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Las levaduras, mohos, setas, mildius y otros hongos invaden
nuestro mundo. Proporcionan grandes beneficios y causan males
terribles.

De ellos depende, de hecho, el equilibrio de la vida; puesto que
sin su presencia en el ciclo de descomposicion y regeneracion, ni el

hombre ni ser vivo alguno podrian sobrevivir.

Lucy Kavaler
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RESUMEN

Las resinas fendlicas (RF) son plasticos termoestables que se obtienen
mediante la condensacion de fenol y formaldehido en condiciones alcalinas
formando polimeros reticulados mediante el calentamiento. El producto es rigido,
fragil, con propiedades dieléctricas y soporta altas temperaturas, pero no puede
refundirse ya que se degrada o se quema. Cuando termina su vida util se
convierte en desecho que se acumula porque no se puede reciclar y contamina el
medio ambiente. Debido a la importancia comercial y al problema ambiental que
generan dichos materiales, es imperativo encontrar sistemas biolégicos capaces
de biodegradar estos compuestos contaminantes para restablecer el equilibrio del

medio ambiente de manera natural.

Los hongos ligninoliticos (HL) también Ilamados ‘hongos de la
podredumbre blanca” tienen la capacidad de degradar lignina enzimaticamente. La
inespecificidad quimica y la alta actividad oxidante de sus enzimas les otorgan la
capacidad de degradar diferentes compuestos organicos con estructura similar a
la de las unidades monoméricas que constituyen la lignina. Considerando que la
estructura de la lignina y las RF tienen estructuras similares, el objetivo de este
trabajo es estudiar la biodegradacion de las resinas fendlicas usando cepas de

hongos ligninoliticos para disminuir su persistencia en el ambiente.

Se sintetiz6 la RF en el laboratorio y se ensayaron 24 cepas de hongos
ligninoliticos en una prueba previa y se seleccionaron las que presentaron mayor
potencial para actuar sobre la RF considerando la colonizacion de la RF y cambios
en el color del medio de cultivo circundante. Para demostrar la capacidad de
biodegradacion de las 8 cepas seleccionadas se colocaron piezas de la RF estéril
sintetizada en el laboratorio en cada caja Petri con medio agar malta al 3% y se
inoculé cada una de las cepas. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 200
dias, observando los cambios en la coloracion del medio, el cual se comparé con

X
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una caja control, que contenia la RF en el medio sin hongo y ademés el
crecimiento del micelio sobre el fragmento de la RF. Posteriormente se realiz6 la
extraccion de la RF y se determind el porcentaje de pérdida de peso, observacion
de la RF en microscopio optico (MO) y en el microscopio electronico de barrido
(MEB). Posterior a la prueba de degradacion se extrajeron productos solubles y se
analizaron en el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucibn (HPLC) y en el
cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), para

separar e identificar los productos de degradacion.

También se realizé una cinética de degradacion con B. adusta 7308 durante
40 dias muestreando cada 10 dias para evaluar cambios fisicos usando el
microscopio O6ptico, determinar actividad enzimatica y separar e identificar

productos de degradacién solubles por medio de HPLC Y GC-MS.

El ensayo para evaluar la capacidad de biodegradacion de las RF mostré
resultados positivos. Las cepas de Bjerkandera adusta 7308, Pleurotus ostreatus
7992, Phanerochaete chrysosporium 4521, Trametes versicolor, Coriolopsis gallica
8260, Sporothricum pulverulentum 340, Trametes hispida y Trametes trogii
crecieron sobre la resina y ademas generaron un halo color café en el medio
alrededor de la RF, excepto en el control. Las observaciones en el microscopio
optico demostraron que el micelio penetra en la RF, las observaciones realizadas
en el SEM proporcionaron evidencia visual de la degradacion debido al cambio de
la apariencia de la superficie, la cual no se presenta en el control, ademas de la
pérdida de peso, asi como la deteccion de posibles productos de biodegradacion
en los extractos y la medicion de actividad enzimatica confirmando con ello la

biodegradacion ocurrida lentamente.

Xi
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ABSTRACT

Phenolic resins (PR) are thermoset plastics which are obtained by
condensation of phenol and formaldehyde under alkaline conditions to form
crosslinked polymers by heating. The product is stiff, brittle, with dielectric
properties and withstands high temperatures but cannot be melted. When its useful
life ends, it becomes a waste that accumulates, because it cannot be recycled and
pollutes the environment. Due to the commercial importance and environmental
problem generated, it is imperative to find biological systems able to biodegrade

these pollutants in order to restore environmental balance naturally.

Ligninolytic fungi (LF) also called "white rot fungi* have the ability to degrade lignin.
Several enzymes are involved in this process and they are nonspecific with the
capacity to produce free radicals. Lignin peroxidase, manganese peroxidase,
versatile peroxidase and laccases are extracellular enzymes and they are involved
in the lignin degradation with the contribution of the intracellular enzymatic system,
cytochrome P450. In addition, these enzymes are able to transform a diversity of
substrates, including pollutants and toxic compounds.

The chemical no specificity and the strong oxidizing activity of the enzymes
will provide the ability to degrade various organic compounds with similar structure
to the monomer units constituting the lignin. Considering that the structure of lignin
and PR are similar, the objective of this work, it is to study biodegradation of PR

using LF strains to decrease their persistence in the environment.

PR was synthesized in the laboratory and 24 strains of LF were tested in a
prior test; the ones that showed the greatest potential to act on PR were selected,
considering the colonization of PF and the color changes in the surrounding
medium. To demonstrate the biodegradability of the 8 selected strains it was
placed a piece of sterile PR synthesized in the laboratory in each Petri dish with

culture medium of 3% malt agar and each of the strains were inoculated. Cultures
Xii
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were incubated at 28 ° C for 200 days observing the color changes of the medium
compared to a control box containing the PR and the medium without addition
fungus mycelial growth on the fragment of the PR. Subsequently the extraction of
the PR was performed and the weight loss percentage determined and also the
observation of the PR piece under an optical and scanning electron microscopes
(SEM). We performed the soluble extract after degradation and injected into the
high performance liquid chromatograph (HPLC) and in the gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS) to separate and identify degradation

products.

It was also performed a degradation kinetics with B. adusta 7308 for 40 days
making extractions every 10 days to evaluate physical changes using the optical
microscope, determinate enzymatic activity and also to separate and identify
soluble degradation products by HPLC and GC-MS.

The essay to evaluate the biodegradability of the PR gave positive results.
Bjerkandera adusta 7308, Pleurotus ostreatus 7992, Phanerochaete
chrysosporium 4521, Trametes versicolor, Coriolopsis gallica 8260, Sporothricum
pulverulentum 340, Trametes trogii, Trametes hispida grew on the resin and also
generated a brown halo color around the piece of the PR which did not came up in
the control. The observations at the optical microscope showed that the mycelium
penetrates the PR, the observations made with the SEM provided the visual
evidence of the degradation due to the change of the appearance of the surface
which did not came up in the control, besides the weight loss, as well as detection
of the possible biodegradation products in the extracts and enzymatic activity
detected, it confirms biodegradation although it occurs very slowly.
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1. INTRODUCCION

1.1. Polimeros, plasticos y resinas

1.1.1. Polimeros

Un polimero (del griego poly, muchos; meros, parte 0 segmento) es un
compuesto formado por un gran numero de moléculas. Los polimeros se producen
por la union de cientos de miles de moléculas pequefias denominadas mondmeros
que forman enormes cadenas de las formas mas diversas (Vigilante, 2005). La
mayoria de los polimeros se basan en el carbono y, por consiguiente, son
considerados sustancias quimicas organicas. Sin embargo, el grupo también

incluye un niamero de polimeros inorganicos (Groover, 1997).

Un polimero no necesariamente consta de moléculas individuales de la
misma estructura o composicion quimica y peso molecular. En base a su origen,
los polimeros pueden clasificarse como naturales y sintéticos. Los polimeros
naturales como las proteinas, carbohidratos y &cidos nucléicos, entre otros, son
componentes de sistemas biolégicos y forman parte de los procesos vitales.
También son utilizados para otras aplicaciones como es el caso del algodén,
formado por fibras de celulosa que se emplea para hacer telas y papel. La seda,
lana, colageno y la lignina son otros ejemplos. Los polimeros sintéticos estan
hechos mediante procesos quimicos y constituyen la mayor parte de los polimeros

gue usamos en nuestra vida diaria.

En base a su estructura, las moléculas de las que estan integrados los
polimeros pueden ser lineales, ramificadas o entrecruzadas, dependiendo del tipo.
La configuracién de las moléculas depende de la posicion y el nimero de puntos

de unién entre las moléculas de la sustancia o sustancias que polimerizan.
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Los polimeros lineales son  uniones continuas de monomeros; los
polimeros ramificados se generan cuando &tomos de hidrégeno son reemplazados
por atomos de carbono en puntos aleatorios de la cadena y en dichos lugares se
inicia el crecimiento de las ramificaciones; y por dudltimo los polimeros
entrecruzados, que se originan debido a que una cierta proporcion de los
monomeros que se utilizan para formar el polimero, son capaces de enlazarse a
monomeros adyacentes en dos 0 mas lados, permitiendo asi la adicion de otras
moléculas ramificadas formando macromoléculas gigantes con estructuras en red
(Groover, 1997).

1.1.1.1. Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son sustancias organicas de alto peso molecular
que se sintetizan generalmente a partir de compuestos de bajo peso molecular.
También pueden obtenerse por modificacidbn quimica de materiales naturales de
alto peso molecular especialmente la celulosa (Cristan, 2003). EI consumo de
polimeros sintéticos ha aumentado en los Ultimos afios; estos petroquimicos han
sustituido parcial y a veces totalmente a muchos materiales naturales como la
madera, el algodon, el papel, la lana, la piel, el acero y el cemento. Los factores
gue han favorecido el mercado de los plasticos son los precios competitivos y a
veces inferiores a los de los productos naturales, y el hecho de que el petréleo
ofrece una mayor disponibilidad de materiales sintéticos que otras fuentes

naturales (Vigilante, 2005).

Los polimeros sintéticos tienen una vida mucho mas larga que otros
materiales debido a que no son faciles de biodegradar en el medio ambiente. Una
razon importante para la persistencia de estos polimeros bajo condiciones
naturales es su hidrofobicidad. Cualquier intento de reducir el caracter hidrofébico
aumentaria la capacidad de los microorganismos para degradar los plasticos
(Sodhi, 2000).
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1.1.1.2. Métodos de polimerizacion

Dependiendo de la forma en que se sintetizan, los polimeros estan
clasificados en dos categorias: Polimeros de adicién o polimerizacion en cadena y

polimeros de condensacion.
1.1.1.2.1 Polimeros de adicidn

Los polimeros de adicion estan formados por la union de un mondémero a
otro por el mecanismo de radicales libres. Este mecanismo se divide en tres
etapas; iniciacion, donde un catalizador genera un radical libre que se agrega al
mondmero para liberar otro radical libre; propagacion, en la cual el radical libre
reacciona con otro monomero para formar cadenas largas; y terminacion que
consiste en la reaccion entre dos cadenas largas en sus sitios activos y los

productos son polimeros lineales, ramificados o una mezcla de ambos.
1.1.1.2.2. Polimeros por condensacion

Los polimeros de condensacion se forman cuando los monémeros que
poseen dos o mas grupos funcionales se unen para formar una nueva molécula
del compuesto deseado y un subproducto de la reacciébn que generalmente es
agua (Sodhi, 2000). Este tipo de polimerizacién produce polimeros entrecruzados.
El encadenamiento transversal es la causa de que el polimero fije su estructura
quimica o fragile. Como la reaccion es irreversible, el efecto es un cambio
permanente en la estructura del polimero; si se somete a calentamiento puede

degradarse o quemarse, pero no fundirse (Groover, 1997).

1.1.2. Plasticos

Un plastico es una sustancia capaz de ser moldeada en formas variadas.
Todos los plasticos son polimeros, aunque no todos los polimeros son plasticos. El
término plastico es usado en un sentido muy amplio para incluir muchos

materiales poliméricos tales como el caucho, textiles, resinas, etc.
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En el dltimo siglo, la industria plastica ha crecido mas rapidamente que
cualquier otra rama de la industria quimica. De hecho, los polimeros sintéticos han
llegado a ser tan indispensables que su aumento per capita es directamente

asociado con el aumento de los estandares de vida. (Sodhi, 2000).

La mayoria de los compuestos denominados “plasticos” son polimeros
sintetizados a partir de compuestos organicos de bajo peso molecular (Montalvo,
2007) y se caracterizan por ser impermeables, una alta relacion
resistencia/densidad, que son propiedades excelentes para el aislamiento térmico
y eléctrico y de buena resistencia a los &cidos, élcalis y disolventes (Cristan,
2003).

En la vida moderna, el plastico ha constituido un fenémeno de indudable
trascendencia. Hoy en dia el hombre vive rodeado de objetos plasticos que en
siglos anteriores no eran necesarios para la vida cotidiana. Los plasticos se han
fabricado para satisfacer las demandas de una gran variedad de usos, dando lugar
a una vasta industria donde la civilizacion deberia llamarse la “civilizacion del
plastico”, debido al papel determinante que ha desempefiado este material en su
desarrollo, en el mejoramiento de las condiciones de la vida del hombre y el

acelerado crecimiento de la ciencia y la tecnologia.

Estos materiales han venido a sustituir parcial o totalmente a productos
como el vidrio, la madera, la ceramica, el papel, los metales, el algodon, la lana, la
piel y demas fibras naturales, incluso, los mismos tejidos organicos y hasta el
acero y el cemento (Biblioteca Salvat, 1975). A todos ellos aventaja por ser mas
resistente, elastico o rigido segun las necesidades, liviano, impermeable, no
corrosivo y econémico. Sin embargo, existe un debate muy intenso en relacion a
sus efectos medioambientales; efectos ligados fuertemente con la materia prima
de produccion -el petroleo-, su alta persistencia en el ambiente y el consumo

extendido a nivel mundial.
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1.1.2.1. Clasificacién de plésticos sintéticos

Los plasticos sintéticos se pueden dividir en dos grandes grupos en funcion

de su comportamiento ante el calor: en termoplasticos y duroplasticos (figura 1).
1.1.2.1.1 Termoplasticos

Los termoplasticos se caracterizan por estar compuestos de moléculas
lineales con pocos o ningun enlace cruzado. Tienen la propiedad de que se
reblandecen al calentarse y empiezan a fluir, pero al enfriarse, se vuelven solidos
nuevamente. Este proceso se puede repetir numerosas veces. Algunos ejemplos

de termoplésticos son el polietileno, nylon, cloruro de polivinilo (PVC) y estireno.
1.1.2.1.2 Duroplasticos

Los duroplasticos, también llamados plasticos termoestables o termofijos,
son inicialmente moléculas lineales pero que por calentamiento, forman
irreversiblemente una red de enlaces entrecruzados generando una resina con
estructura tridimensional que no se funde, dando un producto final generalmente
mas duro, fuerte y resistente al calor comparado con un termoplastico (Cristan,
2003). Dentro de este grupo con mayor volumen de uso se encuentran las resinas
fendlicas, cuyo volumen anual es cerca del 14% del total de plasticos en el

mercado (Groover, 1997).
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Figura 1. Clasificacion de plasticos en funcion de su comportamiento ante el calor.
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1.1.3. Resinas

Se les denomina resinas, a las sustancias naturales modificadas
quimicamente o sintéticas que sufren un proceso de polimerizacibn mediante una
reaccion quimica provocada por un agente externo, dando lugar a productos
soélidos, siendo inicialmente sustancias liquidas, y una vez producido el cambio, no

es posible volver a su estado anterior.

