrélisis y
la oxidacion. La mayoria de los polimeros biodegradables poseen en sus cadenas
grupos hidrolisables (amidas, ésteres, urea, uretano, enol-cetona, etc.), éstos junto
con la presencia de enlaces facilmente oxidables y el balance de hidrofobicidad e
hidrofilicidad contribuyen a la biodegradabilidad en polimeros sintéticos (Scott y
Gilead, 1995).

A continuacién se presenta una revisién bibliografica acerca del polietiteno,
sus propiedades, tipos de degradacion fisicoquimica y bioldgica en polimeros y
algunos factores que ejercen un efecto en éstas. Por dltimo se presenta la

descripcion de algunas técnicas para la caracterizacion de polimeros.
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CAPITULO 1l
OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto de dos diferentes tratamientos fisicoquimicos, uno térmico y
otro con envejecimiento acelerado sobre la biocdegradacion del polietileno de baja
densidad por un consorcio de cuatro hongos filamentosos en un cultivo liquido en

condiciones aerobias.

3.2. Objetivos Especificos.

1. Evaiuar el efecto del tratamiento térmico y del envejecimiento acelerado sobre las
propiedades térmicas, quimicas y estructurales del LDPE sin y con tratamiento
bioldgico.

2. Evaluar la mineralizacién del LDPE sin y con tratamiento fisicoguimico a través de
la produccién de CO,.

3. Determinar el efecto del crecimiento de microorganismos en la superficie del

LDPE por medio de la microscopia electrénica de barrido (SEM).
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CAPITULO IV
MARCO TEORICO

4.1. POLIMEROS

Los polimeros son el producto de la combinacién de dos o mas moléculas
denominadas monémeros que forman enormes cadenas de las formas mas diversas.

Los polimeros se dividen en dos clases: naturales y sintéticos. Ejemplos de
polimeros naturales son las prbteinas, los acidos nucléicos, el almidén, la celulosa
(polisacaridos) y el hule (poliisopreno). Los polimeros sintéticos son en su mayoria
compuestos organicos, ejemplos comunes son el nylon, el dacron,
polietilentereftalato y polietileno.

La unidad repetitiva en el polimero es usualmente el monémero o material
iniciador a partir del cudl el polimero es formado (Ureta, 1989). En algunos casos la
repeticion es lineal, en otros casos son ramificadas o interconectadas en redes
tridimensionales. Las estructuras esqueléticas de los polimeros son presentadas en
la Figura 4.1.

Lineal Ramificada Enred

Figura 4.1. Estructuras representativas de polimeros lineales y no lineales (Young y Lovell,
1991).
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4.2. MORFOLOGIA Y CRISTALINIDAD

Todos los materiales sélidos pueden clasificarse, de acuerdo a su morfologia,
en cristalinos y amorfos. En los sdlidos cristalinos las moléculas se encuentran
ordenadas en tres dimensiones, ésto es denominado generaimente ordenamiento
periddico y lo pueden presentar moléculas pequenas. En el caso de los polimeros,
las cadenas son muy largas y facilmente se entrecruzan, ademas cuando se
encuentran en estado fundido se mueven en un medio muy viscoso de tal manera
gque no se puede esperar un orden perfecto, algunos polimeros exhiben
ordenamiento parcial en regiones llamadas cristalitos.

En la Figura 4.2. se muestra esquematicamente la presencia de las regiones
cristalinas y amorfas en un polimero. En las regiones cristalinas, las cadenas
dobladas varias veces en zigzag estan alineadas formando los cristalitos; y en
las otras regiones denominadas amorfas las cadenas se encuentran en un completo
desorden.

Figura 4.2. Representacion esquematica de zonas cristalinas y amorfas

El grado de cristalinidad de un polimero depende del tamafio y numero de las
areas cristalinas y amorfas. La proporcion o porcentaje de zonas cristalinas puede
ser muy alto, como en el caso del polietileno. En otros polimeros como el policloruro
de vinilo (PVC), el grado de cristalinidad es mucho menor. Existen otros polimeros

completamente amorfos como es el caso del poliestireno atactico.
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El grado de cristalinidad de los polimeros, que por la estructura regular y por la
flexibilidad de sus cadenas tienen mayor tendencia a cristalizar, depende de las
condiciones de la cristalizacion. Si el polimero cristaliza a partir del material fundido,
habrd mas imperfecciones porque las cadenas se entrecruzan y el medio es muy
viscoso, lo que dificulta el ordenamiento entre\ellas. En cambio, si el polimero
cristaliza a partir de una solucion diluida, es posible obtener cristales aislados, con
estructuras bien definidas como es el caso del polietileno en donde se pueden
distinguir capas llamadas lamelas, formadas por cadenas dobladas muchas veces
sobre ellas mismas.

El nimero y tamario de cristales, asi como la proporcién de material amorfo
puede controlarse mediante la velocidad de enfriamiento. Si ésta es rapida produce
cristales mas pequenos, por lo tanto, un enfriamiento muy rapido puede reducir
considerablemente el grado de cristalinidad (Ureta, 1989).

El grado de cristalinidad, el tamafio y arreglo de ios cristales en un polimero
semicristalino, tienen un efecto importante en las propiedades fisicas y mecanicas de
los polimeros (Young y Lovell, 1991). La zona cristalina exhibe un punto de fusidn y
una mayor densidad en comparacién con la parte amorfa, es de esperarse entonces
que la region cristalina serd mas resistente a la solubilizaciéon y menos permeable a
otras moléculas (como el oxigeno) que la region amorfa. Por lo tanto, las regiones
altamente cristalinas de un polimero son mas resistentes al deterioro quimico y fisico
(Conley, 1970).

4.3. POLIETILENO

El polietileno es el polimero de mayor importancia comercial debido
principalmente a:
& Su bajo costo como consecuencia de que la materia prima es barata
« Suresistencia quimica
~ Lafacilidad de su procesamiento por técnicas muy variadas
» Sus propiedades mecanicas

« Su baja absorcion de agua
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4.3.1. Tipos de polietileno

El ejemplo mas claro de la importancia de las ramificaciones en el grado de
cristalinidad es e! polietileno, del cual hay basicamente tres variedades, que se

presentan a continuacion:

i HDPE
¥
F = z y 4
~ - LLDPE
LDPE

Figura 4.3. Tipos de polietileno (Ureta, 1989)

a) Polietileno de alta densidad (HDPE): El polietileno de alta densidad (0.94 a 0.97
g/cm®) es un material con alto grado de cristalinidad (85 a 95%) y temperaturas de
fusion de aproximadamente 135°C. La alta cristalinidad de este polimero se debe
a que sus cadenas tienen pocas ramificaciones por lo que pueden tener un
arreglo casi perfecto. Este material tiene buenas propiedades fisicas, quimicas y
eléctricas en combinaciéon con su bajo costo. El ataque quimico puede producir
fisuras, hinchamiento, coloraciones o pérdida de la resistencia mecanica. En
general estos efectos son menores en los polietilenos de alta densidad, que en
los de baja. La permeabilidad a los gases, vapores y liquidos es menor en los
polietilenos altamente cristalinos en comparacion a los otros. El HDPE se usa
para cuerdas, tuberias de alta presion, en recipientes de gran capacidad, rodillos

y en peliculas para bolsas con alta resistencia al desgarre (Ureta; 1989).
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b) Polietileno lineal de baja densidad (LLDPE): Este material se fabrica
polimerizando etileno con otras olefinas. Tiene ramificaciones, por lo que se
puede considerar de baja densidad, pero las ramificaciones o grupos laterales
son de tamano uniforme, este polimero tiene grados de cristalinidad mayores que
el polietileno normal de baja densidad, ia mayor cristalinidad le imparte
propiedades (mayor resistencia al impacto y al desgarre) que lo hacen mejor que
el LDPE. Este tipo de polietileno se utiliza principaimente para bolsas para

articulos pesados (Ureta, 1989).

c) Polietileno de baja densidad (LDPE). El primer tipo de polietileno fabricado fue el
polietileno de baja densidad, éste es polimerizado a una alta presion. Este tipo de

polietileno es descrito con mas detalle a continuacion.

4.3.2. Polietileno de baja densidad

Este término es empleado para polietilenos con alto indice de ramificaciones y
con densidades de 0.91 a 0.93 glcm3, grados de cristalinidad entre 50 y 70% vy
temperaturas de fusién entre 100 y 110°C. Son ramificados porque se fabrican en
condiciones muy drasticas: presiones de 1 500 a 3 000 atm y temperaturas entre 200
y 250°C, con peréxidos como iniciadores. Los peroxidos generan radicales fibres que

por su enorme reactividad producen las ramificaciones.

El LDPE es el polimero de mayor consumo en comparacién con los
polietilenos lineales o de alta densidad. Las aplicaciones mas importantes de los

polietilenos de baja densidad son:

e El 55% se procesa en forma de peliculas, principalmente para bolsas y
para usos agricolas, cubiertas para invernaderos y tuneles, asi como para
impermeabilizar canales y depésitos de agua. Las peliculas también se

emplean en muchos tipos de empaques.
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¢ 10 a 15% se ocupa para hacer una gran variedad de articulos moldeados.

s Del 15 al 20% se usa para aislar cables y alambres eléctricos.

¢ El resto se extruye para laminarlo con papel, cartdn, hojas metalicas o se
mezcla con otros plasticos. También se moldea por soplado para hacer
botellas (Ureta, 1989).

4.3.2.1. Morfologia.

En 1940 la espectroscopia infrarroja reveld que el polietileno de baja densidad
posee cadenas ramificadas. Estas ramificaciones son de dos tipos:

s Las debidas a transferencia intermolecular a partir de las siguientes reacciones:

R1 -CHz-CHz' + Rz—CHz-CHz-—R3 ———}R1 -CHz—CH:«x + Rz—CH-CHz—Ra
Cadena propagante  Molécula de polimero Molécula de polimero Cadena propagante

Dando lugar a cadenas formadas a partir de una transferencia de hidrégeno
intermolecular, estas ramificaciones son en promedio tan largas como la cadena

principal del polimero. Este tipo de cadenas tienen un efecto importante en ia
viscosidad del polimero.

s El segundo mecanismo de ramificacion denominado de transferencia
intramolecular es el correspondiente a la produccion de ramificaciones cortas

en el polietileno y es mostrado a continuacion:

H Transicién del sexto R-Hzc\ /CHz\
R-CH,-CH-CH,-CH,-CH,-CH,* miembro HE CH,
Cadena propagante 111 /CHz
s CH,
Transferencia Intramolecular .

— - R-CHQ—CH ‘CH2'CH2-CH2‘CH3
de Hidrégeno
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Este mecanismo sugiere una longitud de cuatro carbonos en las
ramificaciones cortas (Billmeyer, 1971). Un polietileno de baja densidad tipico puede
contener de 25 a 30 ramificaciones cortas y no mas de una ramificacion larga en un

numero promedio de 1000 carbonos (Ureta, 1989).

4.3.2.2. Propiedades

Las propiedades de los polimeros sintéticos son funcidn de tres variables
estructurales: peso molecular, distribucién de peso molecular y ramificaciones. Las
ramificaciones cortas tienen un marcado efecto en el grado de cristalinidad y por lo
tanto en ia densidad del LDPE; las propiedades que dependen de la cristalinidad
tales como dureza, resistencia al impacto, resistencia quimica, etc., incrementan con
la densidad o disminuyen con la cantidad de ramificaciones cortas en el LDPE.

Para efecto de comparacion en la Tabla 4.1 se presentan los tres tipos de
polietileno y a variacién en la cristalinidad, densidad y punto de fusion como efecto

de las ramificaciones.

Tabla 4.1. Efecto de las ramificaciones en algunas propiedades del polietileno

Akta densidad (HDPE) "~ 8095  0.94-097  Hasta 135

Lineal de baja densidad (LLDPE) 70-90 092-0.95 110-125
Baja densidad (LDPE) 50-75 0.91-0.93 105 - 110

El efecto del peso molecular es observado en algunas propiedades mecanicas
del material. Cuando el peso molecular incrementa, la resistencia tensil, al rasgado,

al impacto y al medio ambiente también aumentan.
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Propiedades Fisicas.

Las propiedades mecanicas de!l LDPE se encuentran entre las de los
materiales rigidos, como el poliestireno y entre los polimeros blandos, como los
vinilos. E! polietileno tiene buena dureza y flexibilidad en un amplio intervalo de
temperatura. El punto de fusidn relativamente bajo (cerca de 110°C) limita el intervalo
de temperatura en donde existen buenas propiedades mecanicas. En la Tabla 4.2. se

presentan algunas de las propiedades fisicas del LDPE.

Tabla 4.2. Propiedades generales del LDPE.

Densidad (g/cm”) 0.91-0.93
Resistencia a la tension 600 — 2300 psi
4.1-15.8 (Pa)
Elongacion (%) 90 800
Resistencia al impacto (ft-Ib/in de corte) >16
Constante dieléctrica (1000 ciclos) 2.25-2.35
Absorcion de agua (1/8 in, 24 h, %) <0.015

Datos obtenidos de Billmeyer (1971).

Las propiedades eléctricas del LDPE son excelentes, probablemente
superiores a las del politetrafluoretileno que tiene un amplio uso en esta area. Las
secciones gruesas del LDPE son translicidas debido a su cristalinidad pero en

peliculas delgadas se obtiene una alta transparencia (Billmeyer, 1971).

Propiedades quimicas.

El LDPE es inerte quimicamente, no lo disuelve ningun disolvente a
temperatura ambiente, es hinchado ligeramente con benceno y tetracloruro de
carbono, los cuales lo pueden disolver a altas temperaturas. Tiene buena resistencia
a acidos y alcalis. No es modificado en 24 hr a 100°C con acido sulfdrico o
clorhidrico; sin embargo, es carbonizado por acido nitrico concentrado. Por sus
resistencia quimica es empleado como recipiente para acidos incluyendo el acido
fluorhidrico (Bilimeyer, 1971).
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El LDPE envejece o se degrada bajo la exposicién de luz y oxigeno, esta
degradacion se ve reflejada por la pérdida de elongacién, resistencia al impacto y al
desgarre. Los estabilizadores retardan el deterioro, pero pocos son [os
suficientemente compatibles con el LDPE. EI LDPE también experimenta

entrecruzamiento cuando es calentado a elevadas temperaturas (Billmeyer, 1971).
4.4. DEGRADACION DE POLIMEROS.

La quimica clasica utiliza el término “degradacién” como un sinénimo de
descomposicion o desarreglo de la estructura quimica; en términos poliméricos, la
degradacion esta referida a una disminucion en el peso molecular, sin embargo, esta
definicion no es aplicable en todos los casos. La decoloracion de los polimeros, por
ejemplo, es en la mayoria de los casos referida a una degradacion, pero las
reacciones quimicas que provocan este efecto pueden incrementar el peso molecular
{Mark y col., 1966).

Ei término de “degradacién de un polimero”, es usado para denotar cambios
en las propiedades fisicas causadas por reacciones quimicas que pueden involucrar
rompimientos de enlaces en la estructura de ia macromolécula. En los polimeros
estas reacciones quimicas conducen a una reduccion en el peso molecular por la
disminucion de la longitud de cadena (Figura 4.4), o bien un incremento en el peso
molecular por la combinacion de los radicales formados por el ambiente quimico o

fisico durante la degradacion (Schnabel, 1981).

Rompimiento
de cadena

VAN AV s e N A YA

Figura 4.4. Formacion de cadenas mas cortas por degradaciéon {Schnabel, 1981).

20



Marco Tebrico

4.4.1. Tipos de degradacion

La degradacion de los polimeros es causada principalmente por reacciones de

rompimienio de enlaces en las macromoléculas. Existen diferentes tipos de

degradacién de un polimero: térmica, mecanica, fotoquimica, quimica, por radiacion

de alta energia, bioldgica, etc. (Schnabel, 1981).

o
DO

Degradacion térmica: El término de degradacion térmica se aplica cuando el
polimero experimenta cambios quimicos después de ser sometido a temperatura
sin la intervencién simultanea de otro compuesto. Sin embargo, es dificil distinguir
entre una degradacion térmica y una termoquimica, debido a que los materiales
poliméricos son raramente “puros’ quimicamente, ya que las impurezas o aditivos
presentes en el material podrian reaccionar con la matriz polimérica si la

temperatura es alta.

Degradacion mecéanica: La degradacibn mecanica produce cambios
macroscopicos por efecto de fuerzas de corte. Aparte del papel importante que la
fractura del polimero desemperfia en las aplicaciones de los plasticos, se debe
sefialar que los procesos con esfuerzos de corte grandes estan frecuentemente

acompanados del rompimiento de enlaces entre las cadenas del polimero.

Fotodegradacion: La degradacion de un polimero inducida por la luz es
denominada fotodegradacion, que se refiere a los cambios fisicos y quimicos
producidos por la radiacién con UV o luz visible. Para que se lleve a cabo este
tipo de degradacién la radiacion debe ser absorbida por el polimera. Por {o tanto,
es un pre-requisito la existencia de grupos cromoforos (que absorben la luz),
generalmente estos grupos absorben radiacién en un rango a longitudes de onda
menores de 400 nm.
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Degradacion quimica: es promovida por procesos que son inducidos por reactivos
quimicos (4cidos, bases y disolventes). En muchos casos es observada una serie
de conversiones quimicas de los compuestos quimicos presentes en el material,
en otros, sin embargo, es necesario el empleo de altas temperaturas.
Degradacién por radiacién de alta energia: Este tipo de degradacion es inducido
por radiacion electromagnética (rayos X o y) o radiacidn de particulas (a,
neutrones, productos de fision) y no es especifica de la absorcidon. La existencia
de grupos cromodforos no es un pre-requisitc como en el casoc de la
fotodegradacion, ya que todas las moléculas son capaces de interactuar con la
radiacion. La extensién y cardacter de los cambios fisicos y quimicos depende de
la estructura quimica del material irradiado, de las condiciones durante la
radiacion (temperatura, rapidez de dosis, atmoésfera, humedad) y de las
impurezas y aditivos (Martinez Pardo 1990). Se han observado que la radiacion
de! LDPE bajo una atmésfera con oxigeno y una dosis de 150 kGy (15 Mrad) da
por resultado una disminucion en el tamafio promedio de cristal y en el calor de
fusién (Limén y Trejo, 1996). La radiacion a alta energia provoca la generacion
de radicales libres e iones en el sustrato, de esta manera la irradiacion a alta
energia es un método de iniciacion de reacciones quimicas que se llevan a cabo
a través de mecanismos de radicales libres o idnicos (Schnabel, 1981).
Degradacion bioldgica (biodegradacion): el termino se emplea para describir
cualquier cambio en la estructura quimica del palimero por efecto de la actividad
de agentes biologicos (Cain, 1992). La biodegradacién es una transformacion
biogquimica de compuestos por la acciéon de microorganismos. La biodegradacion
de un compuesto ocurre debido a la actividad de varias enzimas que son
producidas por los microorganismos (Potts, 1984). Las enzimas pueden atacar los
segmentos mas pequenos, produciendo intermediarios de bajo peso molecular
que pueden ser incorporados a la biomasa celular 0 mineralizados, es decir,
completamente degradados , hasta la produccién de bidxido de carbono y agua
en condiciones aerobicas, o metano y bidxido de carbono en condiciones

anaerébicas (Palmisano y Pettigrew, 1992).
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Frecuentemente, las circunstancias predominantes dan origen a que ocurran
simultaneamente varios tipos de degradacion. Los factores mas comunes son: (a)
condiciones ambientales, las cuales involucran la accién coincidente de radiacion
UV, oxigeno, humedad, temperatura etc, o (b) condiciones de fabricacién del
material que incluye el deterioro oxidativo de polimeros termoplasticos durante el
procesamiento debido a efectos simultaneos de calor, fuerzas mecanicas y oxigeno
(Schnabet, 1981).