Las resinas naturales son secreciones organicas que producen muchas
plantas, particularmente los arboles del tipo conifera. Son muy valoradas por sus
propiedades quimicas y sus usos asociados, como por ejemplo la produccion de
barnices, adhesivos y aditivos alimenticios. También es un constituyente habitual

de perfumes o incienso.

Las resinas sintéticas pueden definirse como sustancias sélidas o
semisolidas, obtenidas por reaccion quimica de materias primas resinosas y no
resinosas y que poseen aspectos y propiedades fisicas analogas a las resinas
naturales, aunque tengan diferente composicion quimica y también diferente

comportamiento respecto a los distintos reactivos.

Bajo la accion combinada del calor y la presion estas resinas polimerizan
alcanzando un estado irreversible en el que el material se endurece, resultando

insoluble e infusible (Montalvo, 2007).
1.1.3.1. Propiedades

Las resinas presentan estabilidad al calor y resistencia al impacto y a la

corrosion por quimicos asi como a la penetracion de humedad.
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1.1.3.2.Aplicaciones

e Impregnacién de resinas para proteccién contra los efectos del medio
ambiente.

e Componentes eléctricos

e Laminado

e Adhesivos para cemento

e Adhesivos para aglomerados

e Moldes
1.2 Resinas fendlicas

A las resinas fendlicas (RF) se les conoce comunmente como baquelitas o
fenoplasticos. La baquelita fue la primera sustancia plastica totalmente sintética
nombrada asi en honor a su creador de origen belga Leo Hendrik Baekeland
(1863-1944) que las desarroll6 en los afios 1908-1912.

Se obtienen haciendo reaccionar fenol y formaldehido en presencia de un
catalizador &cido o basico. Las resinas fendlicas estan conformadas por anillos
aromaticos, unidos por el grupo metileno (figura 2). Las uniones del producto
ocurren principalmente en la posicion “orto” o “para” con los hidroxilos fendlicos.
El alto grado de entrecruzamiento de la estructura molecular le confiere la
propiedad de ser un plastico termoestable, es decir, que puede moldearse apenas
concluida su preparacion, pero una vez que se enfria no puede volver a

ablandarse.

Poseen una amplia variedad de aplicaciones. Su mercado mas importante
se centra en polvos de moldeo, materiales de aislamiento térmico y adhesivos, en
la fabricaciéon de tableros, aglomerados y contrachapados. Esto supone un
consumo de un 75 % del total de las resinas fendlicas producidas. El 32 % de las
mismas se destina exclusivamente a la fabricacion de adhesivos para la industria

de tableros (Gardziella y col., 2000).
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El consumo mundial de estos polimeros en el afio 2001 alcanz6 los 2.9

millones de toneladas métricas, lo que da idea de la importancia de este sector
productivo (Greiner, 2002).
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Figura 2. Estructura de la resina fendlica

Son excelentes aislantes, por lo general se usa en colores oscuros,
marrones, negros, su combustibilidad es mala pues arde con gran dificultad, su
permeabilidad a la luz esta entre transparente a opaco. Con esta resina se

moldean mangos de cacerolas, interruptores, clavijas, carcasas de radios, etc.
(Montalvo, 2007).
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1.2.1. Clasificacion de las resinas fendlicas

Existen dos tipos de resinas fendlicas, los resoles y las novolacas.
1.2.1.1.Resoles

Los resoles se obtienen cuando se usa un catalizador alcalino en la
polimerizacion y la relacion molar formaldehido:fenol es mayor a la unidad. El
producto tiene uniones cruzadas entre las cadenas que permiten la formacion de
redes tridimensionales sin necesidad de afiadir agentes endurecedores. De
acuerdo al nivel de polimerizacién y el indice de entrecruzamiento se pueden
distinguir 3 estados que son caracterizados por la apariencia de la resina y por su

solubilidad:

e Resol A: Es el producto inicial de la condensacion, es fundible a 55-60°C;
es soluble en disolventes comunes: alcohol etilico, glicerina, bencina,
acetona, etc.; puede ser liquido o semisdlido de color amarillento mas o
menos claro.

e Resol B: Es un producto intermedio que se obtiene prolongando el
calentamiento; es fragil, elastico en caliente, insoluble en acetona, capaz
de ablandarse con el calor y pasar al estado plastico un limitado nimero de
veces o estar en estado de suavidad por un periodo limitado.

e Resol C: Se presenta cuando se completa la polimerizacién por la
aplicacion de calor. El producto es infusible, insoluble en los disolventes
ordinarios; inalterable a la accion del agua, aceite, los gases, la irradiacion
solar y tiene apreciables propiedades mecanicas y eléctricas (Weininger,
1988).

1.2.1.2.Novolacas

Las novolacas se forman cuando se usan catalizadores acidos, poseen una

relacion molar formaldehido:fenol menor a la unidad y todas sus cadenas finalizan

9
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en una molécula de fenol. Aqui las cadenas no tienen uniones cruzadas por lo
que el producto es permanentemente soluble y fundible y debido a esto, antes del
proceso de curado se comportan como un polimero termoplastico. Algunos de
ellos son solubles en aceite y son usados ampliamente en la formulacion de

pinturas, lacas y barnices. (Vigilante, 2005).
1.2.1.3. Nivel de produccion nacional

La produccion anual de resinas sintéticas en México durante el 2007 fue de
3 476 579 toneladas (SENER, 2007), de las cuales, aproximadamente, el 86% son
termoplasticos y el resto resinas termofijas; de éstas, el 43% corresponde a las
resinas fendlicas como se muestra en la figura 3 y el resto, son resinas epoxicas,
poliéster, melanina y poliuretano que pertenecen a la misma categoria. Si se
considera que la produccién de RF en 2006 y 2007 fue de 19 487 y 17 091
toneladas respectivamente (INEGI, 2009), se puede tener una idea del nivel de
contaminacion de estos materiales al dejar de ser usados y llegar a los basureros

o rellenos sanitarios.

Produccion de plasticos sintéticos en México

B Termoplasticos
B Termofijos
Resinas fendlicas

M Otros

Figura 3. Produccion de plasticos sintéticos en México (INEGI, 2009)
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La produccion de resinas fenodlicas en México en el periodo de 2002 a 2007
se muestra en la figura 4. Se observa que las cifras de produccion han ido
disminuyendo afio con afio a partir de 2005, posiblemente debido a que se ha
diversificado la cantidad de materiales disponibles para las mismas aplicaciones
y/o que las importaciones han aumentado y los precios de éstas sean menores

que las resinas nacionales, sin embargo, su produccion es considerable.

Produccion de resinas fenodlicas en México
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Figura 4. Gréfica de produccion de resinas fendlicas en México (INEGI, 2009)

En la actualidad, a nivel mundial, existe una problematica importante por la
contaminacion del agua, aire y suelo, ocasionada en gran medida, por los grandes
volimenes de residuos que se generan diariamente y que recibe escaso o nulo
tratamiento adecuado. Entre el cumulo de ventajas que ofrecen las materias
plasticas existe el gran inconveniente de que no se degradan y permanecen

intactas por un tiempo que nos es desconocido.

Si bien por sus caracteristicas de peligrosidad, la mayoria de los plasticos
sintéticos no representan un riesgo para el ambiente, si son un problema mayor
porque se degradan lentamente o simplemente no pueden ser degradados por el

entorno, por lo que se acumulan. Al contrario de lo que ocurre con la madera, el

11
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papel, las fibras naturales o incluso el metal y el vidrio, los plasticos no se oxidan
ni se descomponen con el tiempo. Ademas su destruccion por calor puede generar
sustancias quimicas téxicas que contaminan la atmdsfera. Su eliminacion es por lo

tanto, un problema ambiental de dimensiones considerables.

Un método practico para solucionar este problema es el reciclaje, sin
embargo, no todos los materiales son susceptibles de someterse a este proceso
(Cristan y col., 2003) como es el caso de las RF. Lo que hace de la resina una
materia indestructible es su propia estructura quimica. El tamafio de las moléculas
de los polimeros es tan grande que son muy pocas las reacciones quimicas en las
qgue intervienen. Por tanto, se busca transformar el polimero y reducirlo a
unidades mas pequefias para que pueda sufrir la misma facilidad de degradacion

que la materia orgénica.

La descomposicion de las RF, las cuales son altamente resistentes a la
temperatura, pH extremos, alta humedad, radiacion y corrosion es factible
Unicamente realizando la incineracion del material, pero este proceso también

genera emisiones contaminantes al ambiente.

La ciencia y la tecnologia deben poner punto final al problema de los
plasticos que ellas mismas han creado hace relativamente poco tiempo pero que
ya han adquirido proporciones alarmantes (Biblioteca Salvat, 1975).
Investigaciones recientes se han enfocado en tratamientos biolégicos para tratar

estos residuos y el desarrollo de plasticos degradables (Shah y col., 2008).
1.3. Biodegradacion

La biodegradacion consiste en la capacidad de los microorganismos de
convertir los compuestos complejos a sustancias elementales y los
contaminantes a compuestos no téxicos (Sodhi, 2000) y de este modo restablecer
el flujo en los ciclos biogeoquimicos, por lo que este proceso representa otra

alternativa para el manejo de los desechos de RF.
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Muchos polimeros naturales, tales como la celulosa y las proteinas, son
susceptibles al ataque microbiano. En contraste, los polimeros sintéticos de alto
peso molecular son en general dificiles de degradar por microorganismos. La
preocupacion por el medio ambiente nos ha llevado a buscar alternativas para
resolver el problema de la acumulacion de desechos plésticos recalcitrantes en
nuestro planeta (liyoshi,1998).

Aunque buena parte de los estudios de descontaminacion biolégica se han
centrado en la aplicacion de bacterias, debido a la facilidad que ofrecen para
estudiar sus vias metabdlicas y llevar a cabo construcciones genéticas que
permitan degradar especificamente determinados compuestos contaminantes, la
capacidad de los hongos para transformar una gran variedad de compuestos
organicos y llevarlos hasta CO, y H,0 ofrece un potencial indiscutible para su
utilizacion en procesos de tratamiento de contaminaciones. Ese potencial radica
fundamentalmente en las caracteristicas de su sistema enzimatico y en su
vigoroso crecimiento que les permite, a través del desarrollo de su micelio,
colonizar diferentes tipos de sustratos y acceder a los compuestos contaminantes
mas frecuentes de los suelos. (Martin y col., 2004).

Los hongos tienen una funcién vital en el saneamiento de los ecosistemas.
Son los principales recicladores del planeta y los encargados de la restauracion
natural del hébitat ya que tienen la capacidad de descomponer moléculas
complejas por lo que conociendo su potencial pueden llegar a ser los mejores

agentes en la biorremediacion.

Las enzimas y los acidos que ellos secretan degradan moléculas complejas
hasta compuestos simples. Todos los ecosistemas dependen de la capacidad de
los hongos para descomponer materia organica y hacerla disponible. El resultado
final de su actividad es regresar el carbono, hidrogeno, nitrdgeno y minerales al
ecosistema en la forma que puedan ser aprovechados por las plantas, insectos y

otros organismos (Stamets, 2004).
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1.3.1. Hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos (HL), también llamados hongos de la
podredumbre blanca, tienen la capacidad de degradar la lignina. Aunque existen
algunos ascomicetos degradadores de lignina, los HL mas eficaces se encuentran
entre los basidiomicetos. Para ello, cuentan con una bateria de enzimas
extracelulares, oxidasas y peroxidasas, que contribuyen a despolimerizar la
compleja estructura de la lignina. La oxidacion y ruptura de la molécula de la
lignina tiene la finalidad de permitir el acceso a los polisacaridos de la madera que

constituyen una importante fuente de carbono y de energia.

La peculiar irregularidad estructural del polimero de lignina, hace que estas
enzimas se caractericen por tener mecanismos de accion poco especificos que
oxidan los anillos aromaticos constitutivos de dicho polimero. Las enzimas que
participan en este proceso son: lignina peroxidasa (LiP), peroxidasa dependiente
de manganeso (MnP) y lacasa (Lac), una fenoloxidasa que contiene
principalmente cobre. El patron de expresion de esas actividades enzimaticas

depende de los diferentes organismos.

La inespecificidad quimica y la intensa actividad oxidante de estas enzimas
les otorgan una considerable capacidad de degradar diferentes compuestos
organicos con estructura similar a la de las unidades monoméricas que
constituyen la lignina. Entre los diferentes xenobidticos que pueden ser
transformados por hongos basidiomicetos se encuentran fundamentalmente los
plaguicidas, hidrocarburos aromaticos (benzo(a)pireno, fenantreno, pireno, etc.)
compuestos organicos clorados (pentaclorofenoles, cloroanilinas,

bifenilospoliclorados) azocolorantes, etc.

Este sistema ligninolitico, ha demostrado ser muy versatil y atractivo para
fines ambientales, porque puede servir para eliminar diversos contaminantes
dificiles de degradar (Solis, 2005).

14
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1.4. Antecedentes de la biodegradacién de resinas fendlicas

La utilizacion de polimeros ha aumentado considerablemente en los ultimos
afos dada su facil obtencién y los bajos costos que tienen en comparacién con
materiales de origen natural asi como su diversidad de usos. De aqui surge la
necesidad de estudiar la degradacién de polimeros, ya que ahora se necesita
reducir la cantidad de desechos que se generan por el uso de los materiales
poliméricos y su poca compatibilidad con el ambiente. (Cristan y col., 2003)

Un buen numero de plasticos se logran reciclar y muy pocos biodegradar
por la accion de distintas especies de microorganismos. Desgraciadamente son
varios los plasticos que no son biodegradables y no se reciclan. Este es el caso de
las RF que hasta hace un poco mas de seis afios, no se tenia evidencia de su
biodegradabilidad (Gusse y col., 2006).

La descomposicion de este tipo de materiales sintéticos es factible
Gnicamente realizando la incineracion del material, es altamente resistente a la
temperatura, pH extremos, alta humedad, radiacion, a la corrosién y tiene
excelentes propiedades aislantes. Debido a la importancia de estos plasticos en el
mercado y su dispersion en el ambiente, es imperativo encontrar sistemas

bioldgicos capaces de reciclar al ambiente estos compuestos contaminantes.

Existen escasos reportes referentes a la biodegradacion de la RF
empleando microorganismos (bacterias y hongos). Kaplan y col. en 1979
ensayaron 17 especies de hongos. La biodegradacion de la RF fue muy escasa
obteniendo porcentajes de 0 a 0.17 % en un periodo de 35 dias. También
ensayaron consorcios microbianos y los porcentajes de biodegradacion fueron
similares a pesar de que los tiempos de degradacion se llevaron hasta 11
semanas, por lo que ellos concluyeron que estas resinas son altamente

recalcitrantes.
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Gusse y col. en 2006 fueron los primeros en reportar la primera evidencia
de biodegradacion de estas resinas por medio de hongos ligninoliticos que
estaban consideradas como no biodegradables (Shimao, 2000). Entre este tipo de
hongos Phanerochaete chrysosporium ha sido el mas ampliamente estudiado. En
dicho estudio se realiz6 Unicamente un analisis cualitativo, pero no se cuantificé la

biodegradacion.

Sundarapandiyan y col. en 2010 reportaron la degradacién por Trametes
versicolor de una resina fendlica sulfonada lineal en bajas concentraciones,
utilizada para el curtido sintético de pieles. Ellos detectaron cambios en los anillos
aromaticos por medio del espectro de infrarrojo después de 8 dias de incubacion y
midieron la actividad enzimatica de polifenol oxidasa y Lac demostrando la

biodegradabilidad de la resina aunque no experimenta la mineralizacién completa.
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2. HIPOTESIS

El sistema de enzimas producido por los hongos ligninoliticos que mineralizan la
estructura de la lignina y otros compuestos organicos xenobioticos y recalcitrantes
con estructura similar a la de las unidades monoméricas que la constituyen
tendran la capacidad de biodegradar al polimero sintético que conforma a las
resinas fendlicas debido a la inespecificidad quimica y alto potencial oxidante de

este sistema enzimatico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la biodegradacién de las resinas fendlicas usando cepas de hongos

ligninoliticos para disminuir su persistencia en el ambiente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar la resina fendlica (RF) para utilizarla como sustrato para la

biodegradacion de las mismas.

Ensayar las cepas de hongos ligninoliticos con que cuenta el Laboratorio de
Biotecnologia del Departamento de Ingenieria Bioquimica para evaluar su

capacidad de degradacion de las RF.

Establecer y estandarizar los métodos para la identificacion de los

productos de biodegradacion de las RF.

Identificar y cuantificar las principales actividades enzimaticas de los

hongos ligninoliticos durante la biodegradacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Cepas fungales:

Se trabajo con la coleccion de cepas de hongos ligninoliticos (HL) con que

cuenta el laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Ingenieria Bioquimica
de la UAA obtenida de la Universidad de Alberta, del Mold Herbarium (Edmonton,
Canada). (Tabla 1).

Tabla 1. Coleccion de cepas de hongos ligninoliticos

NO. Cepa ‘ No. Cepa
_ Phanerochaete chrysosporium
1 Bjerkandera adusta 4312 13
3642
_ Phanerochaete chrysosporium
2 Bjerkandera adusta 7308 14
4521
_ Phanerochaete chrysosporium
3 Bjerkandera adusta 8258 15
ATCC 24725
4 Pleurotus chiapas 16 Trametes versicolor 8272
5 Pleurotus ostreatus 7964 17 Trametes versicolor 8275
6 Pleurotus ostreatus 7972 18 Coriolopsis gallica 8260
7 Pleurotus ostreatus 7980 19 Ganoderma applanty 8168
Sporothrichum pulverulentum
8 Pleurotus ostreatus 7992 20
340
9 Pleurotus ostreatus 7988 21 Trametes hispida 8269
10 Pleurotus ostreatus 7982 22 Trametes zonatus 8158
11 Pleurotus ostreatus ATCC 58053 23 Trametes hirsuta 8165
Phanerochaete chrysosporium -
12 3641 24 Trametes trogii 8156
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4.1.2. Resina fendlica

La RF utilizada se sintetizd en el laboratorio con la formulacién tipica de
polimerizacion por etapas (Saechtling, 1995) la cual es representativa de los

productos comerciales pero sin aditivos.

4.2. Métodos

4.2.1. Sintesis de resina fendlica

En un vaso de precipitados se coloco formaldehido al 37% y fenol en
proporcion 1.25:1 con solucion de NaOH al 1% para crear las condiciones
alcalinas. Dentro de la campana de extraccion de gases se calento la mezcla en
bafio maria a 50° C sin dejar de agitar hasta que se disolvieron los cristales de
fenol. Se aument6 la temperatura del bafio a 70° C, se puso a reflujo y se

continud el calentamiento durante 1 hora.

Posteriormente se realiz6 el curado de la resina colocando el producto en
una charola de teflébn y se coloc6 en estufa durante 24 horas a 100° C; se dej6

enfriar, y por ultimo se lavd con agua para eliminar residuos de reactivos solubles.

Para el lavado se colocaron los trozos de RF en un vaso de precipitados de
2 L con agua destilada y se mantuvo en agitacion constante durante periodos de
12 horas. Se cuantificé el fenol residual en el agua desecho por el método
espectrofotométrico  directo  NMX-AA-050-SCFI-2001/9.3. Se repitio el
procedimiento hasta que se logré que el agua de lavado no contuviera fenol
después de permanecer en contacto con la RF. Luego se secaron las piezas de la
RF, se pesaron, se envolvieron en papel aluminio y se esterilizaron durante 20

minutos a 121° C con calor hiumedo.
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4.2.2. Determinacion de fenol

Método espectrofotométrico directo para cuantificacion de fenol
NMX-AA-050-SCFI-2001/9.3

Para la curva de calibracion se prepar6 una soluciéon de fenol a
concentraciones de O, 1, 2, 3, 4 y 5 pyg/mL por triplicado. A cada una de las

diluciones, blanco y a las muestras se les realizé el siguiente procedimiento:

A 10 mL de cada muestra en un tubo de ensaye se le afadieron 250 uL de
solucion de amoniaco 0.5 N y 100 uL de 4-aminoantipirina 2% P/V mezclando
entre cada adicion. Se le agregdé 100 uL de solucion de ferricianuro de potasio
8% P/V, se mezcld y se dejé reposar 15 minutos. Se transfirié a la celda del
espectrofotometro y se leyé la absorbancia a 510 nm. Se obtuvo la ecuacién de la

curva y se calculé la concentracion de fenol en las muestras por interpolacion.
4.2.3 Obtencion de espectro en el infrarrojo de la RF

Para comprobar la polimerizacién, entrecruzamiento y naturaleza de la RF
sintetizada en el laboratorio se obtuvo el espectro de infrarrojo en el rango de
frecuencias entre 4000 y 650 cm™ con una resolucién de 4 cm™ usando un
detector sulfato de trigliciba deuterado (DTGS) en un espectrofotdmetro, Nicolet-
6700 FTIR (Thermo Scientific).

4.2.4. Resiembra de cepas fungales

Se realiz6 la resiembra de cada una de las cepas de coleccion cada 90 dias
en cajas Petri con 20 ml de medio agar papa dextrosa BD Bioxon (PDA) tomando
1 cm? de micelio de la caja de procedencia y se incubaron a 28°C durante 7-15

dias. Posteriormente se almacenaron en refrigeracion a 4-7°C.
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4.2.5. Ensayos de biodegradacién de las RF

4.2.5.1. Prueba preliminar

La prueba se realiz6 en cajas Petri con 20 ml de medio agar malta al 1.5y
3% respectivamente. En cada caja se coloco una pieza de RF la cual se peso y
esterilizd previamente y se inoculé con 1 cm? de micelio crecido en agar PDA de
cada una de las cepas de la coleccion. Todas las cajas se incubaron a 28° C
durante 30 dias. Como control se colocé una caja que contenia la RF en el medio

sin hongo y para cada cepa, otra con el hongo sin la RF con fines comparativos.

Se estuvieron realizando observaciones cada semana para vigilar el
crecimiento del micelio sobre la resina y cambio en la coloracion del medio de
cultivo. Al final se tomaron fotografias de cada uno de los cultivos y se realiz6 la
observacion al microscopio Optico de la resina ensayada tifiéndola con azul de
anilina en lactofenol. También se determind su peso final para detectar pérdida de

peso.
4.2.5.2. Ensayo de biodegradacién de la RF con cultivo en placa

Con las cepas que presentaron crecimiento, permanencia de micelio sobre
la resina y cambio de color en el medio de cultivo se probaron las mismas

condiciones anteriores durante 200 dias de incubacion y se incluyeron los testigos.

Concluido el periodo de incubacion se obtuvieron los extractos para buscar
posibles productos de degradacion, la RF se recuperé para analizarla en el
microscopio 6ptico (MO) y en el microscopio electronico de barrido (MEB) y luego
hidrolizar el micelio adherido con HCI 6 N por 12 horas con el objetivo de remover
las hifas del hongo que penetraron en la RF, (Romero y col., 2007), se secaron
en estufa a 40° C y posteriormente se determind el porcentaje de pérdida de peso

con respecto al inicial.
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4.2.5.3 Extraccién de posibles productos de degradacion

Al término del tiempo de incubacion se extrajo la RF incluyendo el medio de
cultivo y micelio desarrollado en esta seccion; se colocO en un vaso de
precipitados al que se le agreg6 10 ml de mezcla acetonitrilo grado HPLC-agua en
proporcién 1:1 agitando frecuentemente. Se dejé reposar durante 1 hora y se
decant6. Posteriormente se centrifugo el extracto a 17 000 rpm durante 10 minutos
a 20° Cy se filtr6 a través de una membrana con poro de 0.45 um para inyectarse

en el equipo de HPLC.
4.2.5.4 Cinética de degradacion utilizando Bjerkandera adusta 7308.

Se llevo a cabo el seguimiento de la biodegradacion durante 40 dias
utilizando la cepa de B. adusta 7308 transfiriendo 1 cm? del hongo procedente de
un cultivo previo en medio PDA a cajas Petri con medio Glucosa, malta y extracto
de levadura (GMY) solidificado con 1.5% de agar y un fragmento estéril de RF.
Los cultivos fueron incubados por duplicado a 28° C durante 10, 20, 30 y 40 dias

observando el crecimiento del micelio sobre los fragmentos de RF.

Los controles utilizados durante la cinética fueron

" El medio de cultivo empleado
. La RF en el medio sin el hongo
" El hongo inoculado en el medio de cultivo sin la RF.

Luego se procedio a la extraccion de productos solubles al cabo de cada
tiempo establecido y la RF se reservd para observarla en el microscopio Optico.
Los extractos obtenidos fueron inyectados en el equipo de HPLC para detectar la

presencia de productos de la degradacion en funcion del tiempo.

Los extractos también fueron inyectados en el GC-MS para separar e
identificar los productos de degradacién formados. Previo a la inyeccién en el
cromatografo de gases se realizé una nueva extraccion haciendo una mezcla 1:1
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de cada una de los extractos acuosos con cloruro de metileno para obtener un
extracto organico. Ademas se determind la actividad enzimatica de Lac, LiP y
MnP.

4.2.6. Métodos de identificacion de productos de degradacidon

4.2.6.1. Microscopia electrénica de barrido

Se realizo la observacion de la RF expuesta a los hongos ligninoliticos con

el microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5900 LV para evidenciar el

proceso de biodegradacion. Como testigo se usO la RF tratado en las mismas

condiciones pero sin inocular.

La muestra se deshidraté con etanol anhidro y se colocd dentro de un papel

filtro para secarla naturalmente.

Antes de hacer el montaje del material en el cilindro (stub) se puso sobre éste,

un disco de grafito adherible de 1cm X 1cm.

Enseguida se procedid a colocar con cuidado el material inorganico en la
posicion deseada con el apoyo de un estereoscopio y pinzas para evitar

danarlo.

Una vez montada la muestra en el cilindro, se coloc6 en el portamuestras del
recubridor de oro (Denton Vacuum). La introduccion de flujo de corriente a un
tiempo estimado (de 80 a 150 segundos) hace que se desprendan particulas de
oro del disco y se depositen en la muestra proporcionando un espesor de 100
A°. Este recubrimiento es necesario para eliminar o reducir la carga eléctrica en
la superficie de la muestra no conductora para obtener una buena imagen.

La muestra se introdujo en la camara del microscopio electronico de barrido

lista para ser observada.
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4.2.6.2 Separacion de posibles productos de degradacion utilizando
HPLC

La separacion de posibles productos de degradacion en el extracto acuoso
se llevo a cabo utilizando un cromatdgrafo Shimadzu serie VP con detector de UV
a 210 y 292 nm acoplado a columna nucleosilfenil 4.6 x 250 mm. La fase movil
fue metanol-agua en proporcion 1:1 a un flujo de 0.5 ml/min. El volumen de

inyeccion fue de 10 uL y el tiempo de corrida fue de 15 minutos.

4.2.6.3 Separacion e identificacibn de posibles productos de
degradacién mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS).

Los extractos organicos se inyectaron en el equipo Agilent technologies
6850 Network GC System y Agilent technologies 5975C VL MSD. Las condiciones

de operacion se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de operacion del GC-MS

Cromatografo de gases Espectrometro de masas
Columna HP-innowax T cuadripolo 150°C
Longitud 30m T fuente iones 230°C
Diametro interno 0.25 mm
Film 0.25 mm
Temperatura inyector 280° C
Temperatura columna 70-270° C
Temperatura detector 300° C
Volumen de inyeccion lpl
Gas Helio 2 ml/min
Tiempo 14 min
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4.2.6.4 Determinacién de actividad enzimatica lacasa, lignina

peroxidasay manganeso peroxidasa.

Se determiné la actividad enzimatica en extractos obtenidos agregando 10 mL
de buffer de fosfatos 100 mM pH 5 a las cajas donde crecié B. adusta 7308 en
contacto con la RF.

Para medir actividad de Lac se utilizo el regulador de acetatos 100mM pH 5,
siringaldazina (4-hidroxi-3,5 dimetoxibenzaldehido) 0.8 mM disuelto en metanol y
el extracto enzimatico. Se midi6 la cinética a 525 nm durante un minuto.

El coeficiente de extincién es de Esys = 65 000 M cm™ (Jaszek y col., 2006)

Para medir actividad LiP se utilizé el regulador de succinatos 40 mM pH 4,
alcohol veratrilico 40 mM, extracto enziméatico y peréxido de hidrogeno 0.4 mM. Se
midio la produccion de veratril aldehido a 310 nm. El coeficiente de extincion es de
Es10 = 9300 M™*cm™. (Tien y Kirk, 1988).

Para la MnP dependiente se utilizo el regulador de malonato de sodio 50 mM
pH 4.5, sulfato de manganeso 1 mM, extracto enzimatico y peroxido de hidrogeno
0.1 mM. Se midi6 la formacién del complejo malonato Mn** a 270 nm. El

coeficiente de extincion es de Ezzo= 11590 Mcm™.(Wariishi y col., 1992).
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5. RESULTADOS

5.1 Sintesis de laresina fendlica

Se realizo la sintesis de resina fendlica en el laboratorio con la formulacion
tipica reportada por Saechtling (1995), para contar con el material suficiente para
realizar los ensayos de biodegradacion libre de aditivos como colorantes, rellenos
0 endurecedores. Se obtuvo un material solido, rigido y duro, de color entre
amarillo y café claro con rendimiento de 0.6 gr de resina/gr de fenol utilizado. Se
lavaron y pesaron fragmentos de aproximadamente 100-200 ugr, se envolvieron
en papel aluminio y se esterilizaron a 121° C durante 15 minutos para eliminar
cualquier microorganismo presente y someterlos a biodegradacién con los hongos

ligninoliticos.

Para eliminar el fenol residual en la RF sintetizada se realizaron lavados
con agua y se determiné el contenido de fenol en el agua de desecho utilizando la
metodologia propuesta en la Norma NMX-AA-050-SCFI-2001/9.3.

Para determinar la concentracion de fenol se utilizaron los datos de la
curva de calibracion obtenida por triplicado que se muestra en la tabla 3 y se
obtuvo la ecuacion de la recta con indice de correlacion de 0.9987 (figura 5).

Ecuacion utilizada para interpolar

¥ +0.0102
= 701436

Donde: x = concentracion de fenol (ug/mL)

y = Absorbancia
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Tabla 3. Datos para curva de calibracion para fenol
Concentracién de

Absorbancia 510nm

fenol (ul/mL)

0 0 *blanco
1 0.131 + 0.002
2 0.270 £ 0.001
3 0.406 + 0.006
4 0.573 £ 0.002
5 0.713 £ 0.009
Curva patron
0.8
0.7 .
i
0.6
% n //
8 04 -
5 03 /
3 02
< 41 P y =0.1436x - 0.0102
0 : : R? = 0.9987
-0.1 9 2 4
Concentraciéon (pg/ml)

Figura 5. Gréfica de curva patrén de fenol

El recambio de agua y la medicién por el método espectrofotométrico se
realizé cada 12 horas y a medida que transcurrié el tiempo, la concentracion de

fenol disminuyd hasta no detectarse. Fue necesario realizar 5 recambios de agua.