4.4.2. Factores que influyen en la degradacion

% Cristalinidad: Ademas de la estabilidad térmica, ya que un material mas cristalino
tiene un punto de fusién mayor, la cristalinidad puede ejercer un efecto en la
estabilidad quimica y oxidativa. Se ha demostrado que el ataque de un reactivo
quimico ocurre mas faciimente sobre la estructura amorfa que en la parte
cristalina. Un incremento en la fraccion cristalina implica también un incremento
en la estabilidad oxidativa. Weiland y col. (1994}, encontraron que Unicamente las
regiones amorfas del polietileno semicristalino son susceptibles a la oxidacion.
Ademas, la oxidacién de regiones amorfas puede dar por resultado un incremento
aparente en la cristalinidad. Luongo (1963, citado por Reich y Stivala, 1971)
reporté un incremento en la cristalinidad durante la oxidacion del polietileno,
explicada por ia formacion de grupos polares que podrian ejercer una fuerza de
atraccidn pravocando de esta manera una mayor densidad del polimero.

“ Rigidez de la cadena principal: Un incremento en la rigidez de la cadena da por
resultado una mayor estabilidad térmica. En general, los polimeros con estructura
ciclica en sus cadenas tienden a ser mas duros y mas resistentes a la
deformacion. El punto de fusion y la temperatura de transicion vitrea (Tg) se
incrementan por este efecto, y aunque la presencia de compuestos ciclicos
aumenta su estabilidad térmica y mecanica, la presencia de grupos carbonilo o
fenilos los hacen susceptibles a la radiacion ultravioleta. Tales polimeros son
vulnerables también a procesos de degradacion fotoquimicos en presencia o
ausencia de oxigeno. Otros polimeros con estabilidad térmica y rigidez de la
cadena alta, generalmente muestran resistencia relativamente buena a la
degradacion oxidativa.
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Ramificaciones: La presencia de ramificaciones en una macromolécula
generalmente disminuye la estabilidad térmica conforme la longitud de las
ramificaciones incrementa. Los polimeros ramificados tienden a oxidarse mas
facilmente que los lineales debido a factores que debilitan las fuerzas intra- e
inter- moleculares y a ia presencia de carbonos terciarios producto de las
ramificaciones. En el ultimo caso se espera que los hidrégenos unidos a carbonos
terciarios sean mas susceptibles al ataque quimico que los hidrégenos unidos a
carbonos secundarios o primarios.

Entrecruzamiento: La flexibilidad de las cadenas puede ser disminuida a través de
su entrecruzamiento. La rigidez de la cadena como consecuencia del
entrecruzamiento hace que la estabilidad quimica y térmica aumenten en el
polimero. La estabilidad del polimero depende del nimero de entrecruzamientos
por unidad de peso o volumen, la longitud, estructura quimica, entre otros.
Aunque generalmente el entrecruzamiento da por resultade que los polimeros
adquieran una mayor estabilidad quimica y térmica, estudios realizados por
Winslow y col. en 1963 (citado por Reich y Stivala, 1971) muestran una

disminucién en el grado de cristalinidad en el polietileno lineal de alto peso

" molecular, entrecruzado por radiacion, debido a que el entrecruzamiento

favorecid el porcentaje de reaccion del oxigeno durante la degradacion térmica de
éste a 100°C.

Impurezas: La presencia de compuestos traza ejercen un efecto en los procesos
de oxidacién. Dicho efecto se ve reflejado por modificaciones en los mecanismos
de reaccion de iniciacion y terminacion durante la oxidacion y descomposicion de
peroxido. Los compuestos traza durante los procesos de polimerizacién pueden
interactuar con los radicales peroxi y con el polimero (Norling y Tobolsky, 1970).
El efecto de los compuestos traza, que actian como catalizadores, depende de
las condiciones experimentales como el medio y concentraciones, entre otras. Sin
embargo, la principal funcion de éstos consiste en inducir la descomposicion de

hidroperdxidos por reacciones redox.
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4.4.3. Degradacion térmica

Las macromoléculas organicas, asi como las moléculas organicas de bajo
peso molecular (compuestas principalimente de carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno) son estables por debajo de cierto limite de temperatura, usualmente de
100° a 200°C, debido principalmente a que los atomos estan ligados por enlaces
covalentes. La energia de disociacion para este tipo de enlaces se encuentra en el
orden de 150 a 400 kJ/mol a 25°C. Las reacciones guimicas que llevan a la
degradacion térmica de un polimero son el resultado del rompimiento de enlaces
quimicos al sobrepasar las energias de disociacion de éstos.

Los cambios quimicos ocurridos durante el tratamiento térmico de los
polimeros son caracterizados por la disminucién en el peso molecular y a elevadas
temperaturas por la produccion de compuestos gaseosos de bajo peso molecular.
Las reacciones quimicas tipicas son ciclizaciones y eliminaciones; en el caso de los
polimeros lineales, puede ocurrir entrecruzamiento, lo que da por resultado un
aumento en el peso molecular. A temperaturas muy elevadas (400 a 600°C), el
polimero puede descomponerse en monémeros, este mecanismo es generalmente
conocido como despolimerizacion. En la Figura 4.5 se presenta en forma
esquemdtica las reacciones que pueden ocurrir durante una degradacion térmica
(Schnabel, 1981).

Y
rr T m Rompimiento de la cadena pnncipat
m + Re Rompimiente en un grupo secundarna
RRRR R .
YYVYYY  + Eliminacién
RR RR i
ne Depolimenzacion
R
RR RR R RR RR R
R R . Ciclizacio
— R ichzacion
LIPN ¥
RRRR R R RRR
R R RR RRRR
TAAAA
— Entrecruzamiento
YYYY A Y'Y
RR RRR RRRRR

Figura 4.5. Representacién esquemitica de reacciones quimicas durante la degradacién térmica
{Schnabel, 1981).
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Los mecanismos mostrados dependen de la estructura de! polimero, conforme
la temperatura se incrementa, la probabilidad de rompimiento de enlaces aumenta. El
polietileno puede tener una pequena cantidad de grupos con diferentes estructuras,

en la Figura 4.6 se muestra (con flechas) el sitio con mas probabilidad de ruptura.

HoH HH H PR
-¢-0-C- -¢-C-C=C-C- ¢-C-C-C-
H H HHH HH Hl HH

—

H-C-H

H-C-H

Figura 4.6. Sitios de ruptura de enlaces en el polietileno (Schnabel, 1981).

El polietileno en ausencia de oxigeno se entrecruza a temperaturas entre 200
y 290°C, por arriba de esta ultima se empieza a descomponer. Los mecanismos de
rompimiento y entrecruzamiento ocurren competitivamente pero mientras mayor es la
temperatura, el rompimiento es favorecido por la presencia de carbonos terciarios en

las ramificaciones (Hansen, 1970).

El LDPE es estable térmicamente aproximadamente hasta 290°C, a esta
temperatura es despreciable la presencia de material volatil. Durante las primeras
etapas de la degradacion térmica son formadas cadenas con dobles enlaces. Los
tipos de dobles enlaces formados para el caso del polietileno son mostrados en la
Figura 4.7.

R-CH=CHR ~C=CH R-CH=CH,
g 2

Figura 4.7. Tipos de dobles enlaces formados durante las primeras etapas de degradacion
térmica en el polietileno (Grassie, 1964).

Los dos primeros tipos son formados como consecuencia del rompimiento en

las ramificaciones de la cadena.
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4.4.4 Termo-oxidacion

A temperatura ambiente la estructura quimica de los polimeros es muy estable
al ataque del oxigeno molecular (O;). Como se menciond anteriormente la morfologia
y estructura quimica de un polimero desempefian un papel importante en la
degradacion. Los polimeros altamente ramificados, cuyas ramificaciones no sean
muy largas, son faciimente oxidados en comparacién a polimeros lineales. La termo-
oxidacién empieza en los atomos de carbono terciarios, si éstos estan presentes, y
continua a través de las regiones mas accesibles del material (usualmente la parte
no cirstalina). A una temperatura alrededor de 100° C el LDPE es casi totaimente
amorfo, por lo cual la termo-oxidacion empieza instantaneamente. El espesor de la
capa del polimero desempena un papel importante durante este tipo de degradacion,
el tiempo requerido para la oxidacién se incrementa cuando se utilizan muestras muy
gruesas, debido a que la difusion de oxigeno y productos de la oxidacion son
deficientes (Hansen, 1970).

E! primer paso en la oxidacion de un material es la generacion de radicales
libres que reaccionan rapidamente con el oxigeno, éstos pueden ser formados por

reacciones promovidas por radiacidn, calor o esfuerzos mecanicos (Schnabel, 1981).

—_— RAanuilo<‘l
=
> io,-#

R. peroxi
(ROO9

| /'R alquiio R. alquilcy, ___|
:
RH /R hidroxt R. alcoxi \RH
(OHe) (RO%

Figura 4.8. Mecanismo de termo-oxidacién
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En la Figura 4.8 se presenta el mecanismo de termo-oxidacién. El primer paso
es la formacidén de radicales alquilo (R+) a partir del polimero. Una vez que los
radicales alquilo son formados, reaccionan rapidamente con el oxigeno generando
radicales peroxi (ROO-), éstos pueden extaer entonces hidrogeno de la cadena
polimérica para formar hidroperoxidos (ROOH). A elevadas temperaturas los
hidroperoxidos se descomponen rapidamente para formar radicales alcoxi e hidroxi
(RO- y OH-). Estos compuestos son muy inestables y extraen rapidamente hidrégeno
de la cadena del polimero para formar mas radicales alquilo. Este proceso es el
motor que conduce a una serie de otros procesos de reaccidn, tales como la
desproporcionacion de los radicales libres para formar cetonas (R=0) o grupos vinilo
a lo largo de la cadena polimérica.

Para aumentar la oxidacion de polimeros semicristalinos es necesario
incrementar la temperatura, de tal manera que al fundir el polimero se fomente un
desorden en su estructura fo que permite una mayor difusién de oxigeno en el
material.

Algunos de los productos resultantes de la temo-oxidacién son alcoholes,
aldehidos, cetonas y &cidos, estos compuestos pueden causar cambios en la
apariencia fisica del material. Se ha demostrado que las insaturaciones se
incrementan con el tiempo, temperatura y concentracion de oxigeno (Holmstrom vy
Soérvik, 1974). La termo-oxidacién puede también ejercer un efecto sobre el peso
molecular que se ve reflejado con cambios en la viscosidad del material. La
viscosidad se incrementa o disminuye dependiendo si existe rompimiento o
entrecruzamiento  durante la degradacién. Las reacciones de rompimiento y

entrecruzamiento son descritas a continuacion:

a) Rompimiento: Entre las reacciones que alteran el peso molecular, existen dos
mecanismos de mayor importancia en el rompimiento de cadenas durante la
termo-oxidacion. El primero es el que involucra el rompimiento en la posicion § de
los radicales alcoxi o peroxi (RO« y ROO-). Este rompimiento (“oxidativo™) tiene
una energia de activacion baja (59 kJ/mol). Este es el tipo de rompimiento
predominante a temperaturas moderadas o bajo condiciones de alta

concentracién de oxigeno.
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El segunda mecanismo se refiere al rompimiento de los radicales alquilo en la
posicion B. El rompimiento de un radical alquiio secundario produce un grupo
vinlo  monosustituido (CH, =CHR) y un radical alquilo, mientras que el
rompimiento de un radical alquilo terciario da por resultado la formacion de un
grupo vinilo bisustituido (CH,=CRR’) y un radical alquilo. Este tipo de reaccién no
necesita la presencia del oxigeno. Sin embargo, la formacién de grupos alquilo
también ocurre durante la termo-oxidacion y por lo tanto, este tipo de rompimiento
puede existir también en la termo-oxidacion. E! tipo de rompimiento “térmico” llega
a ser mas predominante que la “oxidativa” conforme la temperatura se incrementa
(Johnston y Morrison, 1993).

b) Entrecruzamiento: El entrecruzamiento del polietileno bajo condiciones de termo-
oxidacioén ha sido atribuido al acoplamiento de radicales alquilo. Esta reaccién sin
embargo, es fuertemente dependiente de las insaturaciones que pueda tener el
polimero por las condiciones de fabricacion. En el HDPE el entrecruzamiento es
acompanado por una disminucién en los grupos vinilo. El HDPE carente o con
pocos grupos vinilo (proceso Ziegler) no se entrecruza, mientras que el HDPE con

alta concentracidon de grupos vinilo (proceso Phillips) si se entrecruza.

La temperatura desempena también un papel importante en |a determinacion
del mecanismo dominante durante la degradacion del polietileno. Se ha demostrado
que el entrecruzamiento predomina a bajas temperaturas y el rompimiento a altas

temperaturas (Johnston y Morrison, 1993).

Los principales productos reportados por Albertsson y Karisson {1930) como
productos de la termo-oxidacion del LDPE (después de 17 semanas a 95°C) son: 2-
butanol, acido propidnico, 1-pentanol, acido butirico, acido valérico y acido
caprionico. Después de 20 semanas pudieron ser detectados algunos alcanos como:

n-octano, n-nonano, n-decano, n-dodecano y n-tetradecano.
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4.4.5. Degradacion foto-oxidativa

L.a degradacion de una cadena polimérica por luz UV, es debida a la absorciéon
de energia por grupos especificos funcionales (cromoforos) que pueden estar
presentes en la cadena. La mayoria de las veces las impurezas que presenta el
material pueden actuar como grupos cromoforos. Boustead y Charlesby (1967)
(citados por Ranby y Rabek, 1975), encontraron las siguientes impurezas en el
LDPE: alquil-aril cetona, acido benzdico, naftaleno, antraceno, fenantreno y sus
derivados, la mayoria de éstos son originados durante los procesos de

polimerizacion.

Durante la fotodegradacion pueden ocurrir rompimientos de cadena,
entrecruzamientos y formacion de otros productos de menor pesc molecular (Reich y
Stivala, 1971). Los rompimientos de cadena ocurren por reacciones al azar a lo largo
de la cadena, los entrecruzamientos son debidos a procesos secundarios de
radicales libres (Ranby y Rabek, 1975).

Un fendtmeno interesante durante la foto-oxidacion de polimeros es la
formacion de grupos croméforos adicionales durante las reacciones de propagacion,
estos compuestos pueden promover otras reacciones provocando una rapido
deterioro del polimero (Schnabel, 1981). La foto-oxidacion ocurre preferentemente
sobre la superficie del polimero pero después de un tiempo, la oxidacion se extiende
en todo el polimero. Se ha observado también que los grupos carbonilo y perdxidos
en muestras sometidas a foto-oxidacién son los mismos a los encontrados en

muestras tratadas a altas temperaturas (250-300°C).

El mecanismo de foto-oxidacion es similar al mecanismo de termo-oxidacion.
A temperatura ambiente y en ausencia del oxigeno, el polietileno puro es un materiai
estable a la radiacién UV. Se ha observado que después de una larga exposicion a fa
luz UV en vacio o en una atmosfera con nitrogeno se pueden presentar rompimientos
de cadenas y entrecruzamientos (Ranby y Rabek, 1975).
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Otra caracteristica de la foto-oxidacién es la fotélisis de las cetonas formadas
durante la foto-oxidacion, que ocurre a traves de dos tipos de reacciones

denominadas Norrish | y Norrish 1)

H 0
Q H Q@ . / N
R-Co+eR' —+ Re+ CO +R' R-CH -CH,CH,-C-R ¥ R-CH /C-—R

O ~
R.C RY% CH,—CH,
Q !
R +R'-Ce—Re+ CO + R OH
CH;CH, + CHFC_
CHy C-R

Reaccion Norrish | Reaccién Norrish Il

En exposicion a la luz los grupos cetdnicos absorben fotones. En las
reacciones Norrish | es roto un enlace C-C y son formados dos radicales.
Frecuentemente se pierde mondxido de carbono (CO) a partir del radical carbonilo y
los radicales generados reaccionan rapidamente con el oxigeno, lo mas importante
en este tipo de reaccidon es el rompimiento de cadenas. Esto es importante ya que,
las propiedades fisicas de los polimeros dependen de la fongitud de las cadenas.
Cuando las cadenas largas son degradadas por el proceso de fotdlisis, las cadenas
mas pequefias no contribuyen de manera significativa en las propiedades del
material, por esto las muestras eventualmente sufren pérdida de resistencia
mecanica (Klemchuk, 1990).

La reaccién Norrish 1l procede intramolecularmente a través de la formacion
de un intermediario ciclico. La extraccion de un hidrégeno da por resultado la
descomposicion en una olefina y un alcohol o un aldehido, este tipo de reaccion no
produce radicales como en el tipo | (Ranby y Rabek, 1975). En la fotodegradacion del
polietileno predomina el mecanismo de reaccion Norrish tipo 1l (Reich y Stivala,
1971).

227623
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4.4.6. Degradacidn biolégica

Es conocido que los organismos vivos no Unicamente sintetizan biopolimeros
como proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos, sino también son capaces de
degradarios. La biodegradacion consiste en la transformacion bioquimica de

compuestos por la accién de microorganismos.

La degradacion de los polimeros a pequefias moléculas por medio de la
accién bioldgica es llevada a cabo por mecanismos bioquimicos. Los organismos
vivos son capaces de producir enzimas que pueden atacar a los biopolimeros. El
ataque es usualmente especifico con respecto al acoplamiento enzima/polimero y dei
sitio del ataque en el polimero. La mayoria de los polimeros sintéticos son inertes al
atague enzimatico microbiano. Inicialmente este hecho fue considerado favorable,
pero mas tarde surgieron problemas cuando la produccion de los plasticos se
incrementd notablemente junto con la cantidad de residuos plasticos, creando
grandes problemas en su disposicion final y provocando serios problemas ecolégicos
(Schnabel, 1981).

En algunos casos los polimeros naturales y sintéticos pueden ser atacados
por los organismos vivos mecanicamente. Este tipo de biodegradacion de polimeros
corresponde al ataque de ciertos mamiferos (en especial roedores) e insectos. Enun
nimero de casos, las razones de este ataque involucran las necesidades
nutricionales del ser viviente (por ejemplo, algunos escarabajos y termitas digieren
madera). Por otra parte, en los polimeros sintéticos (por ejemplo, PE y PS) el ataque
de los animales, si se llegase a presentar provocaria una degradacién mecéanica en

el material por la mordedura del animal sobre éste.
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4.4.6.1. Degradacidn enzimatica

Durante la degradacion del polimero, se encuentran involucradas las enzimas
microbianas. Los procesos de descompaosicion son altamente especificos, es decir,
no son operativos sobre sustratos con diferente naturaleza quimica a la que el
microorganismo haya sido adaptado.

Aunque los microorganismos, como las bacterias y hongos, son altamente
especificos en la degradacion del sustrato, muchos de éstos son capaces de
adaptarse a otro sustrato. La capacidad de adaptacién de los microorganismos a
nuevos sustratos es de gran importancia en el problema de biodegradabilidad de los
polimeros sintéticos. Existe una gran variedad de microorganismos que tienen la
capacidad de degradarlos (Schnabel, 1981).

La degradacién biolégica de un compuesto se lleva a cabo por accion de
varios tipos de enzimas que son producidas por los microorganismos. Las enzimas
son proteinas con diferente estructura quimica y peso molecular (de 10° a 10° Da),
poseen grupos hidrofilicos (COOH, OH, NH;) y son solubles generalmente en medios
liquidos. Su precipitacion es causada por altas concentraciones de sales univalentes
y bajas concentraciones de iones metalicos multivalentes. La actividad catalitica de
las enzimas estd relacionada a su conformacién molecular. Los cambios
conformacionales inducidos por la variacion de pH, temperatura y adicion de
disolventes organicos, incrementan la probabilidad de “desnaturalizacion”, es decir
perdida de actividad catalitica. Contrariamente a los procesos quimicos, los procesos
enzimaticos operan bajo condiciones no drasticas, a temperaturas moderadas y
presion atmosférica.