Espectro IR de resina fendlica

9 |
o7 -
95 -
%T 93 4
ot -
89 -
87 -
85

3.80E+03 3.40E+03 3.00E+03 2.60E+03 2.20E+03 1.80E+03 1.40E+03 1.00E+03 6.00E+02

wavenumber (cm-1)

Figura 6. Espectro de IR de RF sintetizada en el laboratorio.
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Se obtuvo el espectro de IR de la RF sintetizada en el laboratorio y se
comparo6 con el reportado por Scheirs, 2000 para confirmar la polimerizacion y
semejanza con las resinas tipo resol comprobandose que la resina obtenida

corresponde a la baquelita (figura 6).
5.2 Resiembra de cepas fungales

La resiembra de cepas de la coleccién de hongos ligninoliticos se realizé
con la finalidad de preservar las cepas, mantener su pureza, viabilidad y

caracteristicas morfolégicas durante la investigacion (liyoshi y col., 1998).
5.3 Ensayo de biodegradacion de la RF

5.3.1 Prueba preliminar

Las observaciones de la prueba preliminar para evaluar las cepas de HL
como degradadores de las RF se reportan en la tabla 4 en la que se sefiala si
hubo crecimiento del hongo sobre la resina y si se generé cambio de color en el

medio de cultivo.

En la mayoria de los casos hubo crecimiento de micelio sobre la resina,
pero en algunas cajas fue muy evidente el cambio de coloracién en el medio de
cultivo alrededor del fragmento de la RF, sefialadas en la tabla de color rojo y con
negritas. Las figuras 7-11, que corresponden a las cepas de Phanerochaete
chrysosporium 4521 y Coriolopsis gallica 8260, muestran el cambio de color en el
medio de cultivo que no se presenta en la caja control, la cual contiene
unicamente el medio de cultivo y la resina estéril (Figura 7). La misma apariencia
se observo en los cultivos de Bjerkandera adusta 7308, Pleurotus ostreatus 7992,

Sporothrichum pulverulentum 340, Trametes hispida 8269 y Trametes trogii 8156.
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Tabla 4. Observaciones de ensayo de prueba para la degradacion de Rf por medio de HL.

No Cepa Cajal Caja 2 Caja 3
1 | Bjerkandera adusta 4312 + + +
2 Bjerkandera adusta 7308 + +8§ +
3 | CONTROL
4 Pleurotus Chiapas +§ + +
5 Pleurotus ostreatus 7964 + +8§ +
6 Pleurotus ostreatus 7972 +§ + +
7 Pleurotus ostreatus 7980 + = +
8 Pleurotus ostreatus 7992 + +§ +§
9 Pleurotus ostreatus 7988 + +§ +
10 | Pleurotus ostreatus 7982 - + +
Pleurotus ostreatus ATCC

11 | 58053 +8 v *
Phanerochaete

12 | chrysosporium 3641 + +8§ +8§
Phanerochaete

13 | chrysosporium 3642 i - +8
Phanerochaete

14 | chrysosporium 4521 +§ = +8§
Phanerochaete

15 | chrysosporium ATCC 24725 +§ +8§ -

16 | Trametes versicolor 8272 +§ + +

17 | Trametes versicolor 8275 +§ - +

18 | Coriolopsis gallica 8260 +§ +§ +§

19 | Ganodermaaplanty 8168 - - +
Sporothrichum

20 | pulverulentum 340 +8 +8 +8

21 | Trametes hispida 8269 +§ + +

22 | Trametes zonatus 8158 - - +

23 | Trametes hirsuta 8165 + - -

24 | Trametes troggi 8156 +§ +§ +§

+ micelio sobre laresina

8§ cambio de color en el medio

-- sin crecimiento
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Figura 7. RF en medio de
cultivo (control)

Figura 8. Cultivo de P. chrysosporium Figura 9. Cultivo de P. chrysosporium
4521 con RF (anverso) 4521 con RF (reverso)

Figura 10 Cultivo de C. gallica 8260 Figura 11 Cultivo de C. gallica 8260
con RF (anverso) con RF (reverso)
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Las observaciones en el microscopio Optico también evidencian los
cambios en la RF. Las figuras 12 y 13 muestran micrografias 10X de la RF que
estuvo en contacto con P. chrysosporium 4521 después de 30 dias de incubacion,
donde se muestra la invasion del micelio en la resina, presenta bordes carcomidos

y cambio en la textura superficial.

Figura 12. RF en contacto con P.
chrysosporium 4521 10x

Figura 13. RF en contacto con P.
chrysosporium 4521 10X

5.3.2 Ensayo de biodegradacion con cultivo en placa

Con esta informacion, se seleccionaron las cepas que presentaron mayor
crecimiento sobre la resina y cambio de coloracion en el medio debajo de ella. Las
cepas escogidas se reportan en la tabla 5 y se inocularon en caja Petri con medio
agar malta similar a la prueba anterior y se incubaron por 200 dias para observar
por MEB las transformaciones generadas por los hongos ligninoliticos, asi como

realizar la extraccién de posibles productos de degradacion.
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Tabla 5. Cepas seleccionadas para observacién en MEB.

No. ‘ Cepa
Bjerkandera adusta 7308
8 Pleurotus ostreatus 7992
11 Pleurotus ostreatus ATCC 58053
13 Phanerochaete chrysosporium 3642
14 Phanerochaete chrysosporium 4521
16 Trametes versicolor 8272
18 Coriolopsis gallica 8260
20 Sporothricum pulverulentum 340
21 Trametes hispida 8269
24 Trametes trogii 8156

La tabla 6 muestra las cepas que presentaron pérdida de peso en el periodo

de 30 y 200 dias cultivados en placa sobresaliendo P. ostreatus seguida por P.

chrysosporium 4521. Después de 200 dias de incubacién se pudo comprobar que

en los fragmentos donde hubo mayor pérdida de peso, B. adusta 7308, P.

ostreatus 7992 y P. chysosporium 4521 hubo cambio en la textura, formacién de

zonas traslucidas y poros que no se presentan en el control (Figuras 14y 15) o

en los fragmentos donde no hubo cambio en el peso como en T. trogii.

Tabla 6. Pérdida de peso después de 30 y 200 dias de incubacion

Cepa flngica % de \[o}
cambio
CONTROL (MEDIO CON RESINA) 0.0x0 00+0
Bjerkandera adusta 7308 1.6+0.3 43+0.2
Pleurotus ostreatus 7992 24x0.1 5.1+0.3
11 | Pleurotus ostreatus ATCC 78053 0.8 £0.09 0.8 + 0.002
14 | Phanerochaete chrysosporium 4521 1.0+0.2 6.3+£0.2
Phanerochaete chrysosporium
15 2.1+0.3 21+0.2
ATCC 24725
17 | Trametes versicolor 8272 1.7+£0.1 2.1 +0.3
20 | Sporothricum pulvurulentum 340 1.7+£0.1 1.8+0.1
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Figural4. Fragmento Figura 15. Fragmento de RF en
de RF Control contacto con P. ostreatus 7992

5.4 Observaciones en microscopio electronico de barrido (MEB)
de los fragmentos de la RF expuestos a los hongos para su

biodegradacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizo la extraccion de los
compuestos de las RF, expuestas a las cepas fungales seleccionadas (tabla 5) y
se procesaron para ser observadas en el MEB. Las imagenes se presentan en las
figuras 16-20. A continuacion se mencionan las principales caracteristicas de las

resinas después de la biodegradacion con cada cepa fungal.
e Bjerkandera adusta 7308

Zonas de degradacion evidente, espacios moteados, reduccién gradual del
espesor, invasion del hongo, fractura de resina en algunas zonas (figura 16).

Figura 16. Microfotografias en SEM de la RF tratada con B. adusta7308
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e Pleurotus ostreatus 7992 y Pleurotus ostreatus ATCC 58053

Invasion de micelio, disminucibn de espesor en zonas de crecimiento,

degradacion evidente, perforaciones en los costados (figura 17).

Figural7. Microfotografias en SEM de la RF tratada con P. ostreatus 7992

e Phanerochaete chrysosporium 3642 y Phanerochaete chrysosporium 4521

Zonas moteadas, residuo claro en la superficie, penetraciéon de micelio en la
resina, regiones de degradaciéon evidente, formacion de poros en la superficie
(figura 18).

Figura 18. Microfotografias en SEM de la RF tratada con P. chrysosporium 4521
e Trametes versicolor 8272

Formacién de surcos o ranuras sobre la resina, penetracion de micelio en la
resina, zonas de degradacion evidente y cambio en la consistencia de la

resina, formacion de poros e invasion de micelio (figura 19).
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Figura 19. Microfotografias en SEM de la RF tratada con T. versicolor 8272

e Coriolopsis gallica 8260

Zonas de degradacion evidente por el cambio de consistencia en bordes.
Formacién de ranuras y poros con residuo claro, cambio de consistencia en la

resina y bordes devastados.

e Sporotrichum pulverulentum 340

Formacién de ranuras por el micelio, bordes devastados, cambio de
consistencia en la resina (Figura 20).

Figura 20. Microfotografias en SEM de la RF tratada con S. pulverulentum 340

e Trametes hispida8269

Formacion de ranuras en la superficie, bordes devastados, penetracion de

micelio en la resina, cambio de consistencia y formacion de fibras color claro.
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e Trametes trogii 8156

Fractura de resina, formacion de ranuras y poros, el hongo penetra al interior
de la superficie y cambia la consistencia de la resina. El micelio forma las

ranuras.

5.5 Extraccién y separacién posibles productos utilizando HPLC

Se obtuvieron los extractos de las RF incubadas en placa con medio agar-
malta al 3% con la finalidad de disolver los posibles productos de degradacion
generados por el contacto del micelio con la RF; los cuales fueron incoloros. La
extraccion se llevo a cabo con una solucion acetonitrilo grado HPLC al 50% ya que

éste permite la disolucion de compuestos polares y apolares.

En el caso de las RF incubadas en placa con medio agar malta al 3% con
B. adusta 7308, P. ostreatus 7992 y con P. chrysosporium 4521 se observé un
cambio en la textura de la resina al introducirla en el agua de lavado después de
obtener el extracto (Figuras 21 y 22) y al agitarla vigorosamente se fragmenté por

completo (Figuras 23 y 24). Esto no ocurrié con las RF que no perdieron peso.

Los extractos obtenidos de los cultivos de las cepas seleccionadas en
contacto con la RF y sus respectivos controles se inyectaron en el equipo HPLC

para separar los posibles compuestos solubles derivados de la biodegradacion.

Para visualizar mejor los cambios, se realizaron empalmes de los
cromatogramas obtenidos en los extractos del hongo crecido con la RF y el control
(hongo crecido sin la presencia de RF) con el fin de detectar diferencias (Figuras
25-27), donde se observan la presencia de picos que revelan la formacién de

nuevos prod uctos.
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Figura 21. Lavado de las RF en Figura 22. Lavado de las RF en
contacto con P.chysosporium 4521 contacto con P. ostreatus 7992

Figura 24. RF en contacto con P.

Figura 23. Desintegracion de las RF chysosporium 4521

en contacto con P. ostratus 7992
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\ Extracto de P. chrysosporium 4521 sin RF
= Extracto de P. chrysosporium 4521con RF

o

)

Figura 25. Cromatogramas de extractos de medio de cultivo
P. chrysosporium 4521 con y sin la RF

Extracto de P. ostreatus 7992sin RF
= Extracto de P. ostreatus 7992 con RF

a

2 3 4 g B 7 g 9

Figura 26. Cromatogramas de extractos de medio de cultivo

P. ostreatus 7992 con vy sin la RF.

Q
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Extracto de B.adusta 7308 sin RF
Extracto de B.adusta 7308 con RF

\”J | JM
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a

Figura 27. Cromatogramas de extractos de medio de cultivo
B. adusta 7308 con Yy sin la RF.

De los extractos de las muestras inyectadas se observan diferencias con
respecto al control en el extracto de P. chrysosporium 4521 (Figura 25) y P.
osteatus 7992 (Figura 26). Por lo contrario en el extracto de B. adusta 7308 no se
observan cambios (Figura 27), similarmente en el extracto de T. versicolor 8272 y
T. trogii 8156. Sin embargo, los fragmentos de la RF que se mantuvieron en
contacto con B. adusta 7308 muestran mayores cambios en su superficie y
pérdida de dureza, lo cual puede indicar que el sistema usado para la extraccion
no fue el adecuado o los productos de la biodegradacién pudieron difundir al

medio.

De las cepas seleccionadas para este estudio, las que mayores cambios
fisicos presentaron fueron B. adusta 7308, P. ostreatus 7992 y P. chrysosporium
4521 y aunque el cromatograma de B. adusta 7308 no presento diferencias con el
control a largo plazo (figura 27), el crecimiento de la biomasa sobre la RF present6
mayor persistencia y se mantuvo con apariencia mas activa que las otras dos
cepas por mayor tiempo por lo que fue seleccionada para realizar una cinética de
degradacion en un periodo de cuarenta dias con intervalos de diez dias cada uno
para identificar productos de degradacion y evidenciar la biodegradabilidad de las
RF.

40



2

Biodegradacion de resinas fendlicas usando hongos ligninoliticos

5.6 Cinética de degradacion utilizando Bjerkandera adusta 7308

Para darle seguimiento a la biodegradaciéon se inocularon cajas con medio
GMY y RF con B. adusta 7308. Se utilizd este medio de cultivo para disminuir la
interferencia de componentes del medio con la deteccibn de los posibles
productos de degradacion. Se hicieron extracciones cada diez dias en un periodo
de cuarenta dias. Los controles utilizados durante la cinética fueron el medio de
cultivo empleado (Figura 28A), un trozo de RF en el medio sin el hongo (Figura
28B) y B. adusta 7308 inoculado en el medio de cultivo sin el trozo de RF (Figura
28C). Todos los controles se mantuvieron en incubacion durante los tiempos
establecidos al igual que las cajas que contenian la RF en contacto con el hongo

para asegurar que estuvieron sometidos a las mismas condiciones.

Figura 28. Controles utilizados durante la cinética después de 20 dias de incubacion. A) medio de

cultivo, B medio de cultivo y resina, C) medio de cultivo y B. adusta 7308.

La figura 28B muestra que la resina no produce ningn cambio al medio de
cultivo al ponerse en contacto en las condiciones de incubacién. La figura 28C
refleja que después de 20 dias el crecimiento del micelio es uniforme en toda la
superficie de la caja Petri aunque desde los 5 dias de incubacién ya estaba
totalmente poblada de micelio.

Las figuras 29-32 muestran como el micelio crece sobre la resina durante
todo el periodo de incubacién sin generar inhibicion sobre la superficie y se
mantiene a lo largo del tiempo establecido para la extraccion.
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Figura 29. Cultivo de B. adusta Figura 30. Cultivo de B.
7308 y la RF después de 10 adusta 7308 y la RF después
dias de incubacién. de 20 dias de incubacién.

Figura 31. A) Cultivo de B. adusta 7308 y la RF después de 30 dias de incubacion,

B) Acercamiento en el trozo de RF.

Figura 32. A) Cultivo de B. adusta 7308 y la RF después de 40 dias de incubacion,

B) Acercamiento en el trozo de RF.

La figura 33 es una fotografia que muestra el fragmento de la RF control y
la figura 34 corresponde a microfotografias que demuestran como el crecimiento y
contacto del micelio sobre la superficie de la RF después de 40 dias afectod la
estructura superficial de la RF al presentarse formacién de hendiduras y fisuras
(figura 34B), que no se observan en el control que corresponde a la RF en el
medio de cultivo sin hongo donde se percibe una superficie totalmente lisa (figura

34A).
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Las areas méas afectadas son los bordes de la RF (figura 34C) donde se
observa disminucion en el grosor y cambio de color debido a que esta superficie
ha permanecido mas tiempo en contacto con el micelio y en la figura 34D se

observa la colonizacion de B. adusta 7308 en la superficie de la RF.

Figura 33. Fotografia de la RF control después
de 40 dias de incubacion.

Figura 34. Microfotografia 10X de la RF después de 40 dias de incubacién. A) Control. B) Superficie de la RF
en contacto con B. adusta 7308. C) Bordes de la RF en contacto con conB. adusta 7308.
D) Micelio de B. adusta sobre la RF
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Separaciéon posibles productos de degradacion utilizando cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC)

Los extractos acuosos fueron centrifugados vy filtrados para ser inyectados
en el equipo de HPLC. Se obtuvieron los cromatogramas de los controles y de los
extractos de la RF colonizados por el hongo, después de 10, 20, 30 y 40 dias a
210 nm.

La figura 35 muestra los cromatogramas del extracto del medio de cultivo
empleado (GMY solido) y el medio de cultivo en contacto con la resina, donde se
aprecia que al no haber diferencia, la RF no aporta ningin componente adicional a
la composiciéon del medio de cultivo cuando se sometié a las condiciones de

incubacion y por lo tanto se puede utilizar como referencia.
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Figura 35. Cromatograma del extracto del medio de cultivo (rojo) y el cromatograma del extracto del medio
de cultivo en contacto con la RF (azul) después de 40 dias de incubacion.
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Figura 36. Cromatogramas de extractos de la RF en contacto con B. adusta 7308 después de 10 dias (azul),
20 dias (rojo), 30 dias (verde) y 40 dias (morado) de incubacion.

La figura 36(A-D) presenta los cromatogramas de los extractos después de
10, 20, 30 y 40 dias de incubacion. Aqui se puede percibir que a medida que
transcurre el tiempo hay cambios en los productos del metabolismo de B. adusta
7308. Para apreciarlos mejor en la figura 37 se muestran los 4 cromatogramas,
donde se observa que en este periodo se producen compuestos nuevos y que va
aumentando su concentracion en funcion del tiempo por lo que estos extractos

fueron inyectados en el equipo GC-MS para su identificacion.
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Figura 37. Cromatogramas de los extractos después de 10, 20, 30 y 40 dias de

incubacién con B. adusta 7308.

También se compararon los cromatogramas del extracto del cultivo de B.
adusta 7308 sin RF con el que si lo contenia después de 20 dias de incubacién
(Figura 38), en donde se observa que la presencia de la RF favorece la formacion
de nuevos compuestos que se separan a los 8, 9 y 10 minutos lo cual confirma

gue estan ocurriendo cambios en la RF.
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Figura 38. Cromatogramas de extracto de B. adusta 7308 sin la RF (rojo) y extracto de la
RF en contacto con B. adusta 7308 (azul) después de 20 dias de incubacion.
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La figura 39 muestra la comparacién de los cromatogramas de los
controles (extracto del medio de cultivo con resina y micelio de B. adusta 7308
con el cromatograma del extracto de la RF en contacto con B. adusta después de
40 dias de incubacion. Después de un mayor tiempo se observa el agotamiento de
los componentes del medio de cultivo cuando el hongo estd creciendo pero sin
gque se produzcan sustancias nuevas detectables a 210 nm (rojo) con respecto al
medio intacto (verde), en cambio cuando la RF estuvo en contacto con el micelio
(azul) se detecta la presencia de sustancias nuevas en el extracto a los 6, 9y 10

minutos.

400 T T T T T T T 400
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Figura 39. Cromatogramas de extracto del medio de cultivo con la RF (verde), micelio de B. adusta 7308 sin
la RF (rojo) y la RF en contacto con B. adusta 7308 (azul) después de 40 dias de incubacion.

Separacion e identificacion de posibles productos de degradaciéon mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La obtencidn de una fase organica usando cloruro de metileno de cada uno
de los extractos que se inyectaron en el GC-MS fue debido a que se detectd la
presencia de azUcares residuales por lo que Unicamente los compuestos afines al
cloruro de metileno fueron inyectados para su separacion e identificacion. La
comparacion de los cromatogramas de los extractos del medio de cultivo y el
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medio de cultivo con la RF (controles) de las figuras 40 y 41 son iguales y no
contienen sustancias disueltas que generen sefial en la longitud de onda
evaluada, por lo que las diferencias que se puedan detectar son originadas por el
metabolismo del hongo o por la biodegradacion de la RF.
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Figura 40. Cromatograma del extracto del medio de cultivo (control)

Figura 41. Cromatograma del extracto del medio de cultivo con la RF (control)
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Figura 42. Cromatograma del extracto de B. adusta 7308 cultivado

en el medio después de 20 dias de incubacion.
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La figura 42 presenta el cromatograma del extracto de B. adusta 7308
crecido en el medio después de 20 dias de incubacién, donde se observan
algunos picos relacionados con el metabolismo del hongo, sin embargo, en la
figura 43 y 44 aparecen nuevas sustancias ante la presencia de la RF después de
20 y 40 dias de incubacion, respectivamente y que no se observan en los

controles y varian con respecto al tiempo.
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Figura 43. Cromatograma del extracto de B. adusta 7308 creciendo en

el medio con la RF después de 20 dias de incubacion.
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Figura 44. Cromatograma del extracto de B. adusta 7308 creciendo en

el medio con la RF después de 40 dias de incubacion.
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La identificacion de los principales compuestos aromaticos separados
utilizando la biblioteca NIST, con que cuenta el equipo en base a los espectros
obtenidos (Figura 45) corresponde a alcohol veratrilico (9.1 min), veratraldehido
(8.9 min) y o-hidroxidifenil (8.4 min). El alcohol veratrilico esta reportado como
mediador natural, el cual es producido por los hongos ligninoliticos para aumentar
tanto la eficiencia de la degradacion como el tipo de sustratos susceptibles de ser
oxidados (Torres y col., 2003). Mientras que el veratraldehido es el producto de la

oxidacion del alcohol veratrilico (Haemmerly y col., 1986).
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Figura 45. Identificacion de los principales compuestos detectados utilizando la biblioteca NIST
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Determinacion de actividad enzimética Lac, LiP, y MnP en la cepa B. adusta
7308.

Se ha reportado que Bjerkandera adusta 7308 produce LiP, MnP y Lac
(Ward y col., 2004) por lo que se determiné las actividades de estas enzimas a los
15 dias de incubacion para demostrar su presencia en los extractos extracelulares.
La actividad Lac no fue detectada mientras que LiP y MnP presentaron una
actividad de 64.52 U/mL vy de 794.65 U/mL respectivamente. La actividad
ligninolitica de las enzimas detectadas es un factor determinante del proceso de
biodegradacion y la deteccion del alcohol veratrilico y veratraldehido por GC-MS

confirman que se esta llevando a cabo un proceso de oxidacion.
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6. DISCUSION

La contaminacion ambiental por desechos de polimeros sintéticos ha sido
reconocida como un problema grave. Con el fin de apoyar el desarrollo
sustentable en el mundo, este problema debe ser atendido (lkada 1999, Shimao
2001) de aqui surge la necesidad de estudiar la degradacion de polimeros, debido
a que actualmente se necesita reducir la cantidad de desechos que se generan
por el uso de este tipo de materiales y su poca compatibilidad con el ambiente
(Cristan y col., 2003, Zheng y col., 2005).

Los microorganismos juegan un rol significativo en la descomposicion
biolégica de materiales, incluyendo polimeros sintéticos en el medio ambiente
(Seneviratne y col, 2005). En los ultimos afios se ha desarrollado un gran interés
por el uso de los hongos de la pudricion blanca con propdsitos de biorremediacion
debido a sus sistemas enzimaticos ligninoliticos, que también degradan un amplio
grupo de contaminantes ambientales. Aungue inicialmente la atencion se centr
en Phanerochaete chrysosporium, especies de otros géneros han mostrado

potencial para la biorremediacion, (Barr y col. 1992).

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la biodegradacion de las RF
usando cepas de HL para disminuir su persistencia en el ambiente considerando
gue el sistema de enzimas producido por estos hongos tendran la capacidad de
biodegradar al polimero sintético que conforma a las resinas fendlicas debido a la
inespecificidad quimica, la intensa actividad oxidante de este sistema y a la
similitud que tiene la lignina (sustrato natural de estos hongos) con la de la resina

fendlica.

Las RF se obtienen combinando fenol con formaldehido y el calor que se
aplica durante el curado favorece la polimerizacion; el producto tiene uniones

cruzadas entre las cadenas formando redes tridimensionales (figura 2) por lo que
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se clasifican dentro de los plasticos termoestables dando un producto final
generalmente duro, fuerte y resistente al calor (Cristan y col. 2003). El
recalentamiento no ablanda estos materiales y si la aplicacion de calor continda, la
pieza llega a carbonizarse directamente por lo cual no son susceptibles para el
reciclado y al terminar su vida Util se convierten en un desecho que se acumula y
contamina el ambiente. Debido a la importancia comercial y al problema ambiental
gue generan estos compuestos surgio la necesidad de buscar alternativas para su

degradacion.
6.1 Sintesis de resina fendlica

La formulacion empleada para la sintesis de la RF en el laboratorio
representa los productos comerciales sin aditivos para poder darle seguimiento a
la biodegradacién (Gusse y col. 2006) aunque puede haber mucha variabilidad por
las condiciones en que se realiza la polimerizacion. Los principales factores que
influyen en el producto final son el tipo de catalizador empleado, relacién molar
aldehido:fenol, tiempo y temperatura de curado (Wakeman, 1947, Poljansek y col.,
2005).

El proceso se llevo a cabo por la secuencia de tres reacciones: la adicion de
formaldehido al fenol, el crecimiento de la cadena o formacién del prepolimero y
finalmente la reaccién en el curado donde ocurre el entrecruzamiento (Seymour y
col, 1995). Las dos primeras etapas se llevaron a cabo durante el proceso de
calentamiento a 70° C. La primera etapa es una reaccion de adicion donde el
formaldehido se une al fenol; en este punto, la mezcla de reaccidon se mantuvo en
estado liquido y sin color. La segunda y tercera etapa son reacciones de
condensacion y cuando se realizo la polimerizacién lineal que corresponde a la
segunda etapa se observo un cambio de color a naranja claro. Con el curado a
100° C en la estufa se realiza la tercera etapa, la mezcla se endurecio y se obtuvo
una placa de color café claro con apariencia cristalina, textura dura y resistente

como se muestra en la figura 34.
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Durante el curado ocurri6 el entrecruzamiento puesto que con el
calentamiento se originaron cadenas transversales debido a que cierta proporcion
de fenol es capaz de enlazarse a otras moléculas adyacentes en mas de dos
lados, en este caso, la posicion orto y para del fenol, permitiendo asi la adicion de
otras moléculas ramificadas y a medida que el polimero logr6 un alto
encadenamiento transversal adquiri6 una estructura de red constituyendo una
macromolécula. Esta es la causa de que el polimero fije su estructura quimica y

fragle de manera irreversible (Groover, 1997).

El lavado de la RF se realiz6 con la finalidad de eliminar los residuos de
reactivos después del curado para asegurar que los hongos actien sobre el
polimero formado y no sobre las materias primas. Para ello se realizaron lavados
consecutivos y se determinaron fenoles en el agua de desecho por el método
espectrofotométrico directo NMX-AA-050-SCFI-2001/9.3.

La concentracion de fenol de la muestra se obtuvo por interpolacién con
una curva de calibracién (0-10 mg/L) como se muestra en la figura 5. El fenol se
empleé como patrén y el resultado obtenido corresponde a la concentracion de
este compuesto en la muestra. El principio de este método consiste en que los
compuestos fendlicos reaccionan con la 4-aminoantipirina a pH basico y en
presencia de ferricianuro potasico, forma un compuesto coloreado de antipirina
susceptible de una determinacion espectrofotométrica a 510 nm. El pH elevado
permite evitar interferencias en la coloracién que se dan a pH 8 por lo que es muy

importante asegurar estas condiciones (Clesceri y col., 1989).

La determinacion se realizé hasta que los fenoles no fueron detectados en
agua que contiene la RF por lo que se puede considerar que la muestra es
insoluble. Cada fragmento fue esterilizado en autoclave a 121° C durante 15
minutos para eliminar la presencia de microorganismos. Para demostrar que la
resina sintetizada es una RF se obtuvo el espectro de IR y en base a lo reportado
por Scheirs, 2000 se compararon los principales picos de los grupos funcionales y

todos logran coincidir.
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El espectrémetro de infrarrojo sometié la muestra a radiacion en el rango
de nimero de onda de 4000 a 650 cm™. Aunque esta radiacion es débil e incapaz
de causar una alteracion permanente en una molécula, suministra energia
suficiente para que sus enlaces vibren. La ventaja de esta medicion es que
dependiendo de los distintos enlaces y grupos funcionales presentes, la molécula
solo absorbe las frecuencias que poseen exactamente la energia que se requiere

para causar una vibracion y éstas se registran en un grafico. (Bailey y col. 1998).

La literatura reporta valores de numeros de onda caracteristicos de las RF y
estas sefiales son utiles para identificar los componentes de la reaccion de
condensacion del fenol y el formaldehido y la estructura de estos compuestos. El
pico en 3400 cm™ es caracteristico del estiramiento por los grupos OH, el pico de
1370 cm™ corresponde a la vibracién del O-H en el plano, el pico en 1610 cm™ es
atribuido a la vibracion C=C del producto aromético que no se presenta en el fenol.
Ademas en el espectro de las RF las sefiales caracteristicas de la vibracion del
puente metileno en 1460 y 1480 cm™; la vibracién C-O-C del puente metileno éter

en 1116 cm™ estan presentes (Poljansek y col., 2005).
6.2 Ensayo de biodegradacién de RF

Se realiz6 una prueba preliminar con todas las cepas de HL con la finalidad
de seleccionar a las que tuvieran potencial para ser usadas en la degradacion de
la RF. El enfoque basico del ensayo consisti6 en hacer crecer cada una de las
cepas de HL por triplicado sobre medio agar malta 3% con un fragmento de la
resina con el propoésito de observar si los hongos tenian la capacidad de colonizar
la RF 'y generaban cambios en el color del medio de cultivo en la zona
circundante a la resina asi como la pérdida de peso. Se compararon con los
testigos que consistieron en la RF en el medio de cultivo sin inocular y ademas el

crecimiento de cada hongo en el mismo medio de cultivo pero sin la resina.

Como se observa en la tabla 4 hubo cepas en las que no hubo crecimiento

sobre la RF como fue el caso de T. zonatus mientras que en otras como P.

55



Q

Biodegradacion de resinas fendlicas usando hongos ligninoliticos

chrysosporium 4521 y C. gallica 8260, entre otras, que ademas de crecer sobre
la RF generaron un halo color café alrededor de la RF (figuras 8-11) que no se
observaron en los controles lo que implica que los HL que presentaron estos

cambios estan relacionados con la transformacion de este material.