Frecuentemente, las enzimas son designadas de acuerdo a su modo de
accion. Las hidrolasas, por ejemplo, son enzimas que catalizan la hidrolisis de
esteres, éteres, o aminas. Las enzimas proteoliticas (hidrolizan proteinas) son
llamadas proteasas y las enzimas que hidrolizan a los polisacaridos (carbohidratos)
son denominadas carbohidrasas. Algunas enzimas, junto con sus sustratos

poliméricos son presentadas en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Enzimas con capacidad de rompimiento de cadenas en polimeros naturales

Carbohidrasas | Amilasa Amilosa Bacterias, pancreas, maita

Fosforilasa Amilosa, amilopectina Bacterias, levaduras,

plantas, animales

Celulasa Celulosa Bacterias y hongos
Lisosima Polisacaridos en la pared| Secreciones del cuerpo,
celular clara del huevo
Proteasas Pepsina Proteinas Mucosa gastrica
Tripsina Proteinas Pancreas
Carboxipeptidasa Proteinas Bacterias, pancreas
Esterasas Ribonucleasas Ac. ribonucléico (RNA) Bacterias, plantas,

Desoxiribonucleasas Ac. desoxirmibonucléico (DNA) | pancreas, bazo
Fosfodiesterasas Acidos nucléicos (DNA; RNA) | Bacterias, pancreas.
Veneno de vibora,

mucosa intestinal

Algunas de las aplicaciones de los procesos enzimaticos de degradacién de
polimeros naturales son la degradaciéon de los polisacaridos utilizados en la industria
textil. E! aimidén también es removido por las amilasas, este compuesto es también
empleado en mezclas con polimeros sintéticos como el LDPE para acelerar su
biodegradacion (Griffin, 1988).

Baptist y col. (1963), evaluaron ia oxidacion de un hidrocarburo lineal de bajo
peso molecular (n-octano) utilizando la preparacion de una enzima libre a partir de
Pseudomonas oleovorans, esto did como resultado la formacion de octanol,
octanaldehido y octanoato, ademas se encontré evidencia de la accion mixta de
oxidasas y de alcohol deshidrogenasas (Schnabel, 1981). Este trabajo y otros como
el de Schlegel (1976) demostraron que la oxidacion enzimatica de los hidrocarburos
ocurre en el extremo de 1a cadena. Esto explica la alta resistencia de los polimeros

sintéticos al ataque microbiano.
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4.4.6.2 Biodegradacion de polimeros sintéticos

Bajo condiciones apropiadas, el crecimiento de los microorganismos puede
ocurrir  simultaneamente con la descomposicion del sustrato. Los factores
ambientales que influyen en la biodegradabilidad de los plasticos incluyen factores
fisico-quimicos como pH, temperatura, humedad (la presencia de agua es un
requisito indispensabile). y disponibilidad de oxigeno y nutrientes. La distribucion,
abundancia, diversidad y adaptacion de los microorganismos son también factores
que influyen en la biodegradabilidad de los polimeros sintéticos (Palmisano y
Pettigrew, 1992).

Generalmente, {a biodegradabilidad de los polimeros sintéticos es estudiada
por pruebas de crecimiento en medio de agar solido. En las pruebas de
biodegradacion, los hongos o bacterias son inoculados en el material polimérico (en
forma de pelicula, polvo, placas o pellets). Los microorganismos empleados

comunmente en estas pruebas son mostrados en la Tabla 4 4.

Tabla 4.4. Microorganismos empleados en pruebas de biodegradabilidad de polimeros
sintéticos (Schnabel, 1981).

Chaetomium globosum,

Hongos Aspergillus niger, Aspergius flavus,
Penicillium funiculosum, Pullulana pullulans.
Bacterias Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Coryneformes
bacterium, Bacillus sp.
Actinomycetes  Streptomyces sp.
L ]
En la Tabla 4.5 se presentan algunos de los resultados de crecimiento

microbiano superficial en algunos plasticos comerciales.
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Tabla 4.5. Degradacion microbiana de plasticos comerciales (Potts y col., 1973)
e "}
Polimero Clasificacién de
crecimiento microbiano

superficial en placas de

agar*
Poliisobuteno, poli-4-metil-1-penteno, Polimetilmetacrilato, 0
polibutiral de vinilo, poliformaldehido, poli(vinil etil éter), acetato
de celulosa, policarbonato de bisfenol A, terpolimero ABS
Poli(acetato de vinilo), estireno-butadieno, copolimero en bloque, 1
policloruro de vinilo, polietilentereftalato, poliestireno,
polipropileno.
Polietileno (con aditivo) 2
Cloruro de polivinilo plastificado 3
Poliuretano 4

* Pruebas estandar con Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Chaetomiun globosum y
Penicillium funiculosum y 3 semanas de incubacién. Donde 0 indica muestras sin crecimiento
microbiano superficial; 1, menos del 10% de Ia superficie cubierta; 2, del 10 a 30% cubierta; 3,
del 30 al 60% cubierta y 4 del 60% a 100% cubierta.

Como se observa en la Tabla 4.5 la mayoria de los polimeros son resistentes
a la biodegradacion, el polietileno y el policloruro de vinilo son los mas resistentes al
ataque microbiano. Sin embargo, con la presencia de aditivos en su matriz estos
polimeros presentan crecimiento superficial de microorganismos. Se ha observado
que los aditivos de bajo peso molecular son biodegradables mientras que la matriz
del polimero es escasa o nulamente modificada. Estos hailazgos son importantes ya
que muchos plasticos contienen aditivos.

En algunos casos, el crecimiento microbiano observado en pruebas de

biodegradacion en materiales plasticos es debido a la interaccién de los
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microorganismos con los plastificantes, estabilizadores, etc. y no a la biodegradacidn
del polimero.

Existen estudios que han demostrado que las mezclas de polimeros inertes
biologicamente, tales como el polietiieno, con un 50% (p/p) de compuestos
biodegradables como el almidén o glucosa sufren un consumo del material
biodegradable por la accion de los microorganismos. Esta accion da por resuitado
una muestra plastica con orificios. Los diametros de éstos, dependen del tamario de
la particula utilizada en la mezcla (Potts, 1984).

La biodegradabilidad de un polimero esta fuertemente influenciada por

sus ramificaciones y su longitud de la cadena (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Efecto del peso molecular y ramificacion en la degradacion microbiana de
hidrocarburos (Potts y col., 1984)

Hidrocarburo PM Ramificacion Clasificacion de

crecimiento sobre placas

de agar*
n-dodecano (CizHas) 170 No 4
2.6,11-trimetildodecano (CsH32) 212 Si 0
n-hexadecano (CieHaq) 226 No 4
2,6,11,15-tetrametilhexadecano (CoHs) 283 Si 0
n-tetracosano (C4Hso) 339 No 4
esqualano (CsoHsz) 423 Si 0
n-dotriacontano (Cs;Hes) 451 No 4
n-tetracontano (CHs2) 563 No 0
n-tetratetracontano (Cs4Hgo) 619 No 0

-~~~/ """ " -~~~ """ "~ "]
* Para denotacion consultar Tabla 4.5.

El efecto de las ramificaciones sobre la biodegradabilidad de los plasticos ha
sido ampliamente estudiada (Potts y col.,1973). La Tabla 4.6 presenta un estudio de
biodegradabilidad de parafinas con pesos moleculares entre 170-619, se observa
que las moléculas lineales con peso molecular menor a 451 son asimiladas por los

microorganismos. En este estudio ninguno de los hidrocarburos ramificados fueron
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biodegradados. Las moléculas con peso molecular arriba de 451 no presentaron

crecimiento microbiano.

En ta Tabla 47 se presenta el efecto del peso molecular en la
biodegradabilidad del polietileno de alta y baja densidad. Una de las caracteristicas
de los polimeros, es que son mezclas de cadenas de diferentes tamafos y, en
consecuencia, el peso molecuiar es un numero promedio, existe por lo tanto, una

distribucidn del PM para cada muestra.

Tabla 4.7. Efecto del peso molecular en la biodegradabilidad del polietileno (Potts,
1973)

Muestra Tipo de Polietileno PM Clasificacion de

crecimiento sobre placas

de agar*

1 Alta densidad 10970 2
2 Alta densidad 13 800 2
3 Alta densidad 31600 0
4 Alta densidad 52 500 0
5 Alta densidad 97 300 0
6 Baja densidad 1350 1
7 Baja densidad 2 600 3
8 Baja densidad 12 000 2
9 Baja densidad 21000 1

0

10 Baja densidad 28 000

* Para denotacion consulitar Tabla 4.5.

Puesto que el polietileno de alta densidad (HDPE) es una molécula lineal no
ramificada, la distribucién del peso molecular en las muestras 1 y 2 es tal que las
especies de bajo peso molecular (cerca de 500) se encuentran presentes en una
concentracién que permite el crecimiento microbiano. Conforme el peso molecular se
incrementa, la distribucién de éste cambia de tal manera que las especies de bajo

peso molecular no estan presentes en cantidad suficiente para que los
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microorganismos puedan ocuparlas. La misma conclusiéon puede ser aplicada para
las muestras de polietileno de baja densidad (LDPE), a excepcion de las muestras 6
y 7. La muestra 6 corresponde a una grasa, es una muestra de baja densidad
altamente ramificada que contiene pocas moléculas lineales. La muestra 7
corresponde a una cera cristalina con alta densidad y una mayor cristalinidad que la
muestra 6, contiene mas moléculas de cadena lineal con peso molecular menor a
500 y por lo tanto presenta un mayor crecimiento superficial que la muestra 6 (Potts,
1973).

4.4.6.3 Mecanismos de biodegradacion (pB-oxidacién)

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los plasticos no son
biodegradables ya que en general son hidrofébicos. Para aumentar su
susceptibilidad al ataque microbiano, éstos deben ser modificados. Los plastificantes
y aditivos inducen la biodegradacion, ya sea por el ataque de los microorganismos
sobre el aditivo de bajo peso molecular o por la aceleracion de la oxidacion de los
plasticos, dando como resultado un plastico mas accesible a los microorganismos
(Scott, 1990). Un polimero que ha sido oxidado con diferentes procedimientos
quimicos, y que ha alcanzado una etapa de fragmentaciéon espontdnea es una
entidad quimica diferente del polimero normal. Esta muestra modificada absorbe una
cantidad de agua debido a la presencia de grupos carbonilo en su matriz, es decir,
cambia de un material hidrofébico a uno hidrofilico lo que permite a los
microorganismos actuar en la estructura del polimero (Scott, 1994). La oxidacion
bioldgica de los hidrocarburos lineales a acidos grasos o derivados ha sido reportada
(Schiegel, 1976), esta oxidacion da como productos alcoholes, grupos ceténicos y/o
aldehidos durante el ataque microbiano en el penultimo carbono.

La biodegradacion de estos acidos ocurre como resultado de la accidn
catalitica de las enzimas oxidasas por el proceso conocido como B-oxidacion (Figura
4.9). En este proceso es removido un segmento con dos carbonos del &cido graso
(en la posicidn beta), en forma de acetil Coenzima A, a través de la accion de varias

enzimas, ésta entra al ciclo de Krebbs para dar como resultado final CO, y H,O. Este
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proceso ocurre de manera repetitiva hasta que el acido graso es completamente
degradado (Klemchuk, 1990).

QH CoA-8H
] ATP I FAD FADH, (,],
~CH, -C=0 % ~CH,- C - SCoA “</p ~CH, -CH= CH - C- SCoA
Ac. carboxilice Acit CoA Enoll CoA Hjo

o 9
~~—~ CH, -CH -CH, -C-SCoA

Figura 4.9. Biodegradacion de acidos carboxilicos (B—oxidacién).

En conclusién, se puede decir que en principio los plasticos sintéticos son
susceptibles al ataque microbiano. Aparte de casos excepcionales, no existen
microorganismos preparados para atacar plasticos sintéticos, aunque muchos tienen
la capacidad de adaptacién. Las condiciones de crecimiento adecuadas son un factor
importante para el crecimiento de los microorganismos y por lo tanto una mejor
conversion de los nutrientes. En los casos de los polimeros que son la fuente de
carbono, la conversion de los nutrientes corresponde a la descomposicién del
material polimérico (Schnabel, 1981).
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4.5. CARACTERIZACION DE POLIMEROS

La caracterizacion de un polimero es un paso esencial cuando se trabaja con
él. En la sintesis de nuevos productos, son determinados primero la composicién,
peso molecular y propiedades fisicas, entre otras. Existen diferentes técnicas para el
andlisis de un polimero y cada una de ellas tiene un objetivo especifico (Kroschwitz,
1990). Esta seccion se enfoca solo a las técnicas utilizadas en este trabajo para la

caracterizacion del LDPE.

4.5.1. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

La calorimetria de barrido diferencial es una técnica en la cual, el flujo de calor
dentro o a partir de una muestra y una referencia es medido como una funcién del
tiempo o temperatura. La DSC ha sido usada para medir temperaturas y calores de
transicion, calor especifico, y ciertas funciones isotérmicas. Dentro de éstas se
encuentran mediciones de la temperatura de transicién vitrea y a partir de los
termogramas se determina la cristalinidad, pureza, velocidad de reaccién y velocidad
de cristalizacion (Hatakeyama y Quinn, 1994). E! diagrama de un sistema de DSC es

mostrado en la Figura 4.10

Csientador
Circuito Controlador de
detector de temperatns
temperatura

Figura 4.10. Diagrama de un dispositivo de DSC (Hatakeyama y Quinn, 1994).

El rango de temperatura a la que trabajan estos equipos es muy variable, en
algunos es entre —163°C y 727°C, mientras que otros estan disefiados para operar a
partir de los 17°C (Hatakeyama y Quinn, 1994).

41

[ =k)‘—'_;}———-b Graficador 2 2 7 5

2

i

3



Marco Tebrico

El error mas frecuente que se puede cometer durante la experimentacion es la
encapsulaciéon defectuosa de la muestra o la suciedad de las celdas. Es importante
que la base de la muestra encapsulada sea lo mas plana posible. Las mediciones del
area de la endoterma o exoterma requieren de la construccién de una linea base la
cual conduzca a un cierto grado de selectividad para su analisis (Hatakeyama vy
Quinn, 1994). La linea base es construida dibujando una linea recta utilizando como

limites los puntos térmicos antes y después de la transicién (Figura 4.11).

Exoterma

1 Uinea base

l

Endoterma

C alor de fusion—»

Flujo de calor

Temperatura

Figura 4.11. Termograma de DSC (Hatakeyama y Quinn, 1994).

El area bajo la curva resultante (Figura 4.11) es una medida directa del calor
de transicion de la muestra (Billmeyer, 1971). La linea base representa ia porcion de
fa curva térmica donde la diferencia en el flujo de calor es aproximadamente de cero.
Una curva exotérmica se presenta cuando la temperatura de la muestra se alza por
encima de la temperatura del material de referencia debido a un cambio fisico o
quimico, en una curva endotérmica la temperatura de la muestra cae por debajo de

la de referencia.
4.5.2. Difraccién de rayos X a angulo grande (WAXS)

Un método muy Gtil para determinar la estructura cristalina en un material es la
técnica de difraccion de rayos X a angulo grande (WAXS). En un sentido general, la
principal aplicacién de la difraccion de los rayos X, se debe a su capacidad para

detectar orden o desorden en el estado de las sustancias sdlidas.
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Los rayos X son producidos por el bombardeo a un metal, con un haz de
electrones a alto voltaje. Esto se hace en un tubo a vacio, los rayos X pasan a través
de una ventana de mica o de berilio en el tubo en forma de un haz bien definido. La
eleccion del metal y voltaje aplicado determinan la longitud o longitudes de onda
(Billmeyer, 1971).

De acuerdo con Bragg (1913) cada uno de los puntos de los planos paralelos
puede actuar como un espejo de los rayos incidentes, siempre y cuando el angulo de

incidencia tenga cierto valor especifico (Figura 4.12).

Rayos X Rayas X
incidentes : “refie)ados”

dhk!

Figura 4.12. Geometria de la analogia de Bragg {Alexander, 1979).

La posicion de la refleccion esta dada por la longitud de onda (i) del haz
incidente del rayo X, la distancia interplanar entre los planos paraleios y el angulo
8 entre el rayo incidente y el plano del reticulo (Figura 4.12). Lo anterior queda

expresado como:

NA= dhkl sen 20

Donde N es el orden de la refleccién, en los polimeros la reflecciéon con la intensidad
mas fuerte es frecuentemente igual a 1 (Elias, 1977); dwa s la distancia entre los
planos sucesivos e idénticos de los atomos en el cristal, los indices hk/ son los
“indices de Miller”. Estos son usados comunmente para designar un grupo de planos
y son proporcionales al reciproco de las intersecciones de estos planos con Ios ejes
a, b, ¢ de una celda unitaria (Miller, 1965). La celda unitaria del polietileno es
rectangular con dimensiones de a=7.41 A, b=4.94 Ay ¢=2.55 A (Figura 4.13).
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N

Figura 4.13. Celda unitaria del polietileno

Una curva tipica de WAXS para polimeros semi-cristalinos la presenta el
polietileno (Figura 4.14), donde la intensidad de la dispersion de rayos X es graficada

contra el angulo de difraccion 20.

Intensidag

18

Figura 4.14. Espectro de difracciéon de rayos X del LDPE.

La forma de los picos es debida a la dispersion a partir de las regiones
cristalinas. Para particulas pulverizadas, de cristales relativamente perfectos, el

tamano promedio de cristal puede ser determinado por la ecuacién de Scherrer:

__ K1

" B cos®
Donde, Ly es el tamafio promedio de cristal (A), K es una constante del orden de 1,
A es la longitud de onda de la radiacion (cobre, 1.5418 A), 6 corresponde a la

posicidon angular y 8 es el ancho a la mitad del pico cristalino. Para el polietileno el

plano principal (hk/) es el 110 (Alexander, 1979).
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4.5.3. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia es el estudio de la interaccion de la radiacion con los
atomos y las moléculas. Dentro de esta técnica se encuentran la resonancia
magnética nuclear, espectrometria de masas, espectroscopia UV y de luminiscencia
y la espectroscopia infrarroja, entre otras.

En el espectro infrarrojo de absorcidon de una sustancia se reflejan las
interacciones de las radiaciones electromagnéticas de esta zona espectral con las
posibilidades de vibraciéon de ios atomos en las moléculas. Todas las moléculas
estan formadas de atomos unidos por enlaces quimicos. Estos atomos vibran
alrededor de sus posiciones de equilibrio y el enlace actia como un resorte que los
conecta entre si. Cada molécula tiene un conjunto de frecuencias de vibracion en la
regiéon infrarroja que son caracteristicas de los enlaces quimicos que la forman
(Martinez de las Marias, 1972).

En la espectroscopia IR, la posicién de las bandas se reporta en longitudes de

onda, A (pm) o en nuimeros de ondas, L=1/A (cm™'), esta técnica abarca la region de
longitudes de onda de 1 a 25 um.

En general, cada grupo molecular presenta varias zonas de absorcion, pues

puede vibrar en varias formas. Los tipos de vibracion se presentan en la Figura 4.15

oo '\V/' '\V./
—

H_,_)

Simétrica asimétrica

Tensién

Deformacion
Tijera Torsién Abanico Columpio

Figura 4.15. Tipos de vibraciones (“+" y “-* significan movimiento hacia arriba o hacia abajo del plano

del papel, respectivamente, Lora de la Fuente, 1998).
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Hay dos tipos de vibracion molecular: vibraciones de tension y de
deformacion. Una vibracion de tensién es un movimiento ritmico a lo largo dei eje del
enlace, de tal forma que la distancia interatdmica aumenta y decrece, estas
vibraciones pueden ser simétricas o asimétricas. Una vibracion de deformacion
consiste en un cambio en el angulo de enlace con un atomo comun, es decir vibran
perpendicularmente al enlace. Las vibraciones de deformacion se subdividen en
tijera, torsion, abanico y columpio.

La fuente de radiacion en los espectroscopios de infrarrojo es, por lo general,
carburo de silicdn que al ser calentado eléctricamente emite radiacion infrarroja. Para
dispersar la radiacidbn son usadas rejas y prismas de sales inorganicas. Los
materiales mas comunes de un prisma son: NaCl, KBr, y CsBr. Este método puede
ser aplicado en muestras sdlidas, liquidas y gaseosas. Una de las dificultades para el
analisis de ciertas muestras es que éstas tienen que ser suficientemente delgadas.