El metabolismo microbiano de un sustrato causa cambios en él. Si el
sustrato es grande e insoluble en agua las mediciones fisicas son usadas
comunmente para evaluar el ataque microbiano. Estos métodos incluyen el
examen microscopico, medicién de pérdida de peso o medicion de la pérdida de
fuerza mecénica. A medida que la biodegradacion continla pequefias moléculas
individuales son liberadas y el analisis quimico de monémeros y productos de
mineralizacion pueden ser detectados (Fedorak, 2005) por lo que se procedio de

esta manera para probar la biodegradacién de las RF.

Las observaciones en el microscopio que se muestran en las figuras 12 y
13 confirman que el crecimiento del micelio sobre el trozo de la RF afecta su
estructura, especialmente en los bordes donde el micelio tuvo la capacidad para
penetrar, colonizar y alterar el trozo de resina sintética y se confirma con la
pérdida de peso después de 30 dias que varié desde 0.8 hasta 6.3% en las cepas

ensayadas (tabla 6).

Estos cambios no prueban la presencia de un proceso de biodegradacion
en términos de metabolismo pero los parametros de cambios visuales pueden ser
usados como un primer indicador de cualquier ataque microbiano (Shah y col,
2008), por lo que en base a estos criterios se seleccionaron las cepas para

continuar con la investigacion (tabla 5).
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6.3 Observaciones en microscopio electrénico de barrido (SEM) de los
fragmentos de la RF ensayados en la biodegradacion

Después de 200 dias de incubaciéon en que el micelio de las cepas seleccionadas
(tabla 5) permanecié colonizando la RF, se realizd la extraccion para ser
observado a través del MEB. Al realizar la separacién de las RF sometidas a
biodegradacion se observé un cambio en su apariencia fisica, especialmente en

cuanto a la rugosidad.

A través del MEB fue posible observar que las hifas produjeron zonas
moteadas, surcos y zonas de evidente degradacion en la superficie de la RF que
gradualmente fueron reduciendo su espesor, formando poros o bien ocasionaron
que los fragmentos colapsaran y presentaron fracturas (Figuras 16-20). El
crecimiento y la permanencia del micelio sobre la superficie y la penetracion en
cualquier irregularidad encontrada o generada en la RF permitié considerar que
las hifas jugaron un papel importante en el proceso. Sin embargo, en la muestra
testigo se observa una superficie lisa, tersa y compacta. Este mismo
comportamiento se reporta como mecanismo de degradaciéon de la lignina
(Jennings et al. 1999) por lo que debido a las similitudes en la composicién de

ambos polimeros puede presentarse un proceso de degradacion semejante.

Gusse y col. (2006) reportaron la primera evidencia de biodegradacion de
RF con hongos de la podredumbre blanca presentando una microfotografia de
MEB después de 28 dias de incubacion con Phanerochaete chrysosporium donde
se aprecia la degradacion del material (principalmente debido al numero de
aumentos). Sin embargo, no es tan clara como las imagenes que se presentan en
este trabajo donde se muestra tanto el crecimiento del micelio como el dafio que

éste le causa a la RF.

De manera simultanea, con las réplicas de cada cepa fue determinada la
pérdida de peso de las muestras. Mientras que las RF colocadas en medio de
cultivo Gnicamente (control) no sufrieron cambios, las RF en contacto con las

57



Q

Biodegradacion de resinas fendlicas usando hongos ligninoliticos

cepas seleccionadas incrementaron la pérdida excepto P. ostreatus 78053 y P.
chysosporium 24725 que no aumentd el porcentaje de pérdida (tabla 6),
comprobandose que transcurrido un periodo de tiempo mayor, el peso continla

decreciendo lo que confirma la biodegradacion de las RF.

Kaplan y col. (1979) reportaron que la velocidad de descomposicion de la
lignina en suelo es de 2 a 15 % durante un mes y en cultivos axénicos con hongos
basidiomicetos de la podredumbre blanca de hasta el 7 %; por lo que la pérdida de

peso de estos polimeros sintéticos es mas lenta pero no despreciable.

6.4 Extracciéon y separacion de posibles productos de degradacion de la RF
utilizando HPLC

Al realizar la separacion de las RF del medio de cultivo y proceder a su
lavado transcurrido el tiempo de incubacién se percibié un cambio en la textura del
material y al ser sometido a agitacion vigorosa algunos de los trozos se frag-
mentaron totalmente (Figuras 21-24), por lo que el material se volvi6 mas fragil
después de estar en contacto con los HL lo que puede ser considerado como un
indicador del ataque fungal, aunque esto no demuestre que se trata de un proceso

de degradacion en términos del metabolismo.

Durante la degradacién de los polimeros de alto peso molecular por medio
de microorganismos es necesario primeramente obtener sus mondémeros para
poderlos mineralizar en el interior de las células. La mayoria de los polimeros son
demasiado grandes para pasar a través de las membranas celulares por lo que se
deben depolimerizar para poder ser absorbidos y biodegradados dentro de la
células. Se ha reportado que el crecimiento de algunos tipos de hongos puede
causar la hinchazén y la fractura del material conforme el micelio penetra en el
polimero solido y por la accion de las enzimas obtenerse los unidades mas

pequeias para poderse metabolizar (Shah y col., 2008).
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La hidrdlisis es la reaccién principal para iniciar la degradacién de polimeros
sintéticos y participan activamente enzimas extracelulares para crear grupos
funcionales hidrofilicos. De este modo, el aumento de la solubilidad en el medio de
los compuestos hidrolizados de menor peso molecular permite transportarlos al
interior de la célula para metabolizarlos internamente (Shah y col. 2008). Debido a
la complejidad de las RF dada por su estructura reticular unicamente con la
accion de enzimas extracelulares actuando sobre el polimero es que se puede
metabolizar y la hidrdlisis inicial se debe dar en el exterior liberando compuestos
solubles por lo que con la finalidad de extraer los posibles productos de
degradacion después de 30 dias de incubacion, la RF y el medio de cultivo
circundante se disolvieron en una mezcla acetonitrilo agua 1:1 y para detectarlos
se utilizo HPLC.

En los cromatogramas obtenidos (figuras 25 y 26) que corresponden a las
cepas P. chrysosporium 4521 y P. ostreatus 7992 se observaron picos nuevos a
2.4 minutos y un pequefio cambio en 2.8 minutos que no pudo resolverse en las
condiciones de elucion aplicadas, sin embargo, por los tiempos de retencién
deben corresponder a monémeros liberados de la RF. En el extracto de la RF
incubada en el medio de cultivo no fueron detectados estos picos por lo que su
presencia en los extractos que estuvieron en contacto la RF con el hongo es
atribuible a productos de degradacion. ElI cromatograma correspondiente a B.
adusta 7308 (figura 27) no presenté cambios, sin embargo, debido a la pérdida de
peso, los cambios observados en MEB y principalmente a persistencia del micelio
sobre la resina fue seleccionada para darle seguimiento en intervalos de tiempo

mas cortos y buscar los productos de biodegradacion para identificarlos.
6.5 Cinética de degradacion utilizando Bjerkandera adusta

Los cultivos fueron realizados en medio GMY solidificado con agar y se
incubaron junto con los controles para utilizarlos como referencia. La presencia de
la RF en el medio no tiene efectos de inhibicion en B. adusta 7308 ni afecta la

velocidad de crecimiento (figuras 28-32) por lo que se puede considerar que el
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proceso que se lleva a cabo es cometabolismo, es decir, la transformacion de un
compuesto llamado cosustrato, en este caso la RF, en presencia obligada de un
sustrato durante el crecimiento. El cosustrato no aporta energia, carbono o algun
otro nutriente y en consecuencia es incapaz de soportar la replicacion celular y
para ello se requiere del sustrato (Garcia y col., 2008). El fundamento de este
fendbmeno consiste en que las enzimas que posee un microorganismo
potencialmente degradador pueden no tener una especificidad demasiado estricta,
es decir, una misma enzima puede degradar distintos compuestos. De este modo
se iniciaria la degradacién de un compuesto que no sustenta el crecimiento del

organismo en cuestion.

Bajo este principio se realizo la cinética incubando la RF con el hongo B.
adusta 7308 durante 40 dias en periodos de 10 dias cada uno incluyendo los
controles para separar e identificar los productos de degradacion de las RF a

través de HPLC y GC-MS y medir actividad enzimatica que se presento.

Las extracciones se llevaron a cabo en los tiempos establecidos utilizando
una mezcla acetonitrilo-agua 1:1 con la finalidad de extraer los posibles productos
de degradaciéon solubles tanto polares como apolares generados tras estar en
contacto el hongo con la resina. EI mismo procedimiento se llevé a cabo en los
controles para utilizarlos como referencia. El proceso de centrifugacion y filtrado se
hizo con el propoésito de preparar las muestras para la inyeccion en los equipos de

HPLC y GC-MS para eliminar cualquier particula sélida suspendida.

La evaluacion de cambios visibles a través del microscopio Optico en los
plasticos es un método de prueba para demostrar el proceso de biodegradacion.
Los efectos usados para describirla incluyen cambios en la rugosidad de la
superficie, formacién de hoyos o fracturas, fragmentacién de la muestra, cambios
de color o formacién de biopeliculas en la superficie (Shah y col, 2008), por lo que
se utilizaron para percibir el efecto de B. adusta en los trozos de RF sometidos a

biodegradacion.
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Los trozos de RF extraidos se lavaron con agua corriente para eliminar el
micelio crecido sobre la superficie y secaron en estufa a 40° C durante 24 horas y
luego se observaron en el microscopio Optico utilizando el lente 10X Unicamente
ya que el grosor de la muestra impidié hacer un acercamiento mayor. La figura 34
muestra que el contacto B. adusta 7308 afecta la superficie de la resina con 40

dias de incubacion.

Este mismo comportamiento lo reportan Gusse y colaboradores utilizando
P. chrysosporium donde explican que la presencia de la hifa creciendo en todo el
trozo de polimero fue bastante obvia pero que la degradacién fisica fue mucho
mas evidente en las imperfecciones de la superficie y en bordes con cortes
irregulares u hoyos donde se concentré6 mayor cantidad de micelio produciendo
marcas similares las “cicatrices de viruela” en contraste con la superficie lisa y

suave de los controles colocados en el medio sin hongo.

El objetivo de utilizar HPLC en los extractos de la cinética fue Unicamente
comparar los cromatogramas de los controles con respecto a los extractos
obtenidos del crecimiento de B. adusta 7308 sobre la RF para demostrar
diferencias en la composicion que pueden ser interpretados como posibles

productos de la biodegradacion ya que se pretende identificarlos por GC-MS.

Para comprobar que la RF no aporta ninguna sustancia soluble al medio de
cultivo se realizé la inyeccidén de extractos en el equipo de HPLC tanto del medio
de cultivo como el medio de cultivo en contacto con la RF en el periodo mas
grande evaluado y el empalme de ambos cromatogramas demuestra que al ser
idénticos la RF es insoluble. Los cromatogramas de los extractos en funcion del
tiempo (figura 37) confirman que el contacto del micelio de B. adusta con la RF
produce sustancias que se segregan al medio y al no estar presentes en los
controles, las sustancias producidas deben estar relacionadas con el proceso de

biodegradacion de la RF (figura 38 y 39).

61



Q

Biodegradacion de resinas fendlicas usando hongos ligninoliticos

De los extractos acuosos anteriores se realizé una nueva extraccion con
cloruro de metileno para obtener una fase organica que pudiera ser inyectada en
el equipo GC-MS ya que se detectd la presencia de azucares residuales
procedentes del medio de cultivo. Los extractos de los controles no revelan
compuestos sobresalientes en el rango evaluado (Figuras 40-42) opuestamente se
tiene presencia de nuevos compuestos que varian con el tiempo (Figuras 43 y 44),
sin embargo, es posible que la doble extraccion no haya sido eficiente y se hayan

perdido sustancias importantes para su deteccion.

Para la identificacion de los principales compuestos separados se utilizo la
biblioteca NIST con que cuenta el equipo. De los compuestos identificados (figura
45) sobresale la presencia de alcohol veratrilico y veratraldehido. El alcohol
veratrilico es una sustancia producida por los HL utilizada como mediador para la
LiP y lo usa para oxidar lignina en estructuras con baja permeabilidad de las
paredes celulares en plantas vasculares y el veratraldehido es el producto de la

transformacion (Torres, 2003).

Ambas sustancias se detectaron Unicamente en los extractos de B. adusta
7308 en presencia de la RF por lo que se puede considerar que la resina induce al
hongo a activar su sistema enzimatico degradador de lignina que también se ha
demostrado estar involucrado en la degradacién de xenobidticos y que su
presencia es regulada por las condiciones del medio (Barr y col., 1992, Hammel y
col., 2008).

Es posible que otros productos generados por la accion enzimética de B.
adusta bajo las condiciones de extracciéon llevadas a cabo no se solubilizaron o
bien que ya hayan sido absorbidas por las células para metabolizarse
internamente por lo que no fueron detectados. También es posible que al tiempo
de la extraccion aun no se hayan producido debido a la complejidad de la
estructura y hasta este punto estén en proceso de formacion, ademas también

estd reportado que aparentemente, la mayor parte de la degradacion de
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xenobiobticos ocurre al tenerse unl crecimiento activo, durante la fase metabdlica

secundaria (Brown y col., 1989).

Una evidencia mas de que los HL tienen la capacidad de actuar sobre las
RF fue la determinacion de las actividades enzimaticas en los extractos acuosos
de los cultivos de B. adusta en contacto con la RF. Se determinaron las
actividades de las enzimas extracelulares LiP, MnP y Lac ya que esta reportada su
presencia en esta especie (Ward y col., 1991), sin embargo, la actividad Lac no

fue detectada.

Se ha demostrado que en presencia de H,O, y el alcohol veratrilico la LiP
regresa facilmente a su estado nativo protegiéndola de la inactivacion y ademas
acta como mediador de transferencia de carga en las reacciones catalizadas.
Durante el ciclo catalitico de la LiP, el alcohol veratrilico (VA) es oxidado al radical
cationico (VA™) el cual en presencia de sustratos apropiados es reducido de nuevo
a VA y esta listo para repetir el proceso (Ward y col. 2004) y ambos compuestos

fueron detectados en el GC-MS.

La MnP es otra enzima extracelular la cual no se une a reductores
organicos como otras hemoenzimas. Su actividad catalitica depende de la
presencia de Mn*? en el medio de reaccién. En este caso, el ion Mn*? acttia como
un mediador de bajo peso molecular el cual es capaz de oxidar diversas moléculas

organicas (Torres y col., 2003).

Es posible que la accion conjunta de ambas enzimas extracelulares sean
las responsables de los cambios fisicos observados en las RF aunque el

mecanismo de accion no haya sido determinado.

Brown y col. (1989), establece que los compuestos organicos pueden ser
biodegradables, cuando son transformables por mecanismos bioldégicos que
pueden conducir a la mineralizacion completa; persistentes, cuando no sufren

biodegradacion en un medio ambiente particular o bajo un conjunto de condiciones
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experimentales especificas; y recalcitrantes, cuando intrinsecamente son
resistentes a la biodegradacion. La mayoria de los compuestos naturales son
biodegradables, mientras que los fabricados por el hombre o xenobibticos pueden

ser biodegradables, persistentes o recalcitrantes.

Debido a que los productos quimicos xenobidticos han sido fabricados y
desarrollados en fechas muy recientes por el hombre, han estado presentes en el
medio ambiente durante periodos de tiempo comparativamente cortos. Esto
significa a su vez que las comunidades microbianas presentes en el ambiente
pueden no haber desarrollado mecanismos especificos para su degradacion. Sin
embargo, hay mecanismos posibles que pueden conducir a la biodegradacion
activa como por ejemplo los sistemas enzimaticos poco especificos en relacion a
Su unién con el sustrato por lo que es posible que las enzimas liguen sustratos
analogos a los naturales que contengan grupos funcionales xenobioticos. Si éstos
no alteran la distribucién de cargas del centro activo, es posible que la enzima
catalice su reaccion particular con el xenobidtico como sustrato. El éxito del
mecanismo “gratuito” como mecanismo biodegradador depende también de otros
factores tales como la capacidad del xenobiético para actuar como inductor y la

naturaleza del producto que se forma (Brown y col., 1989).

La estructura polimérica entrecruzada y la consistencia sélida e
impermeable de las RF son caracteristicas que dificultan la biodegradacion al igual
gue ocurre con la lignina que guimicamente es un polimero heterogéneo, amorfo y
altamente ramificado, por lo que ambos imponen restricciones para Ssu

biodegradacion y su tamafo impide poder ser degradados intracelularmente.

Kaplan y col., (1979) confirman una velocidad de descomposicién para los
polimeros de RF extremadamente baja por lo que son menos susceptibles a la
biodegradacion (Gautam y col., 2006) sin embargo, los hongos ligninoliticos tienen
la capacidad para mineralizar eficientemente la lignina ya que han desarrollado un
sistema enzimatico Unico y no especifico que funciona en el ambiente extracelular

por lo que es aplicable a polimeros. El mecanismo del sistema degradador de
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lignina estd basado en la produccion de radicales libres. Este mecanismo permite
que estas enzimas sean cataliticamente activas sobre una gran diversidad de
sustratos organicos. La enorme diversidad estructural de los contaminantes que
son degradados por estos hongos, les confiere un uso potencial en
biorremediacion de sistemas contaminados con este tipo de compuestos (Davila y
col., 2006).

En este estudio, el desarrollo de micelio sobre la RF, el cambio de color en
el medio de cultivo, la evaluacion de cambios visibles en la textura, pérdida de
peso, fragilidad, observaciones en microscopio Optico y en el MEB, deteccion
posibles productos de degradacién por HPLC y la determinacién de la actividad
enzimatica positiva para tanto de LiP como MnP en el cultivo de B. adusta 7308
en contacto con la RF son indicadores positivos de que las RF pueden
incorporarse como sustrato en el medio de cultivo de los HL y que son

susceptibles de biodegradarse aunque el periodo de tiempo es indeterminado.
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7. CONCLUSIONES

» La RF sintetizada en el laboratorio corresponde a la baquelita (demostrado
mediante espectrometria de IR); es un polimero solido termoestable con
estructura entrecruzada que lo hace muy resistente y es  considerado

como recalcitrante.

» Los espectros de IR confirman que se presentd el proceso de
polimerizacion ya que la estructura de la RF muestra los enlaces

caracteristicos.

» La RF no inhibe el crecimiento de los hongos ligninoliticos B. adusta 7308,
P. ostreatus 7992, P. chrysosporium 4521 y la formacién de biopelicula en
su superficie, los cambios en su textura, fragilidad, pérdida de peso son
indicadores iniciales de su biodegradacion.

» La observacion por microscopia optica de la RF, mostré que el crecimiento
de los hongos afecta la estructura de la resina, encontrdndose cicatrices y

fisuras en la superficie de la misma.

» Los cambios morfolégicos en la superficie observada a través de MEB
demuestra que estos microorganismos tienen la capacidad de biodegradar
este tipo de materiales recalcitrantes, a través del sistema enzimético
extracelular detectado (LiP y MnP) que es muy inespecifico y capaz de

actuar sobre este tipo de estructuras.

» La cromatografia de liquidos de alta resolucion demuestra la presencia
compuestos que pueden ser considerados productos de biodegradacion en
los extractos obtenidos de las muestras en contacto con B. adusta y que no

se presentan en los controles.
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» La GC-MS evidencia la presencia de alcohol veratrilico y veratraldehido en
los extractos con RF por lo que la resina induce a B. adusta a producir

alcohol veratrilico que es un mediador de la enzima LiP.
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8. GLOSARIO

Agar

Baquelita o

bakelita

Biodegradacién

Buffer

Catalizador

Cepas fungales

Cometabolismo

Cromatografia

Extracto coloidal gelatinoso extraido de las algas rojas de
géneros como Gelidium, Gracilaria, and Eucheuma usado
especialmente en medio de cultivo para microorganismos o

como agente gelificante y estabilizador en alimentos.

Nombre comercial de la primera sustancia plastica totalmente
sintética obtenida a partir de fenol y formaldehido, hombrada

asi en honor a su creador, el belga Leo Baekeland.

Transformacion catalizada biolégicamente de un compuesto a

formas mas simples.

Mezcla en concentraciones relativamente elevadas de un
acido débil y su base conjugada que tiene la propiedad de
mantener estable el pH de una disolucién frente a la adicion de
Cantidades relativamente pequefias de acidos o bases fuertes.
Sustancia que acelera una reaccién gquimica reduciendo la
energia de activacion de la reaccion sin sufrir ella misma

cambios permanentes durante el proceso.

Conjunto de especies de hongos.

Transformacion microbiana de un compuesto que no sirve

como fuente primaria de carbono y energia.

Técnica que permite la separacion de los componentes de una

mezcla por medio de una fase movil y otra estacionaria.
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Duroplasticos

Enzima

Esterilizar

Fenol

Formaldehido

Hifa

Son los polimeros entrecruzados que solidifican en forma
definitiva cuando se les aplica calor y presion durante el
moldeado, el recalentamiento no los ablanda vy si el calor
continda la pieza llega a carbonizarse directamente. También

se conocen como plasticos termoestables o termofijos.

Catalizador de naturaleza proteica que acelera reacciones

biolégicas especificas.

Método de control del crecimiento microbiano que involucra la
eliminacion de todas las formas de vida microscopicas,

incluidos virus, esporas y hongos.

CeHsOH. Cristales blancos; venenoso y corrosivo, funde a 43°
C y hierve a 182° C; es soluble en alcohol, agua, éter y otros
disolventes; se emplea en la fabricacion de resinas y
herbicidas y como intermedio quimico y disolvente.

HCHO. Es el aldehido més sencillo; es gaseoso a temperatura
ambiente y en solucion un liquido incoloro transparente,
venenoso, de olor picante; se emplea para fabricar resinas
sintéticas por reaccion con fenoles, urea y melanina, como
producto quimico intermedio, como liquido para embalsamar y

como desinfectante. Se denomina también formol.

Unidad individual de la forma de crecimiento filamentosa que

se compone de células alargadas en los hongos.
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Hongos

ligninoliticos

Incubar

Inocular

Lacasa

Lignina

Lignina
peroxidasa

Manganeso

peroxidasa

Hongos también denominados de la pudricién blanca de la
madera, comprenden un grupo de organismos con capacidad

para mineralizar eficientemente la lignina.

Favorecer el crecimiento de un microorganismo en condiciones

adecuadas.

Introducir un organismo en un medio favorable para que se

propague.

Enzima fenol oxidasa producida por los hongos ligninoliticos
que reduce el oxigeno molecular a agua, y a través la
utilizacion de ciertos compuestos redox puede ser capaz de
ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxidaciéon de

porciones no fendlicas de la lignina.

Polimero complejo insoluble en agua, formado por fenol y otros
mondmeros aromaticos. Se asocia con la celulosa y conforma

un material que fortalece la pared celular.

(LiP) Peroxidasa producida por los hongos ligninoliticos capaz
de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo
cuya actividad enzimatica depende del perdxido de hidrégeno
(H205,).

(MnP) Enzima hemoperoxidasas producida por los hongos

ligninoliticos que oxida el Mn®* P a la especie oxidante Mn®*.
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Medio de

cultivo

Micelio

Mineralizaciéon

Novolaca

Plastico

Polimero

Polimero

sintético

Resina

Resina fendlica

Mezcla de sustancias alimenticias artificiales preparadas en el

laboratorio en la que crecen los microorganismos.

Conjunto de hifas.

Transformacion biolégica de compuestos organicos a formas

minerales.

Resina fendlica que se obtiene mediante la reaccion de fenol y
formaldehido bajo condiciones acidas con exceso molar en
fenol. La relacién molar fenol-formaldehido es 1:(0.75-0.85) y

el catalizador empleado es el &cido oxalico.

Sustancia capaz de ser moldeada en formas variadas.

Macromoléculas que se producen por la union de cientos de
miles de moléculas pequefias denominadas monémeros que

forman enormes cadenas de las formas mas diversas.

Sustancias organicas de alto peso molecular que se sintetizan

a partir de sustancias de bajo peso molecular.

Sustancias naturales o sintéticas inicialmente liquidas que al
polimerizarse por métodos quimicos da lugar a productos

solidos de manera irreversible.

Polimero termoestable producto de la reaccion entre el fenol y
el formaldehido. Por la accion del curado solidifica de manera

irreversible.
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Resol Resina fendlica que se obtiene mediante la reaccion de fenol y
formaldehido bajo condiciones basicas con exceso molar en
formaldehido. La relaciéon molar fenol-formaldehido es 1:(1.2-3)

y el catalizador empleado es el NaOH.

Termoplasticos Polimeros de cadena lineal o poco ramificada que se ablandan

en presencia de calor y se endurecen cuando se enfrian.

Xenobidticos Compuestos quimicos sintetizados por el hombre que no

existian previamente en la naturaleza.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Medio agar dextrosa papa (PDA) Bioxon

Uso: Para cultivo e identificacion de hongos y recuento de levaduras.

Contenido:

Infusion de papa (solidos) 4 gr.
Dextrosa 20 gr.
Agar 15 gr.

pH final 5.6 £ 0.2

Mezclar 39 gr. del polvo en un litro de agua. Calentar con agitacién y poner a
hervir durante 1 minuto hasta lograr la disolucion completa. Esterilizar a 121° C

durante 15 minutos y distribuir en cajas Petri estériles.

Medio agar malta

Uso: Para aislar y cultivar levaduras y hongos.

Contenido:

30 gr. de extracto de malta BBL

15 gr. de agar BIOXON

Mezclar ambos componentes en buffer de fosfatos 100 mM pH 5 y aforar a 1 litro.
Calentar con agitacién y poner a hervir durante 1 minuto hasta lograr la disolucién
completa. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos y distribuir en cajas petri

estériles.

Medio glucosa levadura malta (GYM)

Contenido:

10 gr. de glucosa

2 gr. de extracto de levadura

3.5 gr. de extracto de malta

0.5 gr. de extracto de magnesio 7 H,O
0.1 gr. de pectona

0.1 ml solucién de sales’
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Mezclar todos los componentes en agua destilada para obtener un litro de medio.
"Solucién de sales

Para preparar un litro de solucion mezclar con agua destilada
5.0 mg. de sulfato cuprico

1.6 mg. de sulfato de manganeso (+2)

1.4 mg. de sulfato de zinc

2.9 mg. de cloruro de cobalto

Buffer de fosfatos 100 mM pH 5

Para 1 litro
Fosfato dibasico de potasio KoHPO4 0.106 gr.
Fosfato monobésico de potasio KH,PO,4 13.525 gr.

Ajustar pH a 5

Solucién de 4-aminoantipirina 2 % (P/V)

2 gr. de 4-aminoantipirina y disolver en 100 ml de agua. Se prepara diariamente.
Solucién de Ferricianuro de potasio 8% (P/V)

8 gr. de ferricianuro de potasio [K3sFe(CN)g] en 100 ml de agua, filtrar si se requiere
y almacenar en frasco &mbar. Se prepara cada semana.

Solucion de amoniaco 0.5 N

Diluir 35 ml de NH,OH y aforar a un litro con agua.

Buffer de acetatos pH5 100 mM

pK=4.76 densidad acido acético= 1.05 gr/ml P.M. &acido acético 60 gr/mol
purezal00% P.M. acetato de sodio 82 gr/mol

Para 1 L dissolver en 950 ml de agua

Acido acético glacial 2.1 ml Acetato de sodio 5.2 gr.

Ajustar pH y aforar a 1 litro.

Syringaldazina 0.8 mM en metanol

P.M. 360.37
Para 100 ml pesar 0.0288 gr y disolver en metanol. Aforar a 100 mi
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Buffer de succinatos 40 mM pH 4

Ac. Succinico P.M. 118.1
Para 200 ml pesar 0.9448 gr y disolver en agua desionizada, ajustar pH y aforar a
200 ml.

Alcohol veratrilico (3,4 dimetoxibencil alcohol) 40 mM

P.M. 168.19

Densidad 1.173 gr/ml

Pureza 96%

Para 50 ml diluir 300 pl en metanol y aforar a 50 ml.

Agua oxigenada H,O; para LiP (concentracion final 0.4 mM)

Preparar a una concentracion de 0.03% diariamente.

Para 1 mil:

Preparar 1 ml de peroxido de hidrégeno al 0.3% mezclando 10 ul de H,O, al 30 %
con 900 ul de agua desionizada. Luego tomar 100 pl de la mezcla anterior y
agregarle 900 ul de agua

Buffer de malonatos 50 mM pH 4.5 con sulfato manganoso
1 mM MgSO,

Acido maldnico P.M. 104.06
Pureza 99%
Para 100 ml pesar 0.52556 gr, ajustar pH a 4.5 y aforar.

Sulfato manganoso 4 H,O P.M. 223.06
Para 100 ml pesar 0.0329 gr de MgSO4 4 H,O y mezclarlo con el buffer de
malonatos.

Agua oxigenada H,O;, para MnP (concentracion final 0.1 mM)
Preparar a una concentracién de 0.01% diariamente.
Para 1 mi:

Preparar 1 ml al 1% mezclando 33 pul de H,O, al 30% en 967 ul de agua
desionizada. Tomar 10 pl de la mezcla anterior y agregarle 900 ul de agua.
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INTRODUCCION

Los tiempos modemnos se han caracterizado por
la gran produccion de materiales sintéticos que son
dificiles de degradar y son toxicos para 2l ambiente.
Con el fin de mejorar surendmm:erto, los compuestos
han sido disefiados especificamente para tener una

vida util ¥y no reaccionar con los productos
quimicos comunes (Levin vy Gaalt 1927). Ellos son
extremadamente estables y no facilmeante entran a los
aclosdedegndmondehbmﬁm La contamina-
cion ambietal por desechos de polimeros sinteticos
ha sido reconocida como un prodlema grave. Conel
fin de apoyar el desarrollo sustzntable en el mundo,
este problema debe ser atendido (Tkada 1999, Shimao
’Ml)deaqmmgehucendaddeesmdwhdzg:—
dacion de polimeros ya que ahora se necesita reducir
la cantidad de desechos que se generan por el uso de
los matenalss polimencos y su poca compatidilidad
con el ambiante (Cristan ef al. 2003). )

Dentro de la gran vaniedad de sinteticos
existente, 3 todos ellos se les puede clasificar en dos
grandes grupos con base a su comportamiento ante
el calor: los termoplasticos o termodeformables y
losdtnpllsn:osommoesnbles(SodM"OOO) Los
termoplasticos son los que experimentan cambios
reversibles ya que se ablandan en presencia del
alorysemenmmdoseenﬁ:mpaloqu

son susceptibles de ser reciclados; por otro lado,
los duroplasticos son aquellos que se solidifican en
forma definitiva cuando se les aplica calor y presion
duracte &l moldeado, el racalentamiento no ablanda
e3t05 matenales v si la aplicacion de calor continua
la preza llega a carbonizarse diractamente (Montalvo
2007). Las resinas consisten iniciaimente de moleculas
lineales pero por calentamiento forman irreversible-
mentemuddeenhces enmmndos produciendo

duro, fuerte y resistante al calor que un termoplastico
(Cnistan er al. 2003) y que despues de snfriarse no
puaden racuperarss para ransfonnacionss postariores,
por lo cual no son susceptibles para el reciclado.