En la Figura 416 se muestran algunos de los tipos de enlaces o grupos
quimicos mas importantes de los polimeros que pueden ser detectados en el

espectro de un polimero.

t T { I LR i | k] | 1 | I
X-H tension C=X tension
- X-H deformacidn y C-X tensidn
Region de absorcion de grupos fugcionales
-0

OH,NH C=0
C-H _Lalcano] C=N C-N
C-Halqueno} €=C C-C (CH,) n=3
—_— ——————— -2
C-H_{aromélico] CH{ CH3 C-H balanceo
S-H N-H N-H balanceo
Si-H 0-H H H
X —_— < )H
C=N C-F H H
Cc=C C-C] (sobretonos) c-Cl
Longitud de onda en jum
2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 | | 1 4 1 1 ] Il | i 1 1
T T 1 1 T T T
5000 3000 2000 1000 900 800 700

Namero de onda (em™")

Figura 4.16. Bandas de absorcién de infrarrojo de interés en polimeros (Billmeyer,1962).
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El polietileno es un polimero parcialmente cristalino que presenta dos bandas
vecinas (730 y 769 cm™) atribuidas a vibraciones del grupo CH, El contenido de
grupos metilo (CHj;) es una indicacion del grado de ramificaciones del polietileno. La
mayoria de las determinaciones de ramificaciones por esta técnica, dependen de la
intensidad de la banda de 1375 cm'. La determinacién cuantitativa de las
insaturaciones en el polietileno se realiza a través de las bandas de 900 cm’
(vibracién de balanceo), 909 cm™ (flexién fuera del plano), 971 cm™ (flexion) y 1653
cm™” (tension) (Pages y col., 1996). En muestras fuertemente oxidadas se observa
una banda ancha, que se incrementa conforme la oxidacion aumenta, la banda de
carbonilos (1720 cm™) corresponde a varios tipos de grupos C=0 (cetonas,
aldehidos, acidos o ésteres); el aumento en esta banda es generalmente
acompafiada por un incremento en las bandas de 3000-3300 cm™' correspondientes

a los grupo hidroxilo (OH) (Groenewe y col., 1965).

4.5.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido, permite realizar observaciones con
aumentos desde 4 hasta 500 000 X, con una alta resolucion. El poder resolutivo es la
distancia minima a la cual se pueden distinguir de manera nitida puntos o estructuras
muy cercanas entre si de manera independiente, es decir, sin superposicion.

En el microscopio electrénico se utiliza un haz de electrones (que es enfocado
mediante campos eléctricos y magnéticos) en lugar de la luz usada en un
microscopio éptico. En este uitimo, la longitud de onda (aproximadamente 600 nm)
es mayor que el tamano de los detalles de las particulas a observar, en cambio,
como la longitud de onda del haz electronico es inferior a 0.1 nm se pueden observar
mas detalles en un material (Martinez de las Marias, 1972).

La caracteristica esencial de la SEM es que la imagen es formada punto por
punto por el barrido del material a través de un haz de electrones, la sefal es
detectada como una imagen de televisidn. Las imagenes que se obtienen en la
microscopia de barrido tienen una gran profundidad de campo y abarcan areas
amplias, en este tipo de dispositivo se pueden hacer determinaciones de ia
composicidn de las muestras por medio de los rayos X generados. Ei compartimento

de muestras es grande y se pueden emplear muestras de gran espesor.
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La preparacion de las muestras es relativamente sencilla. Las muestras no

conductoras, como lo son la mayoria de los polimeros, requieren recubrimientos de

un material conductor o el uso de voltajes bajos. Sin embargo, esta técnica tiene la

desventaja de |la observacion solo de la superficie del material.

El microscopio de barrido presenta un embobinado deflector cuya funcién es

“barrer” la muestra con el haz de electrones, esto da por resultado la generacién de

electrones secundarios, retrodispersados y rayos X que son detectados mediante

detectores especificos.

En estos dispositivos existen tres sefiales de importancia: de los electrones

retrodispersados, electrones secundarios y de rayos X.

Los electrones retrodispersados son principalmente haces de electrones que han
sido dispersados por el nucteo de la muestra y escapan de su superficie. Estos
tienen alta energia y pueden penetrar la muestra en profundidades de 1 uym o
mas. Sin embargo, su resolucion es baja, pero combinado con los microanalisis
de rayos X es un método poderoso para la determinacién de la composicion
quimica local de un material. Después de dejar la muestra estos electrones viajan
en linea recta, el detector a un lado dara entonces el contraste topografico.

Los electrones secundarios son emitidos por la muestra, pero con baja energia de
tal manera que éstos solo tocan la superficie del material o lo llegan a penetrar
algunos nandmetros. Estos electrones son los responsables de la alta resolucion
topografica de las imagenes. Los electrones secundarios son los mas utilizados
en la microscopia electrénica de barrido debido a la facilidad en la formacion de la
imagen por la eficiencia en la formacion y coleccion de la senal.

Rayos X: cuando un haz de electrones de alta energia invade un objeto, son
producidos los fotones de rayos x. Los rayos X son producidos por casi toda la
interacciéon con el volumen de la muestra.

Las condiciones que deben ser ocupadas para minimizar el dafo a la muestra

son un bajo voltaje y periodos cortos de exposicion, pero estas condiciones

disminuyen también la resolucion (Sawyer y Grubb, 1987).
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se decriben los materiales, metodologias y técnicas utilizados
para la evaluacion de la biodegradacion del LDPE con pretratamiento fisicoquimico
(térmico o envejecimiento acelerado) en medio liquido con una mezcla de hongos
filamentosos.

Este capitulo se divide en 4 partes: tratamiento fisicoquimico del LDPE,

método microbioldgico, tratamiento biolégico del LDPE y técnicas analiticas.

5.1. PRETRATAMIENTO DEL LDPE

El LDPE utilizado en este trabajo fue adquirido de PEMEX con las siguientes
especificaciones:
Pellets PX 17070 L. Densidad de 0.917 g/cc. indice de fluidez 7.0 g/10 min. Este tipo

de polietileno es adecuado en la elaboracion de empaques para alimentos.
5.1.1 Tratamiento térmico

El tratamiento térmico se realizé en un horno Yamato AD-31 en una atmasfera
con oxigeno (aire). Se utilizaron cinco temperaturas: 90°C, 105°C, 120°C, 135°C y
150°C durante 5 dias.

Con la finalidad de incrementar la parte amorfa del LDPE, después del
tratamiento térmico, las muestras fueron sacadas del horno y enfriadas subitamente
en nitrogeno liquido (-180 °C) durante 5 minutos para producir un reacomodo
diferente de las moléculas; disminuyendo la cristalizacidn e incrementando la

proporcion de la parte amorfa.
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5.1.2 Tratamiento con envejecimiento acelerado

El LDPE fue tratado en un intemperdmetro Weathering Tester, en la UNAM. Ei
intemperémetro esta compuesto de ocho lamparas, en forma de tubos fluorescentes,
similares a los tubos de luz eléctrica blanca fluorescente estandar. Las lamparas
emiten radiacion UV con gran uniformidad sobre las muestras. El intemperizador
también cuenta con una camara de humedad, la cual es suministrada con agua, que
posteriormente se calienta hasta proporcionar la temperatura deseada.

Las condiciones utilizadas para e! tratamiento del LDPE fueron: 29 dias de
tratamiento a una temperatura de 70°C, radiacién UV con longitud de onda de 310
nm e intensidad de 0.82 W/m?.

5.1.3. Esterilizaciéon del LDPE
Finalizado el tratamiento del LDPE, las muestras se molieron en un molino
Brabender Ohu Doisburg, y se tamizaron hasta un tamano de particula de 0.54 mm.
Para mantener condiciones asépticas, las muestras de LDPE molidas y
tamizadas se esterilizaron bajo una lampara de UV a una distancia de 25 cm e

intensidad de 460 uW/cm? durante 14 h.
5.2 METODO MICROBIOLOGICO
5.2.1. Reactivos
Los reactivos utilizados en la parte experimental fueron los siguientes:

Dextrosa (CsH12,06 H20), nitrato de amonio (NH4sNO3;), fosfato monobasico de potasio
{KH2PO4), sulfato de magnesio (MgS047H,0), sulfato de manganeso (MnSQ,4
4H,0), sulfato de zinc (ZnS047H,0), sulfato de cobre (CuS045H;0), cloruro de
cobalto (CoCl;6H,0), etanol (C;Hs0).BAKER ANALYZED

Agar Papa y Dextrosa (PDA). BIOXON

Tetroxido de Osmio (OsO,), glutaraldehido (CsHgO2). ELECTRONIC MICROSCOPY
SCIENCE
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5.2.2. Microorganismos

Para el tratamiento bioldgico del LDPE se utilizd una mezcla de 4 cepas de

hongos filamentosos (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Cepas de hongos filamentosos degradadores de celuiosa utilizados durante
el estudio de degradacién de polietileno de baja densidad

Microorganismo Cepa*
Aspergillus Niger ATCC 9642
Gliocadium virens ATCC 9645
Penicillium pinophilum ATCC 11797

Phanerochaete chrysosporium H-298

* Las primeras tres cepas fueron donadas por el Departamento de Microbiologia de la Facuitad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Valencia, Espafia (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos). La
cepa de P. chrysosporium se adquirié en el CINVESTAV, México.

6.2.3 Produccion del inéculo

£} in6eulo fue sembrado en forma de estria en tubos de ensayo inclinados con
PDA con la cepa correspondiente. Estos tubos se esterilizaron previamente en una
autoclave All-American Modelo No. 930, a 1.03 Mpa (15 Ib/in®) a 120°C. Los tubos
inoculados con cada cepa se incubaron durante 8 dias a 35°C. De estos tubos se
obtuvo una suspension de esporas utilizando solucién de Tween 80 al 0.1% (viv).

La propagacion de la cepa se realizod utilizando 1 ml de la suspensidon de
esporas anterior e inoculando en matraces de 125 ml con 30 m! de PDA que se
incubaron durante 8 dias a 35°C.

5.2.4. Recuperacion y conteo de esporas
Las esporas se recuperaron de los matraces inoculados adicionando 30 mi de
solucion de Tween 80 al 0.1% (vlv), agitando delicadamente (con un agitador

magnético) en condiciones asépticas.

227623
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La concentracidbn de esporas se calculd por un conteo en camara de
Neubauer. Se utilizd una dilucién de la suspension de esporas recuperada de los
matraces. El conteo para cada cepa se realizé colocando una gota sobre la camara
de Neubauer, el conteo del nimero de esporas se llevé a cabo en 10 cuadros al azar

con la ayuda de un microscopio American Optical. Mod. 101310

La concentracién de esporas para cada microorganismo se calculd con la

siguiente formula:

_eaned

C

v

Donde:

C= Concentracion de esporas [esp/ml]

e= Numero de esporas promedio [esp]

v= Volumen de la camara de Neubauer ( 1 X 10 * mi)
n= Numero de cuadros de la camara de Neubauer (25).

d= dilucién utilizada en el conteo de esporas.
5.2.5 Medio de cultivo

El medio de cultivo se disefid utilizando una concentracion limitante de
dextrosa (2 gfl) con el objetivo de tener una produccion de biomasa inicial que
actuara sobre el LDPE. El pH del medio se ajusté a 5 antes de su esterilizacion
(120°C y 1.03 Mpa, 15 min) . La composicion del medio de cultivo se presenta en la
Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Composicion del medio liquido

NHNO;

KH,PO, 1.345
MgSO0,7H,0 1.482
MnSO,4H,0 0.021
ZnSO47H,0 0.007
CuSO,5H,0 0.006
CoCly6H,0 0.006

5.3 TRATAMIENTO BIOLOGICO

5.3.1. Cultivo en medio liquido

El tratamiento biologico consistié en la incubacién de las muestras de LDPE
con 25 ml de medio de cultivo inoculado con una mezcla de esporas de los 4 hongos
mencionados en la seccion 4.2.2. Se agregd una concentracion de 1 x 10°
esporas/ml de cada cepa.

Los mililitros utilizados de cada suspension de esporas, para la concentracion

final, se calcularon con la siguiente formula:

CiVi= CaV2

Donde:

C+: es la concentracion promedio de esporas, calculada en la camara de Nuebauer
(esp/ml)

Vi es el volumen de la suspension de esporas requerida de cada cepa, para 25 mi

de medio de cultivo (ml)

Cz: es la concentracidn final de esporas de cada cepa en el medio liquido (1 X 10°
esp/mi)

V2. es el volumen de medio liquido ocupado en el dispositivo experimental (25 ml)
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5.3.2. Dispositivo experimental
El dispositivo experimental utilizado en este trabgjo, fueron botellas

seroldgicas de vidrio con una capacidad de 125 mi (Figura 5.1).

LDPE (0.5g)

1 x 10° esp/ml
pH=5

Anailisis de muestras

Figura 5.1. Dispositivo experimental utilizado para el tratamiento biolégico del LDPE.

E! tratamiento biolégico se realizé por éuadriplicado para cada tratamiento
fisicoquimico y para el LDPE sin tratar. El contenido de cada botella serologica fue:
0.5 g de LDPE, 4 x 10° esporas/ml totales (1 x 10° esporas/ml de cada cepa) y 25 mi

de medio de cultivo.

5.3.3. Condiciones de cultivo

e la duracion del experimento fue de 9 meses, durante los cuales se hicieron 3
muestreos fisicos del LDPE (cada 3 meses) para andlisis fisicoquimicos.

e Con el objetivo de cuantificar la produccién de CO,, a partir del LDPE, las botellas
se mantuvieron cerradas herméticamente una vez consumida la glucosa (a los 8
dias de incubacion). La produccion de CO; se cuantifico mensualmente.

» Los cultivos fueron incubados a una temperatura de 29°C y se airearon

periddicamente (mensualmente) para mantener condiciones aerobicas
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5.4. TECNICAS ANALITICAS

Las diferentes técnicas analiticas y las variables medidas para la evaluacion
de los cambios por el efecto fisicoguimico y biolégico del LDPE son presentadas en
la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Técnicas analiticas utilizadas para la evaluacién del tratamiento

fisicoquimico y biolégico del LDPE.

e Temp. de inicio de fusion.

Calorimetria de barrido Cambios térmicos e Cristalinidad

diferencial (DSC) e Punto de fusion

Areas relativas de los picos de
Espectroscopia infrarroja con interes:
transformada de Fourier (FTIR) Cambios quimicos |e 11715/1460 (indice carbonilo)
e 1653/1460 (indice dobles
enlaces)

e 1375/1460 (indice metilo)

e 905/1460 (indice vinilo)

Difraccion de Rayos X a angulo | Cambios estructurales | Tamaio promedio de cristal .
grande (WAXS)

Microscopia Electronica de Interaccién hongo- | Crecimiento superficial
Barrido (SEM) superficie

Cromatografia de gases (CG) | Actividad microbiana | Produccion de CO,

Para las tres primeras técnicas citadas en la Tabla 5.2 (DSC, FTIR, WAXS), se
requirié hacer previamente una separacion de biomasa del LDPE. La biomasa fue
separada del LDPE agitando vigorosamente, con el uso de un agitador Ultra Turrax
(Tekmar). Con la finalidad de precipitar la biomasa separada por la agitacion, las
muestras de LDPE fueron centrifugadas con agua en una centrifuga Hettich
Universal a una velocidad de 7000 rpm por 15 minutos. El polietileno en la parte
superficial fue extraido y secado a temperatura ambiente para los analisis

fisicogquimicos posteriores.
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5.4.1 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Este analisis se realizd en un calorimetro de barrido diferencial (810S TA
Instruments), utilizando una atmaosfera inerte de nitrégeno, con un flujo de 50 cc/min.
Las muestras de LDPE (aproximadamente 5 mg) se encapsularon en charolas de

aluminio. La calibracion del equipo se realiz6 con indio.

Se utiliz6 una rampa de calentamiento de 10°C/min en un intervalo de 20°C a
150°C, con una isoterma a esta Ultima temperatura durante 3 minutos. La velocidad
de enfriamiento no fue controlada por el equipo, pero se procuré mantener una
velocidad de enfriamiento similar. Las muestras se corrieron por triplicado utilizando
dos corridas dé DSC. Este analisis de realiz6 cada tres meses durante el tratamiento

biolégico.

En la Figura 5.2 se muestra un termograma (DSC) tipico del LDPE (12 corrida)
utilizado en este trabajo con las variables analizadas en todas las muestras. Los
valores para el LDPE (12 corrida) son presentados en la Tabla 5.4. La cristalinidad es
calculada utilizando el calor de fusion (representado por el area del triangulo de la
endoterma) que corresponde a la energia necesaria para fundir los cristales mas
grandes. El tridangulo fue trazado a partir de la recta tangente desde el vértice del pico
(que a su vez corresponde al punto de fusidén, Tm) hasta la interseccion con la linea
base que tiene como limites 2 temperaturas a las cuales el LDPE empieza a fundir
(40°C) y cuando finaliza la fusion (113°C). El area de la endoterma con estos limites
corresponde af calor de fusion total para el LDPE. La interseccién de la recta
tangente con la linea base se definido como la temperatura a ia que empiezan a fundir

los cristales mas grandes (To).
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Figura 5.2. Termograma del LDPE con las variables analizadas. Temperatura de inicio de fusion
(To), punto de fusion {Tm) y calor de fusién (CF).

Para calcular la cristalinidad (®), el calor de fusion (area del triangulo) se
dividid entre el calor reportado en la literatura por Wunderlich (1973) para el LDPE
100% cristalino (293 J/g). En este trabajo también se evalud el calor de fusidn total

para cada muestra.

5.4.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Para este analisis se utilizd un espectroscopio IR con transformada de Fourier
(Perkin Eimer System 2000 FT-IR) con microscopio integrado [Perkin Elmer]. La
observacion de cambios quimicos se lievé a cabo utilizando 18 particulas de LDPE
por cada muestra (3 muestras). Las particulas fueron aplanadas previamente y por
separado, se colocaron sobre un cristal de ZnSe y se observaron en el microscopio.
Las condiciones de operacion fueron:

e Resolucién: 4 cm’

* Apodizacién Kaiser-Bessel: 1.19

e Ganancia: 1

e OPD Velocity: 0.2 cm/s

* Numero de barridos: 12 (para cada particuia)

 Rango de analisis: 600 a 3500 nm (infrarrojo medio)
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El analisis de las muestras se realizd cada tres meses durante el tratamiento
biolégico. Para el analisis estadistico de las muestras se utilizé el paquete estadistico
SAS. Las muestras fueron clasificadas dentro de grupos Duncan en funcion de la

diferencias significativas.

5.4.3. Difraccion de rayos X (WAXS).

Para esta técnica, el LDPE pulverizado, se colocd sobre un portaobjetos de
vidrio. Las mediciones se realizaron utilizando un generador Phillips con blanco de
cobre, con una corriente de 30 mA y un voltaje de 45 kV utilizando un barrido de
0.25°/10 s.

Debido a que esta técnica utiliza una cantidad significativa de muestra, el
analisis se realizd sblo a! inicio y al final del tratamiento biolégico.

En (a Figura 5.3 se presenta un espectro del LDPE utilizando la técnica de
difraccién de rayos X a angulo grande (WAXS), se muestran también las variables
utilizadas para calcular el tamano promedio de cristal (L110) usando la ecuacién de
Scherrer (Alexander, 1974).

P principal {110)
AN

Figura 5.3. Espectro de Rayos X del LDPE con las variables utilizadas para calcular el tamaifo
promedio de cristat.
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La ecuacién de Scherrer es la siguiente:

K4
M Bcosd

Donde: Ly es el tamano promedio de cristal (A)

K es una constante del orden de 1

A es la longitud de onda (cobre) 1.5418 A
6 corresponde a la posicion angular.
B es el ancho a la mitad del pico.
La posicidbn anguiar 206 del pico principal (110) tiene un valor de
aproximadamente 21.5°. B representa el ancho a la mitad de la altura del pico 110,
sin considerar la parte amorfa la cual esta representada por una curva simétrica al

“pico” amorfo (en la posicion angular 26 igual a 19.5°).
5.4.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Este analisis se realizé a los 6 y 9 meses de tratamiento biclégico. Las
muestras de LDPE tratadas bioldgicamente, fueron tratadas de la siguiente manera

para su observacion por microscopia electronica de barrido:

a) Obtencion de la muestra: La muestras fueron extraidas de las botellas

seroldgicas en condiciones asépticas y colocadas posteriormente en viales.

b) Fijacion: Este procedimiento sirve para detener la actividad microbiolégica. A las
muestras del LDPE se les extrajo el medio de cultivo y se les adiciond de 2 a 3 ml de
glutaraldehido al 6% en solucidén amortiguadora de fosfatos 0.02 M (pH 7.2). Las
muestras se fijaron durante 24 horas en glutaraidehido a 10°C. Después de la

fijacion, las muestras se lavaron con la solucion amortiguadora por lo menos 3 veces.
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c) Post-fijaciéon: Con el objetivo de lograr la fijacion final del material biolagico las
muestras de LDPE con biomasa fungica deben ser tratadas con osmio. El
glutaraldehido se retird de las muestras por medio de una pipeta Pasteur, y se
reemplazo por una solucién de osmio al 2% durante 30 minutos. Posteriormente las

muestras se lavaron con solucion amortiguadora hasta la eliminacion total de osmio

d) Deshidratacion: El siguiente paso en el tratamiento de las muestras de LDPE,
consistid en su deshidratacion. Para este fin se utilizaron series de soluciones de
etanol:agua (30-100%.V/V) Las muestras se deshidrataron sustituyendo el
amortiguador por la solucién de etanol, se utilizaron tres lavados de etanol a la
misma concentracion cada 5 o 10 minutos. Este proceso se repitid, hasta llegar a la

solucién de etanol al 100%.

La deshidratacién total concluye con una desecacian al punto critico, utilizande
un desecador de punto critico Samdri mod 780B. Las muestras fueron colocadas en
microcapsulas porosas embebidas en etanol al 100%. La desecacién al punto critico
consiste en la sustitucién del alcohol por CO: liquido, el cual es transformado
después a gas utilizando una temperatura de 36.1 °C y una presion de 1070 Ibfin?
(7.37 Pa). El CO, gaseoso es eliminado lentamente y las muestras son retiradas para
su recubrimiento. Después de la deshidratacion las muestras fueron colocadas y

fijadas en un portaobjetos de aluminio, con la ayuda de cinta de carbon.

€) Recubrimiento: El propédsito de este procedimiento es el de colocar una capa de
carbono y oro sobre las muestras para permitir la conduccidon de los electrones. El
recubrimiento se realizd bajo una atmdésfera de argén en vacio.

El recubrimiento de las muestras con carbono, se realizé con un hilo de carbon
colocado en una evaporadora Baltec mod. SCD 050. Después las muestras se

recubrieron con 3 capas delgadas de oro cada 50 segundos.

Las muestras de LDPE asi preparadas se observaron en un microscopio
electrénico Zeiss DMS 940 A

60



Materiales y métodos

5.4.5. Cromatografia de gases (CG).

La produccion de bidxido de carbono (CO;) se determiné cada mes
extrayendo 50 pl de la fase gaseosa de las botellas serologicas tapadas
herméticamente. El CO, se cuantificd utilizando un cromatégrafo de gases GOW-
MAC serie 580-TCDGC con un detector de conductividad térmica, una columna

CTR1 (Alltech) y las siguientes condiciones de operacion:

o Gas acarreador Helio

e Flujo del gas acarreador 40 mL/min
e Temperatura de la columna 45 °C

e Temperatura del detector 45°C

» Temperatura del inyector 45 °C

« Corriente del detector 150 mA

Para este analisis se utilizaron 3 mezclas gaseosas estéandar con la finalidad de
calibracion:

a) 5% de CO,y 14.1% de O,

b) 6% de CO, y 18.0% de O,

b) 10% de CO, y 20.9% de O,

En cada cuantificacion de CO,, se recambié totaimente la atmodsfera de cada

botella, bajo una campana de flujo laminar, durante 4 horas.

227623
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados de degradacion y biodegradacion dei
LDPE después del tratamiento fisicoquimico (térmico o por envejecimiento
acelerado) y posteriormente tratado biolégicamente (durante 9 meses). A
continuacion se presentan los resultados de las propiedades térmicas y quimicas del

LDPE en funcién del tratamiento fisicoquimico.

6.1 EVALUACION DEL TRATAMIENTO FISICOQUIMICO

6.1.1. Cambios en las propiedades térmicas

Albertsson y col. (1992), reportan que la formacion de radicales libres en el
LDPE con tratamiento térmico ocurre después de 5 dias a 100°C. Con base en este
reporte, se emplearon 5 temperaturas alrededor del punto de fusion del LDPE (105 +
0.5°C): una por debajo (90°C), otra que corresponde al punto de fusién (105°C) y 3
por arriba del Tm (120, 135 y 150°C) durante 5 dias.

En la Figura 6.1 se muestran los termogramas de DSC (primera corrida) para
el LDPE sin tratar, y con TT por 5 dias a 90, 105, 120, 135 y 150°C. Se pueden
apreciar diferencias en los termogramas por efecto de la temperatura usada en el
tratamiento térmico, las cuales se ven reflejadas por disminuciones del punto de
fusion (Tm) y cambios en la forma de la endoterma ya sea por disminuciones o
ensanchamiento en el pico de flujo de calor. Estas observaciones dan evidencia de
cambios en las propiedades térmicas del LDPE. La muestra con tratamiento térmico
a 105°C es la que presenta un mayor cambio en la forma de la endoterma
{disminucién del calor de fusién) y un decremento en el punto de fusién con respecto
al LDPE sin tratar.
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Figura 6.1. Termogramas de DSC en primera corrida. LOPE sin tratar (a), con tratamiento térmico (TT)
a 90°C (b), 120°C (c), 135°C (d), 150°C (e) y 105 °C (f).

La primera corrida contiene la informaciéon de la historia térmica del material.
La historia térmica consiste en la forma en que cristalizd el polimero y esta dada por
las condiciones de fabricacion (caso del LDPE sin tratar) y/o por el tratamiento
fisicoquimico (por las diferentes temperaturas utilizadas y por lo tanto a las diferentes
velocidades para alcanzar la temperatura del N iq) durante el enfriamiento en el TT).
Después de la primera corrida todas las muestras tienen la misma historia térmica
debido a la utilizacién de una misma rampa de calentamiento (10 °C/min) y un
enfriamiento bajo las mismas condiciones experimentales. De esta manera, la
segunda corrida proporciona informacién acerca del reacomodo (cristalizacion) de las
cadenas del polimero después de ser calentadas hasta una misma temperatura y

enfriadas bajo las mismas condiciones.

En la Figura 6.2 (Tabla A1 del Anexo A) se presentan los datos de la
temperatura de inicio de fusién (To), en la primera y segunda corridas, del LDPE sin
tratar y las muestras con TT y ENV. Los resultados obtenidos son comparados con la

muestra sin tratamiento fisicoquimico (LDPE).
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To (°C)

-

90 105 120 135 180 ENV
Muestra

Figura 6.2. Temperatura de inicio de fusion (To), en primera (barras oscuras) y segunda
corridas (barras claras), del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90, 105, 120, 135y 150 °C) y
con envejecimiento acelerado {ENV).

En la Figura 6.2 se observa la diferencia entre ambas corridas. La primera
corrida (barras obscuras) tiene valores numéricos menores a los de la segunda
corrida (barras claras). Las muestras al ser calentadas hasta una misma temperatura
y enfriadas con las mismas condiciones experimentales (primera corrida) adquieren
la misma historia térmica. Durante la segunda corrida, las muestras con la misma
historia térmica presentan un reacomodo molecular en funcion del tamafnc de las
cadenas formadas durante el tratamiento fisicoquimico. La velocidad de enfriamiento
empleada después de la primera corrida también influye en cémo cristalizaran las
cadenas de diferentes tamafos. Esta velocidad de enfriamiento es menor que
cuando se uso nitrogeno liquido (historia térmica en los tratamientos térmicos).

E! tiempo de cristalizacion después de la primera corrida es mayor que el
tiempo durante el TT, por io tanto, las moléculas sufren un reacomodo diferente,
dando por resuitade un incremento en los valores numéricos de los datos en la
segunda corrida en comparacion con los de la primera corrida. Es importante resaltar
que las muestras en la segunda corrida tienen la misma historia térmica y que los
cambios observados en ésta indican una modificacién en su morfologia como

resultado del tratamiento fisicoquimico.
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En la Figura 6.2 se observa que las tendencias entre la primera corrida y
segunda corrida son similares. Las muestras con TT a 105 y 120 °C (primera corrida)
presentaron una disminucion en la temperatura de inicio de fusidén de los cristales
mas grandes de 87 °C y de 1.2°C respectivamente comparada con el LDPE sin
tratar. En la segunda corrida todas las muestras con TT (exceptoc a 90°C)
presentaron una disminucion con respecto al LDPE. La muestra ENV no present6
cambios significativos en la temperatura de inicio de fusion con respecto al LDPE sin
tratar en ninguna de las 2 corridas.

En conclusion, las muestras tratadas a temperaturas mayores al punto de
fusion del LDPE presentaron disminuciones en la temperatura de inicio de fusion.
Estas disminuciones podrian deberse a la presencia de cristales de menor tamadio o
més imperfectos (los que originalmente tenia el LDPE sin tratar), los cuales requieren
menor energia para fundir y se refleja en una disminucion en ia temperatura de
fusion.

En la Figura 6.3 (Tabla A2 del Anexo A) se presentan los resultados dei punto
de fusion (Tm) del LDPE sin tratar, con tratamiento térmico y con envejecimiento

acelerado (primera y segunda corrida).

LDPE 90 105 120 135 150 ENV
Muestra
Figura 6.3. Punto de fusion (Tm), en primera (barras oscuras) y segunda (barras claras)

corridas, del LOPE sin tratar, tratado témmicamente (90,105,120,135 y 150°C) y por
envejecimiento acelerado (ENV).
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En el punto de fusién (Tm), los valores numéricos de |la segunda corrida son
menores a los de la primera (por el contrario de la To). Tm representa la temperatura
a la cual funden los cristales mas grandes. Esta temperatura puede dar idea del
reacomodo de las cadenas en el LDPE, que como se menciond antes, depende del
tamano de las cadenas. Debido a que la cristalizacion después de la primera corrida
se produce bajo las mismas condiciones, el factor importante es el tamafo de las
cadenas; mientras mas pequefias sean las cadenas, el tamafo o perfeccion de los
cristales sera menor y el punto de fusidon se corre a temperaturas menores.

En la Figura 6.3 so6lo se observan cambios con respecto al LDPE (primera
corrida) en las muestras con TT a 105 y 150°C (3.1 y 0.8°C); en la segunda corrida
se observan disminuciones en estas mismas muestras y ademas en muestras con
TT a 120 (0.7°C). La muestra con TT a 90°C no presentd cambios significativos en
ninguna de las 2 corridas debido a que a esta temperatura se provoca un efecto de
recocido (reacomodo), y a que por debajo de la temperatura de fusidn la lamela
cristalina es impermeable a la oxidacidn. La muestra tratada a 105°C es la que tiene
cristales mas pequefios 0 mas imperfectos como consecuencia del tratamiento
térmico.

Un factor que puede ejercer un efecto en los valores de To y Tm en la primera
corrida es la diferencia en la rapidez para alcanzar el equilibrio en el N3 gqg después
del tratamiento térmico. La rapidez de enfriamiento esta en funcién de la temperatura
usada en el tratamiento; con una rapidez de enfriamiento lenta se incrementa fa
probabilidad de una mejor cristalizacién.

En este trabajo se utilizaron incrementos de 15°C entre cada tratamiento
térmico, por io tanto se partio de diferentes temperaturas y ésto dié lugar a que las
velocidades de enfriamiento fueran diferentes para cada muestra; por ejemplo entre
la muestra con TT a 150° C y con TT a 105°C existen 45°C de diferencia, por
consiguiente la velocidad de enfriamiento en N, q de cada muestra fue diferente.
Con el tratamiento utilizado, la probabilidad de que se formen cristales mas
imperfectos (mayor parte amorfa) esta en funcion de la temperatura usada para el

tratamiento, esta probabilidad es mayor si la velocidad de enfriamiento es mas alta.
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El corrimiento de To y Tm hacia temperaturas menores, en algunas muestras
con tratamiento térmico, demuestra cambios en ias propiedades térmicas originales

en el L DPE debidos a la presencia de cristales mas pequefos o imperfectos.

Con el objeto de evaluar el efecto del tratamiento fisicoquimico en el LDPE,
ademas de la evaluacién de To y Tm, se analizaron el calor de fusidn totai y la
cristalinidad (@), ésta Ultima caléulada con el criterio de! triangulo (Figura 5.2,
Seccidn 5.4.1).

Con la finalidad de ilustrar las diferencias entre ambas corridas, en la Figura

6.4 se presentan las dos corridas de una misma muestra de LDPE.

Primera corrida
Segunda cornda

Flujo de calo! (MW )
I
i

- —_ — —_ " L
20 40 60 a0 100 120 140 160

Temperalura (*C)

Figura 6.4 Termogramas del LDPE con primera y segunda corrida de DSC.

En fa Figura 6.4 se pueden observar diferencias en la forma de la endoterma
en fa segunda corrida (linea punteada) por la disminucidn en el flujo de calor y en el
area de la endoterma en comparacion con la primera corrida (linea continua). En los
termogramas se observa también el corrimiento de la To hacia temperaturas

mayores en la segunda corrida.

El calor de fusidon total (CF) del LDPE, con TT y con ENV, en primera y

segunda corridas, se presenta en la Figura 6.5 (Tabla A3 del Anexo A).
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Figura 6.5. Calor de fusion (CF), en primera (barras oscuras) y segunda (barras claras) corridas,
del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90,105,120,135 y 150°C) y por envejecimiento
acelerado (ENV).

En la Figura 6.5 se observa que los valores del calor de fusion en la primera
corrida son mayores a los de la segunda corrida debido a que el area de la
endoterma en la segunda corrida disminuye, en parte, como resultado de la posible
eliminacién de aditivos o compuestos formados durante los tratamientos
fisicoquimicos y de agua que pudo ser absorbida en la parte oxidada del LDPE,
dando lugar a una endoterma con un pico de menor tamano. La disminucidon también
puede deberse a la formacién de cristales de tamafio menor. Las tendencias entre

ambas corridas son similares.

Se observG una disminucién en ei calor de fusion en todas las muestras con
TT con respecto al LDPE, en primera corrida. Las muestras con TT a 105 y 150 °C
presentaron disminuciones del 21.3 y 20.6%. En la primera corrida, la muestra ENV
presentd un incremento en el calor de fusion del 13.4%. En la segunda corrida
(barras claras) todas las muestras con tratamiento térmico presentaron una
disminucion en el calor de fusiéon de hasta 20.3% (muestra con TT a 105°C) en

comparacion con el LDPE.
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Estos resultados muestran que el tratamiento térmico favorece la formacion de
cristales mas pequefnos o imperfectos los cuales necesitan menor energia para
fundir. Después de la primera corrida, las moléculas se ordenan con una velocidad
de enfriamiento y bajo las mismas condiciones. La disminucion en el CF en la
segunda corrida indica la existencia de cristales mas pequefos o imperfectos,

comparados con el LDPE sin tratar, debido a la formacion de cadenas mas cortas.

Los resultados en la muestra ENV muestran la posibilidad de |a existencia de
un grado de entrecruzamiento por efecto del tratamiento UV (incluido en el
envejecimiento acelerado) que se refleja por el requerimiento de mayor energia para
fundir el material. Albertsson y col. (1992), reportan un incremento en la cristalinidad
det LDPE con un tratamiento UV debido a la ruptura limitada de las moléculas entre

los bloques cristalinos.

La disminucién en el calor de fusidén (segunda corrida) en las muestras con
tratamiento fisicoquimico podria indicar un incrementc en la parte amorfa o en la
presencia de cristales mas pequefios o imperfectos provocando cambios en la

relacion entre material amorfo y cristalino.

Es importante enfatizar que las primeras contribuciones en la endoterma en la
primera corrida (40 a 80°C, Figura 6.4) pueden ser debidas a impurezas (como
aditivos o compuestos formados durante la oxidacion como resultado de los
diferentes tratamientos) y a la existencia de cristales mas pequeros e imperfectos. El
criterio del tridngulo se usé con el fin de eliminar posibles errores que pueden
cometerse si se incluyeran estas impurezas, y para homogeneizar el analisis para
todas las muestras; la cristalinidad (®) calculada bajo este criterio corresponde sélo a

la contribucion de los cristales mas grandes o perfectos.

En Figura 6.6 (Tabla A4 del Anexo A), se presentan los resuitados de la
cristalinidad (®), en primera y segunda corridas, del LDPE sin tratar, con TT y con
ENV.
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Figura 6.6. Cristalinidad (®, calculada con el criterio del triangulo) en primera (barras oscuras)
y segunda (barras claras) corridas, del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90,105,120,135 y
150°C) y con envejecimiento acelerado (ENV).

En la Figura 6.6 se observa un decrementa gradual en @ en |a primera corrida
(barras oscuras) en todas las muestras con TT, con respecta al LDPE, en funcién de
la temperatura usada en el tratamiento. La muestra con TT a 150°C presenté una
disminucion del 38.6% (9 unidades). La muestra ENV presenté un incremento del
3.9% (1 unidad) en & comparada con el LDPE sin tratar. Este resultado puede
deberse a la combinacion de efectos como: reacciones de entrecruzamiento de
cadenas y a que durante la ruptura de las cadenas éstas pudieran realinearse con
los cristales existentes debido a que la temperatura utilizada para este tratamiento
{70°C) estuvo por debajo del punto de fusién del LDPE.

En la segunda corrida se observéd también una disminucidon de @ en todas las
muestras con TT con respecto al LDPE. La muestra ENV no presenté cambios
significativos. El hecho, de que esta muestra no presentara cambios en la
cristalinidad, calculada por el criterio del tridngulo, no descarta la existencia de
cambios en su morfologia, ya que esta técnica utilizada no es muy sensible para la
evaluacion de dichos cambios, mas adelante se mostraran los resultados sobre la
estructura cristalina de la muestra con envejecimiento acelerado evaluada por una
técnica mas sensible (WAXS).
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Nuestros resultados coinciden parcialmente con los reportados en ia literatura.
Wetland y col. {1994} y Albertsson y col. (1995), reportan un incremento en la
cristalinidad después de un TT a temperaturas menores al punto de fusién del LDPE,
a causa de un rearreglo molecular (recocido). Las condiciones utilizadas en este
trabajo para el tratamiento térmico (temperaturas por arriba del punto de fusion y un
enfriamiento rapido) provocaron fa oxidacion y fa formacion de cadenas cortas que
cristalizaron de manera diferente. Al hacerlo, algunos grupos oxidados pudieron
haber quedado introducidos en la estructura cristalina dando por resultado entonces,

la formacion de cristales mas pequenos o imperfectos.

El incremento de ® en [a muestra ENV concuerda con los resultados de
Erlandsson y col. (1997), que reportan un incremento del 3% {1 unidad) en ®
después de la irradiacion del LDPE con UV. E!l tratamiento ENV simula condiciones
de intemperismo con una combinacién de variables (radiacion UV, humedad y
temperatura). Los cambios en las propiedades térmicas del LDPE son diferentes en
las muestras con TT y ENV, esto indica que los mecanismos de degradacion para los
2 tratamientos son distintos. Como se menciond antes, ta muestra ENV fue sometida
a condiciones de temperatura (70°C) y radiacion UV (310 nm), muestras con
tratamiento a temperaturas menores de su punto de fusién sufren sélo un reacomodo
de cadenas, esto implica que el nivel de degradacién en el LDPE con envejecimiento

acelerado depende en su mayoria de la radiacién UV.

La radiacion UV da por resultado !la formacion de hidroperdxidos, que a
diferencia del TT, son muy sensibles a la radiacién UV, conduciendo a una rapida
descomposicion de radicales libres. La probabilidad de que éstos reaccionen entre si
se incrementa, lo que da por resultado la formacién de cadenas mas largas.
Erlandsson y col. {1997), proponen que las reacciones de crecimiento de cadena
predominan en las primeras etapas del tratamiento UV antes de que ocurra ia

degradacion del material en cadenas mas pequenas.
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En conclusién, los cambios mostrados en las Figuras anteriores indican la
existencia de cambios en la morfologia del LDPE debidos al tratamiento
fisicoquimico. Las disminuciones en la To, Tm, calor de fusion y ® en las muestras
con TT dan evidencia de la presencia de cristales mas pequefnos o imperfectos que

requieren menor energia y temperatura para fundir.

6.1.2. Cambios morfolégicos

En nuestro trabajo, el tratamiento térmico (TT) provocd rompimiento y
oxidacién en el LDPE, el enfriamiento subito en N (iq da por resuitadoe un reacomodo
diferente de las moléculas, de manera que, al cristalizar el LDPE, los cristales son
mas imperfectos o de menor tamano a los que originalmente tenia. Albertsson y col.
(1995), reportan un incremento en el tamafo promedio de cristal después de un
tratamiento térmico a 100°C por 6 dias, explicado por un reacomodo de las
moléculas del LDPE.

En nuestro caso, se observé una disminucién en el tamarfo promedio de cristal
(L110) en las muestras con TT 105, 150 y ENV, con respecto al tamafo promedio de!
LDPE sin tratar: 6.2%, 8.4% y 11.7% respectivamente ( Tabla 6.2, Seccion 6.2.2).
Estas disminuciones implican un aumento en el numero de cristales mas pequefios
en el LDPE debido al efecto de los TFQ (TT o0 ENV).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el enfriamiento subito

evitd que se presentara el recocido del material reportado por Albertsson y
col.(1995).

La disminucion en el tamario promedio de cristal (Ly1p) en las muestras con TT
refuerza los resultados obtenidos en DSC, ya que las muestras con TT a 105 y
160°C presentaron una disminucion en el calor de fusién, punto de fusién y en la
cristalinidad, por la presencia de cristales mas pequefnos o imperfectos los cuales

requieren menor energia para fundir y una menor temperatura de fusién.
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La disminucion en el tamano promedio de cristal en la muestra con
envejecimiento acelerado indica una modificacion en la morfologia del LDPE por
efecto del tratamiento, este cambio fue observado por la técnica de WAXS que
permite cuantificar cambios en la fase cristalina del polimero. Lee y col. (1991),
reportan una disminucion del peso molecular en el LDPE tratado con radiacion UV
(365 nm).

6.1.3. Cambios Quimicos.

Tabb y Koening (1975), fueron los primeros autores en usar la técnica de FTIR
para evaluar la degradacion del LDPE bajo condiciones ambientales. Musto y col.
(1993), utilizaron Ia técnica de FTIR para cuantificar el efecto del envejecimiento
acelerado (en laboratorio) en diferentes polimeros. Los mecanismos de termo- y foto-
oxidacion estan bien establecidos, en ambos tratamientos se han reportado que los
principales productos son grupos carbonilo, los cuales son observados por FTIR en
la regién de 1710-1780 cm™. En la Figura 6.7 (a y b) se presentan los espectros FTIR
de las muestras de LDPE con tratamiento térmico (TT a 90, 105, 120, 135y 150°C) y
con envejecimiento acelerado, también se muestran las bandas de interés para el

analisis de las muestras.
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Figura 6.7. Espectros de LDPE. (a) de arriba hacia abajo LDPE sin tratar, tratado térmicamente a
90, 105, 120, 135 y 150°C. (b} LDPE sin tratar y con envejecimiento acelerado

En las Figuras 6.7 (a) y (b) se observa un incremento en la regidn de grupos
carbonilo (1715 cm™) en todas las muestras iratadas fisicoquimicamente, con
respecto al LDPE. Algunas muestras con TT presentaron un aumento en la banda en
la posicién de 3400 cm™', caracteristica de grupos hidroxilo (OH, presentes en las
primeras etapas de degradacion). En las muestras con TT a 150 °C y ENV se
observé ademas la presencia de una banda en 1173 cm™, ésta es reportada en
muestras de LDPE fuertemente oxidadas y es usualmente referido a grupos
carbonilo (Groenawe y col., 1965). La exposicion simultanea de un polimero al calor
y oxigeno lo lleva a su degradacion termo-oxidativa, el resultado de ésta incluye la
formacion de grupos oxidados (aldehidos, cetonas y acidos, segun Albertsson y
col.,1992).

Por ofra parte, el envejecimiento acelerado provoca una degradacién termo- y
foto-oxidativa en el LDPE. Ademas de la presencia de grupos carbonilo
caracteristicos de una muestra fuertemente oxidada, la muestra con envejecimiento
acelerado presento la aparicion de la banda correspondiente a grupos hidroxilo (OH)
en el intervalo 3000-3450 cm™, y de dobles enlaces (1653 y 905 cm™).

(b)
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Xingzhou (1997), reporta el incremento en estos grupos durante la foto-
oxidacion del LDPE después de 180 h de radiacion UV. A diferencia de {a termo-
oxidacion, la foto-oxidacién de cetonas formadas conduce a ia produccién de un gran
nimero de compuestos a través de las reacciones Norrish tipo | y 1l. Los productos
de la foto-oxidacion en el LDPE son principalmente compuestos con grupos carbonilo

asi como grupos vinilo (Al Malaika y col., 1995).

Los cambios quimicos en las muestras con TT y ENV fueron evaluados con el
calculo de las areas relativas de las bandas de interés, mismos que aparecen en €l
LDPE utilizado en este trabajo: 1715 cm™, tipicamente referido al grupo carbonilo
(C=0), 1375 cm™" que corresponde a los grupos metilo (-CHs), 1653 cm™ representa
a los grupos con doble enlace (-CH=CH-) y 905 cm' referido a los grupos vinilo (-
CH=CH,). La banda 1460 cm™, que corresponde a los grupos metileno (-CH-) se
utilizé como referencia en el calculo de las areas relativas; a éstas se les conoce
como indices. De acuerdo con Albertsson y col. (1987), esta banda no debe cambiar
en el LDPE como respuesta a la degradacion de la molécula. En nuestro caso, los

valores obtenidos se sometieron a la prueba estadistica de SAS.

E!l indice carbonilo (IC, 1715/1460) se muestra en la Figura 6.8 y en la Tabla
6.1. Se observd un incremento en la region de los grupos carbonilo en todas las
muestras sometidas a tratamiento fisicoquimico comparadas con LDPE sin tratar. La
generacidon de grupos carbonilo da evidencia de reacciones de ruptura de cadena
(Sanchez y Estrada, 1996). |
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Figura 6.8. indice carbonilo (IC) del LDPE, con tratamiento térmico { 90, 105, 120, 135y 150°C) y
con envejecimiento acelerado (ENV).

El grado de oxidacion de las muestras con TT estd en funcidn de la
temperatura usada. Sin embargo, la muestra con TT a 150°C no presento el mayor
IC debido a una falta de reproducibilidad durante el analisis a causa de la existencia
de partes mas oxidadas en el LDPE, es decir las particulas analizadas no estaban
uniformemente oxidadas. E| valor del IC en la muestra ENV es 70% mayor al valor

maximo obtenido en las muestras con TT.

Estos resuitados dan informacidn acerca de la degradacion quimica del LDPE
sometido a los tratamientos fisicoquimicos. Los mecanismos combinados de termo- y
foto- oxidacion provocan que la presencia de grupos carbonilo sean mayores en la
muestra ENV que en las muestras con TT que Unicamente sufren degradaciones
termo-oxidativas.

La Tabla 6.1 presenta los indices carbonilo, de dobles enlaces, de grupos
metilos y de vinilos en las muestras sometidas a TFQ y del LDPE sin tratar. En el
indice de dobles enlaces (IDE, 1653/1460) se observd un incremento significativo
estadisticamente en las muestras con TT a 135 y 150°C, de aproximadamente el

doble, con respecto al polietileno sin tratar (LDPE).
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Tabla 6.1. indices de grupos quimicos del LDPE tratado térmicamente y con
envejecimiento acelerado (ENV). indice carbonilo (IC, 1715/1460), de doble enlace (IDE,

1653/1460), de metilo (IM, 1375/1460) y de vinilo (IV, 905/1460).

0.018 + 0006

0242+ 0010

0.014+0.003

LDPE D }0014+0.006] B B
90* 0.110+0008| C [0.014+0002]| B | 0239+0010 {BA| - D
105* 0.171+0035 | B [ -~ C 1 0237+0010 |BA} 0.011+0.004 | €
120* 0.160+0041 | B} oo C10239+0010 |BA[  —- D
135*% 0.171+0.053] B 10.022+0.005| A [ 0233+0.010 {BA|  -ee- D
150* 012140034 C 1 0023+0009{ A | 0203+0.020 {C | = - D
ENV 0291+0035] A R C ] 0213+0.010 0.032+0.004 | A

Muestras con tratamiento térmico.  -—- Ausencia de banda.

** Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

a R?=0.8768; o= 0.0001; b: R*=0.8293; o= 0.0001; ¢; R?=0.4414; o= 0.0001; d: R?=0.9505; o= 0.0001

Para el caso del indice vinilo (IV) se encontrd un incremento significativo (3
veces) en la muestra ENV con respecto al LDPE. En la foto-oxidacion el mecanismo
Norrish tipo 1l es el responsable de la formacidn de dobles enlaces terminales, a
través de este mecanismo la molécula se fragmenta provocando que el material
pierda sus propiedades originales. Sanchez y Estrada (1992), reportan que dos
grupos quimicos son los que cambian en el tiempo después de un tratamiento de
ENV/ los grupos vinilo y grupos carbonilo; este reporte concuerda con los resultados

aqui obtenidos para la muestra ENV.

En el indice de grupos metilo (IM, 1375/1460) se observd una disminucion del
17% y del 12% en las muestras con tratamiento térmico a 150°C y con
LDPE, debido

libres formados durante la

envejecimiento acelerado (respectivamente) con respecto al

posiblemente a reacciones entre los radicales
degradacién. La disminucion en los grupos metilo indica que existieron reacciones

que dieron lugar a la formacién de dobles enlaces.
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En conclusion, el aumento de grupos vinilo junto con el de grupos carbonilo
reflejan la degradacion quimica del polimero, que junto con las disminuciones en la
temperatura de inicio de fusion, en el punto de fusion y en la cristalinidad muestran
una modificacion en la morfologia original del LDPE. Se observo que el tratamiento
térmico favorecio la formacion de cristales mas pequefios o imperfectos y de grupos
carbonilo. Para el caso del tratamiento con envejecimiento acelerado se presentd
otra serie de reacciones (Narrish |) que permitieron que el aumento en los grupos
carbonilo fuera mayor que en las muestras tratadas térmicamente.

Con base a los resultados obtenidos se seleccionaron las muestras que serian
tratadas bioldégicamente. Con respecto al tratamiento térmico, las muestras con
mayores cambios en la morfologia fueron con TT a 105, 120 y 150 °C. La muestra
con TT a 120 °C, se eligié ademas porque representa una temperatura intermedia.
La muestra ENV se selecciond por tener el mayor nivel de oxidacion, ya que la
presencia de los grupos carbonilo puede favorecer la biodegradacién del LDPE
(Albertsson y col., 1995).

6.2. EVALUACION DEL TRATAMIENTO BIOLOGICO.

Se ha reportado que las parafinas de bajo peso molecular (Mw < 600) son
facilmente asimiladas por diferentes microorganismos (Barna y col, 1970). La
reduccion de peso molecular e introduccion de grupos oxidados en la cadena del
polietileno parecen ser condiciones adecuadas para acelerar su biodegradacion. En
jos resultados anteriores se pudieron observar cambios en las propiedades térmicas
y quimicas del LDPE después del tratamiento fisicoquimico; una vez seleccionadas

las muestras se procedid a su tratamiento biolégico.

A continuacion se presentan los resultados del tratamiento biolégico del LDPE
durante 9 meses con la mezcla de hongos (A. niger, G. virens, P. chrysosporium, P.
pinophilum). Para evaluar la biodegradacion, se utilizaron diferentes técnicas.de
andlisis:. DSC (cambios térmicos), FTIR (cambios quimicos), WAXS (cambios
morfologicos), produccion de CO; (actividad microbiana) y SEM (cambios
superficiales).
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6.2.1. Cambios térmicos

Las variables utilizadas para la evaluacion de las propiedades térmicas de las
muestras después del tratamiento biolégico (TB), fueron las mismas que para las
muestras tratadas fisicoquimicamente (To, Tmy ®@).

En la Figura 6.9 (Tabla B1 del Anexo B) se presentan los resultados de la
temperatura de inicio de fusion (primera corrida) de las muestras de LDPE, LDPE

con TT y LDPE con ENV incubadas durante 9 meses con la mezcla de hongos (MZ).

—
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Figura 6.9. Temperatura de inicio de fusién (To, primera corrida) de muestras de LDPE, tratado
térmicamente (105, 120 y 150 °C) y con envejecimiento acelerado (ENV); incubado durante 9
meses con la mezcla de hongos (MZ)

La primera corrida contiene la informacién de la historia térmica producto de la
fabricacion (LDPE sin tratar) o del tratamiento fisicoquimico (térmico o por
envejecimiento acelerado) y del efecto de los microorganismos durante el tratamiento
biologico {de 3 a 9 meses). Durante los primeros 3 meses de TB se observd una
disminucion en To (1 °C) sélo en la muestra 150/MZ, con respecto a la misma
muestra sin TB (0 m). A los 6 meses de TB dos muestras presentaron una
disminucion en la To, con respecto a las muestras sin TB: el LDPE de 0.8°C (y
permanecid sin cambios significativos hasta el final del tratamiento bioldgico) y la
muestra con TT a 105°C con la mezcla de hongos (105/MZ) que presentd una
disminucion de 1.5 °C. También a los 6 meses de TB se observd en la muestra
150/MZ un incremento en la To de 0.7°C con respecto a la muestra con 3 meses de

TB y permanecié sin cambios significativos hasta el final del tratamiento.
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En la Figura 6.10 se presentan los resultados de To en la segunda corrida en

muestras del LDPE tratadas biolégicamente durante 9 meses (Tabla B2, Anexo B).
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LDPE/MZ 105/M2Z 120MZ 150/MZ ENV/MZ
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Figura 6.10. Temperatura de inicio de fusidon (To) en segunda corrida del LDPE, tratado
térmicamente (105,120 y 150 °C) y con envejecimiento acelerado (ENV); incubado durante 9
meses con la mezcla de hongos (MZ).

A los 3 meses del TB se presenté una disminucion en To en todas las
muestras con tratamiento fisicoquimico (con excepcién de la muestra 120/MZ). La
muestra con TB y TT a 105°C present6 una disminucién de 2.5°C y las muestras con
TT a 150 °C y con ENV presentaron disminuciones de 0.9°C. En los siguientes
muestreos (6 y 9 meses ) del TB no se observaron cambios significativos en esta
variable en ninguna de las muestras con TB. El ataque microbiano a la parte amorfa
que separa a los bloques cristalinos podria provocar disminuciones en To, debido a
la formacién de cristales mas pequefios o imperfectos los cuales empiezan a fundir a
temperaturas menores.

Después del TB las muestras de LDPE fueron separadas de la biomasa
por agitacién y centrifugacion. Sin embargo, este método de separacién no tiene
eficiencia de 100%, para evitar errores debidos a la contribucion que podria tener la
biomasa en cada muestra, la cristalinidad se calculé utilizando el criterio del tridngulo
(Fig. 5.2, seccion 5.4.1). La cristalinidad (®), en primera corrida, de las muestras con
y sin tratamiento fisicoquimico, tratadas biologicamente durante 9 meses es
presentada en {a Figura 6.11 (Tabla B3 del Anexo B).
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Figura 6.11. Porcentaje de cristalinidad (®, calculada a partir del criterio del triAngulo), en
primera corrida. LDPE, tratado térmicamente (105, 120 y 150 °C) y con envejecimiento

acelerado (ENV) e incubado durante 9 meses con la mezcla de hongos (MZ).

En la Figura 6.11 se observa un incremento de ® a los 3 meses de
tratamiento biologico, en todas las muestras con TT con respecto a las muestras sin
TB (0 m) de hasta el 32.2% (6.5 unidades, muestra 105/MZ). El incremento en la
cristalinidad en las muestras con TT puede deberse a la eliminacion de cadenas
cortas y/u oxidadas situadas en la parte amorfa del LDPE por accion de los
microorganismos. En las muestras con TT, las temperaturas por arriba del punto de
fusion del LDPE vy el enfriamiento drastico favorecieron el incremento de la fase
amorfa. Los resultados mostrados ante}iormente son similares parcialmente a los
reportados en la literatura, Weiland y col. (1995), reportan incrementos (de 17%) en
la cristalinidad en el LDPE con tratamiento térmico y biolégico, después de 5 meses
de incubacién con una mezcla de hongos.

En la Figura 6.11 se observa también una disminucion de 21.5% (5.2
unidades) en la muestra con ENV y permanece sin cambios significativos hasta el
final del TB. A los 9 meses de TB las muestras LDPE/MZ y 120/MZ presentaron una
disminucion de @ de 16.3% y de 15.3% (3.8 y 2.9 unidades, respectivamente), con
respecto a las muestras sin TB. Las muestras 105/MZ y 150/MZ presentaron
disminuciones de 28.1% y de 142% (7.5 y 2.9 unidades, respectivamente)

comparadas con las mismas muestras a los 3 meses.
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Los resultados de la cristalinidad, en segunda corrida, del LDPE con y sin
tratamiento fisicoquimico sometido a TB, durante 9 meses, son presentados en la
Figura 6.12 (Tabla B4 del Anexo B).
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Figura 6.12. Porcentaje de cristalinidad (®), en segunda corrida. LDPE, tratado térmicamente
(105, 120 y 150 °C) y con envejecimiento acelerado (ENV) e incubado durante 9 meses con la
mezcla de hongos (MZ).

En la Figura 6.12 se observa una tendencia en la cristalinidad similar a
la de la primera corrida (pero las escalas numéricas son diferentes). A los 3 meses
de TB se presentd un incremento de @, con respecto a las muestras sin TB (0m), en
las muestras 105/MZ (37.4%, 5.2 unidades) y 150/MZ (7.9%, 1.1 unidades). Todas
las muestras con y sin tratamiento fisicoquimico, a excepcion de la muestra 105/MZ,
presentaron una disminucién en @, de 24.7% (3.9 unidades) y de 11.8% (2 unidades)
en las muestras 120/MZ y ENV/MZ, respectivamente, a los 9 meses de TB con

respecto a la muestra sin TB (0 meses).

A los 9 meses de TB los comportamientos en la primera y segunda corridas
fueron similares para todas las muestras (se observé una disminucion en @ con
respecto a las muestras sin TB) con excepcion de la muestra 150/MZ, en la que se
observé un aumento en la primera corrida y una disminucion en la segunda corrida.
En la primera corrida se puede detectar la modificacion de la cristalinidad debido a la

accion de los microorganismos. El efecto de los microorganismos sobre la
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morfologia, en la segunda corrida, se observa después de calentar la muestra hasta
una misma temperatura y enfriar con un mismo procedimiento, el arreglo que tengan
las cadenas después de este procedimiento estara en funcion del tamano que tengan
después del ataque microbiano. La disminucion de @ en la muestra 150/MZ (S m)

sugiere la existencia de cristales mas pequenos a los que existian originalmente.

Lo observado en las dos Figuras anteriores puede deberse a un mecanismo
de biodegradacién con dos etapas: durante los primeros 3 meses (primera etapa), en
donde se observd un aumento en la cristalinidad (muestras con TT) que puede ser
debido a una disminucién en la fraccion amorfa del LDPE por accion de los
microorganismos durante los 3 primeros meses. Weiland y col. (1995), reportan un
aumento en el peso molecular promedio después de 5 meses de incubacién con una
mezcla de hongos (Aspergillus niger, Paecilomyces variotii, Gliocadium virens y
Penicillium funiculosum) en muestras de LDPE tratadas térmicamente (70°C), esto
sugiere que puede existir bioasimilacion de las cadenas de bajo peso molecular
ubicadas en la fase amorfa del LDPE. Por otra parte, a partir de los tres meses de TB
(segunda etapa) se observé una disminucidn general en la cristalinidad en todas las
muestras con TB. A los 9 meses de incubacion con los microorganismos, todas las
muestras presentaron una disminucidon en la cristalinidad con respecto a las

muestras sin TB (a excepcién de la muestra 105/MZ).

Los efectos observados durante el TB pueden ser debidos a un mecanismo
cuya primera etapa es dominante al principio en donde el material que separa a los
cristales sufre un ataque por accion de los microorganismos, provocando su
fraccionacién (primeros 3 meses), y la segunda etapa (3 a 9 meses) en donde los
microorganismos atacan a los cristales mas pequefos o imperfectos. Esto explica el

aumento y posterior disminucion en la cristalinidad.

El punto de fusion, en primera corrida, de las muestras sometidas a
tratamiento biologico durante 9 meses es mostrado en ta Figura 6.13 (Tabla BS en el
Anexo B).
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Figura 6.13. Punto de fusion (Tm) en primera corrida. LDPE, tratado térmicamente (105, 120 y
150 °C) y con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con {a mezcia de
hongos (MZ}).

A ilos 3 meses de TB se observd una disminucién de Tm, con respecto a las
muestras sin TB (Om), en todas las muestras con tratamiento fisicoquimico. En las
muestras con TT se observé una disminucion de Tm de hasta 1.2°C {(muestra
105/MZ). Las muestras con tratamiento térmico permanecieron sin cambios
significativos de los 3 a 9 meses del tratamiento bioldgico. A los 6 meses de TB las
muestras LDPE/MZ y ENV/MZ presentaron una disminucion de 0.9°C y 1.3°C,
respectivamente y no se detectaron cambios significativos hasta el finaf del TB. Estas
disminuciones en Tm indican la formacion de cristales mas pequefios o imperfectos
por efecto del TB, y necesitan una temperatura menor para fundir. Este efecto
probablemente se deba a la acciéon de los microorganismos sobre la parte amorfa

que separa los bloques cristalinos del LDPE y de esta manera se fraccionan.

En fa Figura 6.14 (Tabla B5 en el Anexo BB) se presenta Tm en segunda
corrida para todas las muestras con y sin tratamiento fisicoquimico y con tratamiento

bioldgico durante 9 meses con la mezcla de hongos.
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Figura 6.14. Punto de fusion (Tm) en segunda corrida. LDPE, tratado térmicamente (105, 120 y
150 °C) y con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con la mezcla de
hongos (MZ).

A los 6 meses las muestras 105/MZ y ENV/MZ presentaron una disminucion,
con respecto a las muestras sin TB (1°C y 0.7°C, respectivamente). Los cambios
observados en la segunda corrida fueron menores a los de la primera; sin embargo,
ambas corridas muestran la formacion de cristales mas pequefios o imperfectos
debido al ataque de los microorganismos sobre la parte amorfa, dando como
resultado la formacion de cadenas de menor tamano las cuales al arreglarse forman

cristales que necesitan menor temperatura para fundir.

Tm representa la temperatura a la cual funden los cristales mas grandes o
perfectos. Las disminuciones en Tm indican una disminucién en la contribucion de

los cristales mas grandes o perfectos.

Nuestros resultados sugieren que los microorganismos no solo atacan partes
amorfas, sino posiblemente también cristalinas (o cristales menos perfectos). Los
diferentes tratamientos fisicoquimicos pudieron provocar la formacion de
imperfecciones en los cristales por la existencia de grupos oxidados que pudieron
quedar atrapados en la fraccion cristalina del LDPE después de los tratamientos

fisicoquimicos.
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En conclusion, los cambios detectados (por la técnica de DSC) producidos por
el tratamiento biologico en la muestra con envejecimiento acelerado son menores
comparados con las muestras con tratamiento térmico. Lee y col. (1991), reportan
que el LDPE con tratamiento UV (365 nm) es mas recalcitrante que el LDPE tratado
térmicamente (70°C). Esta diferencia es debida posiblemente a la existencia de
fenomenos de entrecruzamiento (Akmal y col., 1993) y a que la biodegradacion en la
muestra con ENV se lleve a cabo solo en las partes mas oxidadas, tocalizadas

principalmente en los carbonos terciarios (Albertsson y col., 1995).

6.2.2. Cambios morfolégicos

En Tabla 6.2 se presenta el tamafio promedio de cristal (L110) para muestras

con y sin tratamiento fisicoguimico, después de 9 meses de tratamiento biologico.

Tabla 6.2. Tamafio promedio de cristal (L) de LDPE, tratado fisicoquimicamente (TT y

ENV) y con tratamiento biolégico después de 9 meses de incubacién con la mezcla de

hongos.

LDPE 741 915
105 69.5 954
120 741 753
150 67.9 717
ENV 65.4 66.4

* Muestras LDPE y con tratamiento Fisicoquimico (TT y ENV).

Después de 9 meses de TB se observo un incremento en Lyyo, en todas las
muestras de LDPE, con respecto al tiempo inicial. Para la muestra 105/MZ se obtuvo
hasta 37.3% de aumento, mientras que Lo en la muestra ENV/IMZ solamente

aumento 1.5%.
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Las muestras LDPE y 105 presentaron el mayor incremento en esta variable,
esto podria indicar el pasible ataque microbiano sobre la fraccidn amorfa que divide
los bloques cristalinos provocando de esta manera que se fraccionen en cristales de

menor tamano.

Se puede notar nuevamente que las muestras con TT y con TB presentaron
mayores cambios gue la muestra ENV con la mezcla de hongos. Estos resuitados no
coinciden con los reportados por Albertsson y col. (1995), que observaron una
disminucion (4%) en el LDPE tratado a 100°C después de 10 meses de tratamiento

microbiano con A. paraffineus.

Los resultados observados en el tamafo promedio de cristal después del TB
pueden ser debidos al ataque a cristales mas pequefos o imperfectos formados
durante la primera etapa del mecanismo de biodegradacion (ver cambios térmicos a
los 3 meses). En la Figura 6.15 se presenta esquematicamente el mecanismo
propuesto para la biodegradacidn de! LDPE, se espera que el efecto de los
microorganismos ocurra principalmente en {a parte mas accesible del polietileno
(amorfa, A). El ataque de los microorganismo sobre la fraccion amorfa (etapa a)
puede provocar entonces la fraccionacion de los cristales, dando por resultade la
formacién de cristales mas pequefios o imperfectos después del TB. Después de que
la fraccionacion ocurra, no se descarta un ataque microbiano sobre los cristales mas
pequefios o imperfectos (etapa b). Los aumentos en el tamafio promedio del cristal
son debidos posiblemente, a la desaparicidn o disminucidn en el numero de los
cristales mas pequerios o imperfectos en el LDPE por lo que el promedio de los
cristales aumenta debido a que los mas grandes permanecen. Manzur y col. (1997),
reportan una disminucion en Ly después de 32 dias de TB con Phanerochaete
chrysosporium en una mezcla de bagazo de cafa de azucar y LDPE, a causa de un
rompimiento de cadenas en la regidn amorfa que separa los cristales lo que da lugar

a la presencia de cristales mas pequenos.
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(C))

Figura 6.15. Mecanismo de biodegradacién de LDPE en dos etapas: (a) consumo de la parte
amorfa {(A) y formacién de cristales (C) mas pequeiios, (b) posible ataque a los cristales
mas pequenos o imperfectos.

6.2.3. Cambios quimicos

El paso fundamental para la biodegradacién del LDPE es su transformacién a
compuestos de bajo peso molecular, para que éstos puedan ser asimilados por los
microorganismos. Estos compuestos pueden producirse a través de distintos
mecanismos de foto- y/o termo- oxidacion. El siguiente paso consistiria en el atagque

de los microorganismos en las partes mas oxidadas del LDPE (Albertsson vy col.,
1987).

Al inicio de este capitulo se presentaron los resultados obtenidos después de
someter el LDPE a distintos tratamientos fisicoquimicos, donde se observan cambios
quimicos en el LDPE, reflejados principalmente por cambios en el indice carbonilo
(IC, 1715/1460). La muestra con la mayor produccidon de grupos carbonilo
correspondié al LDPE con ENV (70% mayor con respecto al valor maximo de IC de
las muestras con TT).
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En la Figura 6.16 se presentan los valores del IC del LDPE tratado

biolégicamente durante 9 meses.

IC (1715/1460)

LDPE/MZ 105/MZ  120/MZ  150/MZ ENV/MZ
Muestra

Figura 6.16. indice carbonilo (IC, 1715/1460) del LDPE tratado biolégicamente con la mezcla de
hongos (MZ) durante 9 meses.

Las muestras 105/MZ (3 meses de TB) y ENV/IMZ (6 meses de TB)
presentaron incrementos en el IC de 62% y 28%, respectivamente, comparadas con
las muestras sin TB; estos valores permanecieron sin cambios significativos a partir
de los 6 meses de incubacidn (Tablas C2 y C5 del Anexo C). En contraste, las
muestras 120/MZ y 150/MZ presentaron una disminucién en el valor del IC; la
primera, de 64% a los 6 meses de TB con respecto a la misma muestra sin TB y
permaneci® sin cambios significativos hasta los 9 meses (Tabla C3 del Anexa C). En
la muestra con TT a 150 °C y con TB, se observa un decremento en el IC de 40% a
los 3 meses de incubacion comparada con la muestra sin TB (Tabla C4 del Anexo
C). Resultados andlogos encontraron Albertsson y col. {1987), que reportan una
disminucion de los grupos carbonilo por la accién de microorganismos. Weiland y col.
(1995), también observaron una reduccion en el IC después de 5 meses de
incubacién con un cultivo mixto de hongos (Aspergillus niger, Penicillium uniculosum,

Paecilomyces variotii y Gliocadium virens).
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Las disminuciones en el |C encontradas en este trabajo indican que existe un
atague, por accion de los microorganismos, en las cadenas mas oxidadas del LDPE,
tal como lo propone Albertsson y col. (1987), en su mecanismo de biodegradacién
(Figura 6.17), en el cual el grupo oxidado es transformado a un &acido carboxilico
(banda en la posicién 1700-1725 cm™') que posteriormente es metabolizado por la via
de la B-oxidacion. Las enzimas que participan en la B-oxidacion catalizan una serie
de reacciones en las que se separan unidades de dos carbonos del extremo
carboxilo de la cadena del acido carboxilico, que son liberadas como acetil —CoA. La
acetil-CoA producida por esta via, es oxidada a CO,y H;0O por una serie de enzimas

en el ciclo de Krebs.

0
n
R - CH, C-CH; R

g HO

OH
1
~~CH, C-0-OH

CH]_,\.A

OH
-1 -1
1700 - 1725 cm CH;-((ZSO +  <CH,-CHj/~~ —+ CH,=CH 905 - 915 cm

CoA-§H
1 ATP
.
(o}

H
———+  ——CH,C-SCoA
FAD
FADH,
v
~~CH, -CH=CH - C- SCoA
( 1,0
v
OH (l)
~~— CH,-CH -CH, -C-SCoA
"/ NAD*
o RADH
¢ o
—~~CH, - C -CH; -C- SCoA

[ CaASH
0 0
L i / 1 5
CH; - C -SCoA ™ CH;-C-SCoA Acctl- Cod

>

\\'\‘3‘)) w CO, +H,0

Figura 6.17. Mecanismo propuesto para la biodegradacién del LDPE (Albertsson y col., 1987).
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Por otra parte, el incremento en el IC se puede explicar por la oxidacién (por
accion microbiana) de los productos formados por los 2 tratamientos fisicogquimicos,
que por lo general son alcanos insolubles en agua. Las vias catabolicas incluyen
diversas reacciones de oxido-reduccidon. En la Figura 6.18 se presenta un
mecanismo de biodegradacion propuesto por Schlegel (1976) para alcanos de alto
peso molecular. En este mecanismo participan enzimas especializadas en el
transporte de electrones para dar lugar a la oxidacion de la cadena del alcano y dar
como resultado la formacion de acidos carboxilicos, que a través de la B-oxidacion
producen la acetil-CoA para dar CO, y H,O como productos finales del ciclo de
Krebs.
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Figura 6.18. Mecanismo de biodegradacién de alcanos de alto peso molecular propuesto
por Schlegel (1976).
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Durante !a degradacion térmica y con UV del LDPE se forman una serie de
compuestos de bajo peso molecular. Esta reportado (Albertsson y col., 1987), que los
microorganismos preferentemente utilizan parafinas lineales en lugar de isomeros
ramificados. El mecanismo de biodegradacion de parafinas propuesto por Schiegel
(1976) muestra una serie de pasos en donde se involucran varias enzimas para
oxidar la cadena formando un alcohol, después un aldehido y finalmente un acido
carboxilico, estos dos ultimos emiten sefal en las bandas en el intervalo de 1750 -
1650 cm™.

En ila Tabla 6.3 se presentan los resultados del indice de dobles enlaces (IDE,
1653/1460) del LDPE tratado biolégicamente durante 9 meses. La muestra LDPE/MZ
no presentd cambios significativos en este indice durante el TB, con respecto a la
muestra sin TB. El IDE permanecio sin cambios significativos en todas las muestras
con TT durante el TB, con excepcion de la muestra 120/MZ en la que se detectd la
aparicion de dobles enlaces (IDE) en el sexto mes de TB. La muestra con ENV y TB
mostré una aparicion del IDE a los 3 meses comparada con la muestra sin TB
(ENV/MZ, 0 meses). El rompimiento de cadenas, |a formacién de radicales libres y la

reaccion entre estos puede producir dobles enlaces.

Tabla 6.3. indice de doble enlace (IDE, 1653/1460) del LDPE tratado biolégicamente con

la mezcla de hongos (MZ) durante 9 meses.

LDPE/MZ | a* {0.014+0.006 | B j0.016+0.006| B {0.021+0.005} A |0.021 +0.007 | A
105/MZ2 - —— e
1200MZ | b*| = - - C {0.012 +0.003 0.013+0.005[ A
150/MZ | c* | 0.023 + 0.006 0.022 + 0.009 0.008 + 0.005 0.023 + 0.006| A
ENVIMZ |d*| = -~ C|0.029+0.006| A |0.011 +0.005 0.026 + 0.006 | A

-—— Indica ausencia de banda

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

a- R?=0.2160; o= 0.0002; b: R?=0.8534; = 0.0001; ¢: R>=0.2768; o= 0.0001; d: R*=0.8411; o= 0.0001
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En la Figura 6.19 se presenta el indice vinilo (IV, 905/1460) del LDPE tratado
biologicamente 9 meses. Se observa que la muestra LDPE/MZ no presentd
diferencias significativas (Tabla C11 del Anexo C) durante el TB. Dos muestras con
TT y con TB (120/MZ y 150/MZ) presentaron la aparicion IV a los 3 meses de TB.
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Figura 6.19. indice vinilo de muestras de LDPE, tratado térmicamente (105, 120 y 150 °C) y con
envejecimiento acelerado (ENV), tratadas biol6gicamente durante 9 meses.

La muestra 105/MZ presenté un incremento del doble en el IV a los 9 meses
de TB. Los resultados estadisticos del IV de las muestras con TB son presentados en
tas Tablas C11 a C15 del Anexo C. En la muestra ENV/MZ se observd un aumento
de 45% en el IV al final del TB. El consumo de los grupos carbonilo puede producir
rompimientos de cadena en el LDPE y los segmentos formados pueden promover a

su vez la formacion de dobles enlaces.

En resumen, las disminuciones del IC acompanadas con la aparicion en el IV
en las muestras 120/MZ y 150/MZ durante el TB son explicadas a partir del
mecanismo de biodegradacién propuesto por Albertsson y col. (1987, Fig. 6.17), en
el cual se presenta un decremento en el IC junto con el incremento en los dobles
enlaces en el LDPE foto-oxidado con TB. Las muestras 105/MZ y ENV/MZ también
presentaron evidencia de actividad microbiana por la formacién de dobles enlaces y
de grupos carboxilicos por un mecanismo de oxidacién promovido por los
microorganismos (Fig. 6.18).
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En la Figura 6.20 se presenta el indice del grupo metilo (IM, 1375/1460) de

muestras de LDPE con tratamiento biolégico durante 9 meses.
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Figura 6.20. indice metilo de muestras de LDPE, tratado térmicamente (105, 120 y 150 °C) y con

envejecimiento acelerado (ENV), tratadas biolégicamente durante 9 meses.

Los resultados estadisticos del IM para todas las muestras con TB son
presentados en las Tablas C6 a C10 del Anexo C. La muestra LDPE/MZ no presentd
diferencias significativas en el IM durante el TB. A los 6 meses de TB, la muestra
105/MZ presento un decremento de 11% con respecto a la muestra sin TB. También
se observaron incrementos en el IM en fas muestras 150/MZ y ENV/MZ con respecto
a las muestras sin TB (25% a los 6 meses y 12% a los 9 meses, respectivamente).

Las disminuciones en los grupos metilo (-CH3) pueden indicar una disminucion
en las ramificaciones del LDPE por la accién microbiana, mientras que la formacién
"~ de cadenas mas cortas incrementara los grupos metilo. Albertsson y col. (1995),
reportaron que el LDPE es biodegradado principalmente en los carbonos terciarios,
lo que daria por resultado una disminucidén de grupos metilo y aumento en grupos
vinilo (muestra 105/MZ).

Una vez que se introducen grupos carbonilo en el LDPE, se produce el ataque
microbiano en las partes oxidadas o cadenas cortas que posteriormente pueden ser
oxidadas y metabolizadas por los microorganismos. La muestra ENV/MZ presenté un

incremento en ei IC y en el IM, fo que podria significar que ocurran las reacciones

antes citadas.
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6.2.4. Produccién de CO;

La biodegradabilidad de los polimeros es usualmente estudiada y evaluada
por observaciones del crecimiento microbiano, o por mediciones de cambios fisicos,
quimicos, mecanicos, etc. de los sustratos, ademas del consumo de ox'igeno y
produccion de CQ,. Albertsson y col. (1978), reportan un incremento en la produccion
de CO; cuando se disminuye el tamaro de particula, en muestras pulverizadas,
indicando que el acceso de los microorganismos a las fracciones metabolizables del

polietileno podria ejercer un efecto en el grado de biodegradacion.

En la Figura 6.21 se presenta la produccién de CO; durante el tratamiento
biolégico, a partir de muestras de LDPE con y sin tratamiento fisicoquimico. Los
resultados mostrados en la Figura 6.21 representan el CO, producido por los
microorganismos a partir solamente del carbono contenido en el LDPE, ya que se le
resto el CO, obtenido en las muestras con medio de cultivo inoculado (sin LDPE). La
muestra con ENV es la que presenté la mayor produccion de CO,. Albertsson y col.
(1987), reportan resultados similares y un incremento en la produccién de CO; con €!
incremento del IC. En nuestro caso la muestra con envejecimiento acelerado, que
presentd el mayor IC (70% mas con respecto al valor maximo de las muestras con

TT) es la que presento el valor maximo de produccion de CO; (Figura 6.21)

1.5 4

CO2 (mmol)

[} 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (meses)

Figura 6.21. Produccion de CO, en muestras de LDPE con tratamiento fisicoquimico incubadas
9 meses con la mezcla de hongos (MZ). —(0— LDPEMZ, —A— 105/MZ, ——120/MZ, —O—
150/MZ, —O— ENV/MZ.
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Los oligbmeros (que corresponden a alcanos de alto peso molecular)
formados por los tratamientos fisicoquimicos podrian degradarse de manera similar a
las parafinas, las cuales primero son transformadas a acidos carboxilicos vy
posteriormente mineralizadas a CO-, (Figura 6.18).

Albertsson y col. (1988), sugieren 3 etapas en la biodegradacion del LDPE:

1. Un cambio rapido en las propiedades mecanicas de! polimero y alta produccion
de CO..

2. Una etapa en donde los cambios son pequefios con una baja produccién de CO»
y pocos cambios en la cristalinidad y peso molecular.

3. Finalmente reportan un incremento en la velocidad de degradacion, vinculada

con un aumento en la produccién de CO,.

En este trabajo, con 9 meses de tratamiento bioldgico, se detectaron cambios
que coinciden con las primeras etapas citadas por Albertsson y col. (1988). En todas
las muestras se observé una rapida produccion de CO; durante el primer mes de TB
debido al ataque microbiano sobre las cadenas mas cortas formadas por el TFQ.
Durante los 8 meses restantes todas las muestras permanecieron sin cambios
significativos a excepcion de la muestra ENV que presentd al tercer mes de
incubacion un incremento en la produccion de CO,. Esto puede ser debido a que los
microorganismos pudieron atacar cadenas cortas liberadas durante el tratamiento
con ENV.

Durante el TB se detectaron cambios en las propiedades térmicas y quimicas
en algunas muestras (cambios en la cristalinidad, en las muestras con TT, cambios
en la To en las muestras 105/MZ, 150/MZ y ENV/MZ (segunda corrida) y aumentos o
disminuciones en el IC). A los 6 meses de TB los cambios observados fueron
pequefios o no significativos, sin embargo, a los 9 meses de TB se detectaron
cambios importantes en la cristalinidad y tamafo de cristal en la mayoria de las
muestras con TB. La muestra ENV presenté incrementos en el IC debido a la accion
microbiana sobre cadenas cortas. Albertsson y col. (1988), citan que 10 anos es
todavia poco tiempo para apreciar los efectos de la ultima etapa de biodegradacion
en el caso del polietileno.
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6.2.5. Cambios superficiales

Debido a que el ataque microbiano comienza con la colonizacion de la
superficie del polimero, el crecimiento microbiano debe ser confirmado por medio de
la examinacién microscdpica de la superficie polimérica. La microscopia electrénica
es usada para la observacion de cambios fisicos en el material.

La superficie del LDPE sin TFQ se muestra en la Figura 6.22 (a). Después de
9 meses de TB la muestra LDPE presentd un escaso crecimiento de
microorganismos y una gran cantidad de esporas en su superficie (Figura 6.22 (b),
(c)), a diferencia de las muestras con TT y con ENV en donde la presencia de
esporas fue escasa. La presencia de esporas puede ser debida a la carencia de una

fuente de carbono accesible para los microorganismos.

Figura 6.22, Micrografias del LDPE sin tratamiento (a), y a los 9 meses de tratamiento bioldgico
con presencia de esporas (b) y una hifa (c). ‘
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En todas las muestras con TT se observd crecimiento superficial de
microorganismos. En la Figura 6.23 se muestra el crecimiento superficial de hifas en
muestras con TT a 105 y 120°C después de 9 meses de TB. Se observo que el
crecimiento superficial de hifas se incrementé con el aumento en el IC y la presencia

de esporas fue menor en comparacibn a las muestras sin tratar.

{a) {b)

Figura 6.23. Micrografias del LDPE tratado térmicamente con crecimiento superficial de hifas

(a) a 105 °C (b) a 120°C con 9 meses de tratamiento biolégico.

Weiland y col. (1995), observaron que el crecimiento superficial de los
microorganismos estaba en funciéon del grado de oxidacién de la muestra. Esto
concuerda con nuestros resultados, ya que se observdé que mientras mayor era el
grado de oxidacion mayor era también el crecimiento superficial de las hifas.

Ademas del crecimiento superficial de los microorganismos, la degradacion en
el LDPE se observé por la penetracion de hifas en el material. En todas las muestras
con TT se presenté este efecto. La muestra con TT a 150°C presentd el mayor
nimero de penetraciones, en comparacion con el resto de !as muestras con TT. En
la Figura 6.24 (a) se observa el crecimiento superficial de los microorganismos y la

penetracion de hifas (b), en la muestra con TT a 150°C con 9 meses de TB.
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Otake y col. (1995), encontraron evidencia de biodegradacion en el LDPE
(enterrado durante 32 afos) por la presencia de hoyos y de “canales” con la forma de

la estructura del hongo (Aspergillus niger o Penicillium sp.).

{b)
Figura 6.24. Micrografias del LDPE tratado témmicamente a 150°C con (a) crecimiento superficial

de microorganismos y (b) penetracion de hifa

En la Figura 6.25 se presentan micrografias del LDPE con envejecimiento
acelerado, esta muestra presentd el mayor nimero de penetraciones de hifas y
también el nivel mas elevado de oxidacion en comparacion a las muestras con TT.

Las hifas pudieron penetrar entonces en la parte mas degradada de! LDPE.

Otake y col. (1995), observaron la presencia de hifas en la parte mas
degradada del LDPE, distinguida por el cambio de transparencia del material, la parte
mas degradada presentaba una apariencia opaca (blanquecina) atribuida a una
erosion debida a la degradacion, esta parte fue analizada por FTIR encontrando
presencia de grupos carbonilo y dobles enlaces (estos grupos no se encontraron en

la parte mas transparente del material).
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(a) (b)
Figura 6.25. Micrografias del LDPE con envejecimiento acelerado; (a) con penetracién de hifas
y (b) con hifas formando un “canal”.

En conclusién, se encontrd un mayor crecimiento de microorganismos en las
muestras con un mayor grado de oxidacion. Se observaron hifas incrustadas en la
superficie del LDPE, sobretodo en las muestras mas oxidadas (un mayor numero en
la muestra con ENV). Las muestras con TT a 150°C y ENV sometidas a TB
presentaron ademas el mayor IDE después de 9 meses, estos resultados son
similares a los encontrados por Otake y col. (1995) en muestras de LDPE altamente
biodegradadas, después de 32 afios. La penetracion de hifas en el polimero da como
resultado la formacion de canales, posiblemente por la accion enzimatica de los

microorganismos aqui empleados.

Estas observaciones podrian sugerir la existencia de distintas zonas cercanas
a la superficie del LDPE: una mas dura (posiblemente rica en fraccién cristalina) en
donde sdlo se observd crecimiento superficial de hifas y otra mas blanda (rica en

fraccion amorfa) en donde se aprecié penetracion de hifas de los hongos utilizados.
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En este capitulo se han presentado los resultados obtenidos después del
tratamiento biolodgico del LDPE tratado térmicamente o con envejecimiento
acelerado. Algunos de nuestros resultados coinciden con los reportados en la
literatura, la cual en su mayoria muestra evidencia de biodegradacion en el LDPE
con hongos filamentosos después de un largo tiempo de tratamiento biolégico (de 10
a 32 afos). Albertsson y col. {1988), reportan que 10 afos es poco tiempo para
apreciar un deteriorc en el LDPE. Nuestros resultados, mostraron cierta
biodegradacién en menos de un ano de tratamiento bioldgico con una mezcla de
hongos filamentosos. En este trabajo se observaron dos etapas en la biodegradacion
del LDPE, la primera representada por un aumento en la cristalinidad posiblemente
debida a un ataque de los microorganismos en la parte amorfa del material (durante
los primeros 3 meses de TB) y la segunda etapa (después de 3 meses de TB)
representada por una disminucién en la cristalinidad, produccién de dobles enlaces y
aumento en el tamafo promedio de cristal, lo que podria indicar un posible ataque de

los microorganismos sobre los cristales mas pequefios o imperfectos.
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

El tratamiento térmico (TT) del polietileno de baja densidad (LDPE) promovié una
disminucién en la cristalinidad, en la temperatura de inicio de fusién y en el punto
de fusién. Estos cambios indican la formacién de cristales mas pequefios. Las
muestras con tratamiento fisicoquimco (TFQ) provocaron un incremento en los
grupos carbonilo y vinilo. El envejecimiento acelerado (ENV) promovio el mayor
nivel de oxidacién (70% mayor comparado con TT), pero también pudo provocar
reacciones de entrecruzamiento y/o recocido en el LDPE.

Durante el tratamiento biolégico (TB) del LDPE se observo un mecanismo con 2
etapas. La 12 durante los primeros 3 meses, en donde se presentd un aumento
en la cristalinidad asociado con el consumo de la parte amorfa del LDPE. En 1a 22
etapa (después de 3 meses) se detectd una disminucion en la cristalinidad,
asociada con el ataque microbiano sobre cristales mas pequenos, esto fue
confirmado por la disminucion en tamafo promedio de cristal (Li1o).

La disminucion en el indice carbonilo (IC) observado después del TB (muestras
con TT mayor a 105°C) sugiere que los microorganismos preferentemente
utilizaron las moléculas mas oxidadas; sin embargo, el aumento en el IC en las
muestras TT a 105°C y ENV indica una oxidacién microbiana sobre las cadenas
mas cortas. Lo anterior sugiere la coexistencia de dos mecanismos quimicos de
biodegradacion.

Aunque ambos TFQ promovieron cambios quimicos y morfologicos en el LDPE,
el TT favorecid mas la biodegradabilidad del LDPE; los efectos de recocido o
entrecruzamiento de la muestra con ENV pudieron dificultar la accion de los
microorganismos provocando que la biodegradabilidad fuera menor. Sin embargo,
el alto nivel de oxidacion por el ENV favorecié la mineralizacion del LDPE.

Los TFQ favorecieron la biodegradacion del LDPE pero ésta fue limitada. Sin
embargo, a partir de los cambios morfoldgicos y quimicos observados durante el
TB se concluye que la biodegradacion del LDPE procede por la coexistencia de
diferentes mecanismos de biodegradaciéon que pueden depender de la

accesibilidad que los microorganismos tengan sobre los grupos oxidados.
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CAPITULO VIIi
RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede recomendar para otros

estudios de biodegradacion lo siguiente:

1.

La utilizacion de un tratamiento fisicoquimico en donde no se favorezcan
reacciones de entrecruzamiento y recocido del polimero

El tratamiento térmico utilizado en este trabajo es recomendable para un
incremento en la fraccién amorfa del LDPE

Debido a la complejidad del mecanismo de biodegradacion del polietileno de baja
densidad, se sugiere un estudio de biodegradacion utilizando sustancias modelo
para el polimero (oligomeros).

En estudios de biodegradacion de compuestos en condiciones aerobias, es
importante el uso de un dispositivo experimental en donde no exista limitacion de
oxigeno.

Debido a que algunos palimeros son dificiles de asimilar por los microarganismos,
se pueden emplear compuestos de facil asimilacién que puedan actuar como co-
sustrato durante la biodegradacién.

La utilizacion de la técnica de cromatografia de permeacién en gel (GPC) para la

evaluacion del efecto de la accién microbiana sobre el peso molecular.
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ANEXO A

En éste anexo se presentan los resultados en algunas propiedades térmicas del
LDPE después de ser sometido a dos tratamientos fisicoquimicos: térmico (a 90, 105,

120,135 y 150°C) o por envejecimiento acelerado (70°C y 310 nm).

Tabla A1. Temperatura de inicio de fusién del LDPE sin tratar, tratado térmicamente
(90,105,120,135 y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV).

Temperatura de inicio de fusion (°C)
MUESTRA Primera corrida Segunda corrida
LDPE 942+06 97.0+ 0.5
90 954+05 971+ 01
105 85.5+ 0.1 91.1+04
120 93.0 +0.4 949+06
135 941+ 0.0 958+0.0
150 935+06 95.7+ 0.3
ENV 93.7+0.3 97.2+ 0.4

Tabla A2. Punto de fusién (Tm) del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90,105,120,135
y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV).

Punto de fusion (°C)
MUESTRA Primera corrida Segunda corrida
LDPE 105.3+ 0.3 104.2+ 0.0
380 105.0+ 0.5 104.2+ 0.1
105 102.2+ 0.4 1029+ 0.1
120 1047+ 0.3 103.5+04
135 105.1+ 0.3 103.8 + 0.1
150 104.5+ 0.1 103.5+ 0.1
ENV 105.4+ 0.2 1045+0.3




Tabla A3. Calor de fusion (CF) del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90,105,120,135

y 150) o con envejecimiento acelerado {(ENV).

Calor de fusién (J/g)

MUESTRA Primera comida Segunda corrida
LDPE 105.8 + 3.2 96.4+19
90 962+14 889+10
105 83.3+21 76.8+3.0
120 88.0+ 1.7 79.3+19
135 86.9 + 3.1 802+24
150 83.9+02 786+19
ENV 120.1+04 945+44

Tabla A4. Cristalinidad (@) del LDPE sin tratar, tratado térmicamente (90,105,120,135 y

150) o con envejecimiento acelerado (ENV).

Cristalinidad (%)

MUESTRA Primera corrida | Segunda corrida
LDPE 233+02 17.5+03 n
50 206+03 147 %00
105 202+09 139+06
120 190+ 10 168+ 08
135 171+02 136 +0.2
150 143+09 138+02
ENV 242+0.3 16.9+02




ANEXO B
Este anexo contiene los resultados del LDPE, tratado térmicamente o con
envejecimiento acelerado y después sometido a un tratamiento bioldgico durante 9
meses con una mezcla de hongos (Aspergillus niger, Gliocadium virens, Phanerochaete

chrysosporium, Penicillium pinophilum).

Tabla B1. Temperatura de inicio de fusion, en primera corrida del LDPE, tratado
térmicamente (105,120 y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9

meses con la mezcla de hongos {MZ)

Temperatura de inicio de fusion (°C)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 942 +06 942402 934+03 93.5+04
105/MZ 855+0.1 852+04 840+04 852+05
120/MZ 930+04 927+07 8924+03 926+05
150/MZ 93.5+06 925+02 932 +01 93.1+02
ENV/MZ 93.7+03 93.2+05 93.0+04 937+03

Tabla B2. Temperatura de inicio de fusién, en segunda corrida, del LDPE, tratado

térmicamente (105,120 y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV} incubado durante 9

meses con la mezcia de hongos (M2Z)

Temperatura de inicio de fusion (°C)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 97.0+05 971+ 0.0 96.7+0.3 972+04
105/MZ 91.1+04 886 +0.3 89.1+11 89.7+02
120/MZ 949+06 943+02 948 + 0.1 953+03
150/MZ 957+03 948 + 01 852+01 967+ 00
ENV/MZ 97.2+04 96.3+0.2 964+06 96.6 +0.2
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Tabla B3. Cristalinidad (®), en primera corrida, del LDPE, tratado térmicamente (105,120 y

150) o con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con la mezcla de

hongos (MZ)
Cristalinidad (%)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 233+02 227 +01. 203+23 195+02
105/MZ 202+19 26.7+08 249+12 192+04
120/MZ 19.0+1.0 212+02 214+07 16.1+04
150/MZ 143 +09 204 +01 217+03 17.5+06
ENV/MZ 142+03 231+09 19.0+05 199+03

Tabla B4. Cristalinidad (®), en segunda corrida, del LDPE, tratado térmicamente (105,120

y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con la mezcla de

hongos (MZ)
Cristalinidad (%)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 17.5+03 171+15. 170+ 186 140+03
105/MZ 13.9+06 19.1+00 172+10 156 +06
120/MZ 158 +0.8 16.0+04 154+10 119+05
150/MZ 13.8+0.2 149+04 1563 +05 11.9+0.2
ENV/IMZ 16.9+0.2 171+04 162 +1.2 149+00
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Tabla B5. Punto de fusion (Tm), en primera corrida, del LDPE, tratado térmicamente
(105,120 y 150) o con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con la
mezcla de hongos (MZ)

Punto de fusion (°C)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 105.3+0.3 105.4+03 104.4 +0.0 104.8+0.3
105/M2 102.2+0.4 101.0+03 101.5+0.0 101.6+0.3
120/MZ 104.7 +0.3 103.7+0.2 103.9+0.1 104.3+ 0.1
150/MZ 104.5 + 0.1 103.7+ 0.1 103.9+0.3 103.6+ 0.3
ENV/MZ 105.4+0.2 104.6+ 0.1 104.1+05 1043+0.2

Tabla B6. Punto de fusion (Tm) en segunda corrida del LDPE, tratado térmicamente (105,
120 y 150 °C}) y con envejecimiento acelerado (ENV) incubado durante 9 meses con la

mezcla de hongos (MZ),.

PUNTO DE FUSION (°C)
MUESTRA 0 meses 3 meses 6 meses 9 meses
LDPE/MZ 1042+ 0.1 104.6 +0.1 103.8+0.2 1046+0.3
105/MZ 102.9+ 0.1 102.7+0.1 102.0+0.3 103.3+0.3
120/MZ 1035+ 0.7 1032+ 01 1035+ 0.2 104.1+03
150/MZ 103.5+ 0.1 103.3+0.1 103.3+0.1 104.0+ 0.3
ENV/MZ 104.5+ 0.3 104.0+ 0.1 1038+0.2 1052+0.2




ANEXO C

El andlisis estadistico de las muestras de LDPE con tratamiento fisicoquimico y
biolégico se realizd utilizando el paquete estadistico SAS. La variable analizada
correspondié al indice de los grupos quimicos de interés en este trabajo: indice
carbonilo (IC),‘ de dobles enlaces (IDE), de metilo (IM) y de vinilo (IV).

Este anexo contiene las clasificaciones, en grupos Duncan, de ias muestras en
funcion de las diferencias significativas, considerando o= 0.0001 (confiabilidad del
99%).

NOTA: Los datos son considerados no significativos si:
1. o menor a 0.0001

2. Tienen letras iguales en los grupos Duncan.

Los resultados presentados a continuaciéon corresponden a muestras de LDPE,
con tratamiento térmico o con envejecimiento acelerado sometidas a un tratamiento
biolégico durante 9 meses con la mezcla de hongos. Los resultados estadisticos son

presentados en funcién del tiempo del tratamiento bioldgico.

Tabla C1. Grupo Duncan para el indice carbonilo (1715/1460) del LDPE durante 9

meses de tratamiento bioldgico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.0180 C
3 0.0178 C
6 0.0245 B
9 0.0344 A
R*=0.4691 «=0.0001



105°C durante 9 meses de tratamiento biolégico.

Tabla C2. Grupo Duncan para el indice carbonilo (1715/1460) del LDPE con TT a

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.1691 B
3 0.2738 A
6 0.2712 A
9 0.2558 A
R?=0.8300 a=0.0001

Tabla C3. Grupo Duncan para el indice carbonilo (1715/1460) del LDPE con TT a

120°C durante 9 meses de tratamiento biolégico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.1665 A
3 0.1498 A
6 0.0597 B
9 0.0739 B
R?=0.8071 a=0.0001

Tabla C4. Grupo Duncan para el indice carbonilo (1715/1460) del LDPE con TT a

150°C durante 9 meses de tratamiento biolégico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.12135 A
3 0.07223 B
) 0.06395 B
9 0.07187 B
R?=0.8426 a=0.0001
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Tabla C5. Grupo Duncan para el indice carbonilo (1715/1460) del LDPE con ENV

durante 9 meses de tratamiento bioldgico.

GRUPQ
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.2907 B
3 0.3040 B
6 0.3727 A
9 0.3975 A
R?=0.7276 «=0.0001

Tabla C6. Grupo Duncan para el indice metilo (1375/1460) del LDPE durante 9

meses de tratamiento biolégico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.2421 A
3 0.2287 A
6 0.2208 AB
9 0.2049 B
R?*=0.1370 a=0.0135

Tabla C7. Grupo Duncan para el indice metilo (1375/1460) del LDPE con TT a

105°C durante 9 meses de tratamiento biolégico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.2327 A
3 0.2257 A
6 0.2076 B
9 0.2065
R?=0.7032 a=0.0001



Tabla C8. Grupo Duncan para el indice metilo (1375/1460) del LDPE con TT a
120°C durante 9 meses de tratamiento bioldgico.

GRUPO

TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.2397 A
3 0.2403 A
6 0.2491 A
9 0.2459 A
R?=0.0286 a=0.5883

Tabla C9. Grupo Duncan para el indice metilo (1375/1460) del LDPE con TT a

150°C durante 9 meses de tratamiento biolégico.

GRUPO

TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
0 0.2028 B
3 0.1988 B
6 0.2529 A
9 0.2515 A
R?=0.7814 a=0.0001

Tabla C10. Grupo Duncan para el indice metilo (1375/1460) del LDPE con ENV

durante 9 meses de tratamiento biolégico.

GRUPO
TIEMPO DE TB MEDIA DUNCAN
— 0 0.2150 BC
3 0.2102 C
6 0.2280 AB
9 0.2400 A
R?=0.5618 a=0.0001
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