A este grupo pertenecen las resinas fenolicas (RF)
las cuales se forman por policondensacion del fenol y
del formaldehudo. Estan conformadas por anillos aro-

maticos, unidos por el grupo metileno. Las uniones
del producto ocurren principalmente en la posicion
orto o para con los hidroxilos fenolicos. Poseen
L amplia variedad de aplicaciones. Su mercado
mas importante se centra en polvos de moldeo,
materiales de aislamiento termico y adhesivos enla
fabricacion de tableros aglomerados y conachapa-
dos. Esto supone ur consumo del 75 % del total de
las resinas fenolicas . El resto se destina
exdusxvmennahfabncmomdudhw\'ospanh
mdustria de tableros (Gardziella er al. 2000).

La descomposicion de los desechos de RF uni-
caments @5 posible realizando la incineracion del
material, ya que es muy resistente a la temperatura, pH
extremos, alta humedad, radiacion, corrosion y tiene
excelentes propiadades aislantes. Desafornmadaments
dp:mdemmmmmbuncmlmlo
qumalmmeshhuodegndma!
en la capacidad de los microorganismos de convertir
los compuestos complejos a sustancias elementales
¥ los contaminantes a ¢ 1o toxicos, sin
mbargohasnhacepocomasdemnmmnose
tem2 evidencia de su biodegradabilidad (Gusse er
ai. 2006). Dedido a la importancia de estos plasticos
enelmerudoyhmmnlmmdemdaechoses
Imperativo encontar sistemas biologicos capaces de
reciclar 2l ambiente 25103 COmMPpuestos coataminantes.

Los hongos lignimoliticos (EL), también llamados
hongos de la pudricion blanca de la madera tiznen
la capacidad de degradar la lignina La peculiar
uregularidad estructural del polimero de liznina
hace que estas enzimas se Caractericen por temer
mecanismos de accion poco espacificos que oxidan
105 anillos aromaticos constitutivos de dicho polmme-
ro. Las enzimas que participan 2@ 25t proceso son
Ia Lignina peroxidasa, la peroxidasa dependients de
manzaneso y la lacasa, una fenoloxidasa que contiene
pnncipalmente cobre en su sitio activo. El patron de
expresion de esas actividades enzimaticas depende
de los difersntes orgamismos y del medio en donde
se desarrollen.

La inespecificidad quumica y la intensa actividad
oxidante de estas enzimas les confieren una conside-
rable capacidad de degradar diferentes compuestos
Organicos con estructura similar a la de las unidades
mOonomericas que constituyen la lignina. Eatre los
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diferentes xenobioticos que pueden ser transfor-
mados por hongos basidiomicetos se encuentran
fundamentalmente plaguicidas, hidrocarburos aro-
maticos a)pireno, fenantreno, pireno, etc.)
compuestos organicos clorados (pentaclorofenoles,
cloroanilinas, bifenilos policlorados) azocolorantes,
etc. Este sistema ligninolitico. ha demostrado ser muy
versatil y atractivo para fines ambientales, porque
puede servir para eliminar diversos cortaminantes
dificiles de degradar (Solis 2003).

Existen escasos reportes referantes a la biode-
gradacion de la RF empleando microorganismos
(bacterias y hongos). Kaphnctal (l979)mslylm
l7spemsdehongos Labiodegradacion de las RF
ﬁnmyescmobtenzndopotcenujesdeann

% en un periodo de 35 dias. También ensayaron
Consorcios microbianos ¥ los porcentajes de biode-
gradacion fueron similares a pesar de que los tiempos
de degradacion se llevaron hasta 11 semanas, por lo
que ellos concluyeron que estas resipas son recal-
citrantes. Gusse et al. (2006) fueron los primeros
en reportar la biodegradacion de estas resinas por
medio de HL que estaban consideradas como no
biodegradables. El organismo que ha sido reporta-
do como degradador de estas resinas fepolicas es
Phanerochaete chrysosporium. Sundarapandiyan et
al. (2010) reportaron a Trametes versicolor como
unhongoapndzbmdegnduuskl’ pero ellos

utilizaron un producto comercial [lamado Basyntan

DI que es un condensado de fenol y naftol, el cual

#s soluble en agua y en este trabajo lograron redu-

ar la demanda 2 de oxigeno, la demanda

de oxigeno y el carbono orzanico total

en 76.66, 65.11 y 72.94 % respectivamente en un
periodo de ocho dias.

Elob)mdeemmbajoﬁndmomuunhzm-
do microscopia electronica de barrnido que los EL
tenen la capacidad de dezradar las resinas fenolicas.

MATERIALES Y METODOS

I Cepas fangicas

Se trabajo con las siguientes cepas de HL:
Bjerkandera adusta 7308, Pleurotus ostreans 7992,
Phanerochaere chrysosporium 4521, Sporotrichum
pulverulentum 4521, Trametes versicolor 8272,
Ganoderma applanty 8168, Irametes hispida 8260,
Trameres zonarus 8158, Trameres hirsuta 8165,
obtenidas de la Universidad de Alberta, del Mold
Herbarium (Edmonton, Canada). Todos los hongos
fueron mantenidos en cajas Petni con PDA de 4-7°C
v resembrados cada 60 daas.

II Simtesis de la resina

Para la sintesis de la RF se uso la formulacion
reportada por Saechtling (1995), la cual es represen-
tativa de los productos comerciales paro sin aditivos.
Se hizo reaccionar formaldehido y fenol en propor-
cion 1.25: 1 respectivamente en medio alcalino con
agitacion constante en bado de agua a 70 °C por
una bora. Se curo la resina a 100 °C por 24 horas;
seen&wyseﬁagmemoenuozospequms) se
lavo varias veces con agua destilada hasta elimipar
residuos de los reactivos. Los trozos obtenidos se
secarona 110 °C por 24 horas. Se registro el peso de
ndlmd!ellosyusmhmonpmmmmtos
a 121 *C con calor humedo.

III Ensayo de biodegradacion

La biodegradacion se realizo ea cajas Petn: con
agar-malta al 3 %. En cada caja se coloco un trozo de
RF previamente pesado y esterilizado y se inoculo
con 1 cm? de micelio cracido en PDA de cada una
de las cepas. El experimento se realizo por triplicado
¥ todas las cajas se incubaron a 28°C durante 200
dias, haciendo observaciones cada 30 dias. Como

igos e usaron cultivos de cada una de las ce-
pas fungicas sin resina y ademas la RF en PDA sin
hongo. Al final del periodo se recupero cada uno de
los trozos de RF, se lavaron y se secarona 110 °C
durante 24 horas.

IV Perdida de peso

Las muestras de RF s2 sometieron a un lavado con
acido clorhadrico 6 N por 12 horas con el objetivo
de remover el micelio del hongo que crecio dentro
de la RF, posteriormente se determing 2l peso seco
pana calcular el porcentaje de perdida de peso. Se
mcluyo un testigo (RF sin exponer al proceso de
biodegradacion y lavada con acido).

V Microscopia electronica de barrido

Se realizo la observacion de los trozos de RF
(como testigo se uso RF sin exponer al proceso de
biodegradacion) en el microscopio electronmico de
bamido (MEB), empleando un microscopio modalo
JEOL JSM-5900 LV En todos los casos se emplearon
los mismos aumentos (20-310).

RESULTADOS

El ensayo de biodegradacion se realizo durante
200 dias durante los cuales ss observo la tendencia al
crecimiento del micelio sobre la resina y cambios de
color en el madio de cultivo en Ja zona circundante a
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L2 XF v s compararon con o5 testizos. Daspuds &
10 dias de izmzubacion, las cepas Syerkandera adisre
7308, Plewrowus ostreatus 7992, Phanerochacte
chrysorporium 4321, Spavotrichum pulverulennom
4521 ¥ Trameres wrsicolor 8272, cukniszon teda L2
suparicie & La RF v 12 caja. Seevaie Ly velocidad
de crecimiont midisndo ¢l damezo del Z:lo &
crezimisneo del hongo tanto sz las cajas con v sin
XF, sin smbarge 12 23725 que contexzizn la resiza
preseztaron cambdics oo la colorazion &sl madic &
cultivo come se cbserva oz la Spura 1, por lo que
fuarez seleccionadas para cextinuar con &l exper:-
mento. En cambio en Camaderma applanty 8168,
Trametes fuspida 8260, Tramctes zonatus 8158 »
Trametes fursuta 8165 3] crecimiszte dsl mizelic
5@ detave o= los bordes de la RF. El trozo de KF
testigo gUe 5TUT0 = coxztacto com ol medio de
cultive st hozgo ne produro coleracion m: sufrie
cambics (Fig. 2).

1

Fig L Touge medke gaar mado el 3% con XF

Daspues de transcarrir 8l tismpo sstablecido
par: ol precesc de biodegradacion de BT com EL,
los Sragzaentes se sacazez dal mesdio de cultivoy se
las realizo ux= lavade donds se observazez cambios
svidentes o= su texrara (Fig. 3) v eu las propiedades
mecanicas deol marsrial ecasionzdo por &l comtacto
con el mucelio ¥a qus 2] agitar alzznos rozos vige-
rosamsnte o Eagmeztaron por coxplato (Fig. 4)

Fig 3 RF trtwle con Pleurotas anrestur 1992

Fig 4. RF tndnda cm Flacerochacte chriscaparnam 4521
deapoes del lavado y secubes

Postericrments las musstras ssleccionadas
fueroz observadas com ol MEB ¥ :e compararon
con 3l testigo qus preseno upa superScie lis: y
compacta (Fig. 5). La figura 6 musstra J2 2ccion
de 5. adusra 7308 sobze Ly RF donde se identih-
can zoz2s de degradacidn svidsztes. cOR reEiOnes
woteadas, reduccion graduzl del espesor, invasion
del mizslio scbrs 12 superficie v algunas facraras,
Las figura: 7 y § rovelan come £ ormrearus 7692
tazbiin afecte 12 estractura de la RE mod:fizande
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Fig. 8. Macregrafiy (MEB) de Iz RF tratadz con Plewrans

outreanus 7882

la superficte lisa de la RF. invasion del micalio y
formacien de fracturas.

Las figuras @ v 10 pra:entan la supericie de la
RF tmatada con P chrysssporium 4321, Estas mi-
crozrafias claramente muestran uc residuo claro =n
‘2 supericiz. penetracion del mucello en la resica v
formacion é= poros 2o la superficie que damussiran 2|
proceso de biodezradacion. Tramere: versicolsr 8272
formo surcos en la superficie da la rasima, iovasion
del micelio v zoras da dezradacion evidentes como
se musita 2¢ L2 figura 11

Fig 6. MiczograS: MEB) de la RF matada con HMierkundera
adusgs TIE

Y

'

wn‘!s : '/-
.

Fig. 9. Mocrozefi: (MEB) de 12 RF trataca coz P haserachaere
chAryranporium 421

-

La figura 12 musstra 22 supericie de 22 BF ma-
@ada con Sporomichum pulverwienmm <321 bastante
afectada por la accion d2l horgo dorde s2 puads apre-
ciar 2 formacion de poros ¥ la fractura del matznal
ocastonada por la biodagradacion

Fig. 7. Micoznafia (MES) de la BT tratada com Flessotus
csfreatus 7992
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Fig. 10. MicrognaSa (MEB) ds La RF tratadh com Fhunerochate
chryscaporium 451

Fig. 11 Mscrogradia

~ &CEB de la RF tratada com Jrametes
wersicalor 8272

Fag. 12. Macrogadia (MES) de 12 BT matade con Sporatrichum
pulverwlentus 432

El cuadro I presecta |l porcentaje promedio de
perdida da peso donde se pusde apreciar que despuss
del nempo transcurmrido 2l matenal de RF sometdo
2 biodezradacion por medio de los EL sufrs una
disminucion en todos los casos

CUADRO I PORCENTAJE DE PERDIDADE PESO

Cepe fungica ®cds cambio=D.E
Tesmzo (madic coz RF) 00 = 00
Bjerkandera adusta 7308 43 = 02
Plewoss oitreatu 7992 3.1 = 03
Phanerockaete chrysasporiom 4521 63 = 02
Spovotrichum pulveralennon 4521 18 = 01
Trameses wersioodor 8272 21 = 03

DISCUSION

Eatra los polimeros sinteticos mas antiguos v aun
exremadaments importantes s2 encuentran las RF
que sor insolubles y no pueden ser fundidas. Estas
propiedades han generado zran demanda por estos
polimaros tan resistantss pero tambien los hacen
exmemadaments dificiles de degradar (Gusse er al
2006). Cuando termina su vida util 52 convierten en
un desecho que s acumula porque oo se pueds reci-
clary consam:na el ambiente Debido a la mporancia
comercial y al problema ambiantal que gaparan 2:tos
compuastos surze la necasidad de buscar altermativas
pana su degradacion.

Debido a que un indicador inicial de la biodegra-
dacion de un material s el cambdio en suapanencia y
iamicroscopia se usa frecusntements para observar la
colonizacion microbiana v los cambios fisicos en los
materiales (Fedorak 2005), s2 desamrollo un ensayo
para demostrar la capacidad de los EL de degradar
RF usando microscopia electronica de barndo v se
encontro que 2| crecimiento de las cepas Bjertandera
adusta 7308, Pleurons ostreans 7992, Phanerochae-
te chrysosporium 4521, Sporotrichum pulveruientum
4521 y Tramezes versicolor 8272 ex madio azar-malta
con trozos de RF dio resultados positivos

Como t2stigo se colocaron trozos de resipa en 2l
medio de cultivo unicaments v s mncubaron en las
mismas condicionas que las muestras somatidas a
blodegradacion observandoss que la RF no genero
cambios en la coloracion del medio de cultivo (Fig.
1). En cambio, en las cajas que contenian RF y las
cepas de Bierkandera adusra 7308, Pleursmis ostrea-
tus 7992, Phanerschaete chysosporium 4321, Sporo-
trichum puiverulentum 4521 y Trameres versicolor
8272 hubdo crecimiento uniforme da micelio sobre la
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superficie de la resipa y se presento una coloracion
en &l medio de cultivo por debajo de la region donde
se coloco el trozo de RF (Fig. 1). Un segundo control
fue el cultivo de las cepas en el mismo medio de
cultivo pero sin RF y no hubo cambio de coloracion
lo que implica que los hongos ligninoliticos estan
relacionados con la ransformacion de este material
Estas cepas fueron seleccionadas para ser observadas
en el MEB.

Al realizar la separacion de las RF sometidas 2
biodegradacion se observo un cambio en su aparien-

cia fisica, especialmente en cuanto a la rugosidad
y fragilidad del material ya que al ser sometido 2
agitacion vigorosa algunos de los trozos se frag-
mentaron totalmente (Fig. 4). lo que pusde ser
considerado como un indicador del atague fungal,
aunque esto 0o demuastra que se trata de un proceso
de degradacion en terminos del metabolismo (Shak
et al. 2008).

A traves del microscopio elecronico de bamido
fue posible observar que las hifas producen zonas
moteadas, surcos v zonas de evidente degradacion
en la superficie de la RF que gradualmente van redu-
ciendo su espesor, formando poros o bien ocasionan

que los fragmentos colapsen y presenten fracturas
(Figs. 6-12) El crecimiento y la del mz-
celnsohehsupcﬁneyhpmnaonuculqm
encontrada o gensrada en la RF permite
considerar que las hifas juegan un papel importante en
&l proceso. En cambio, en la mestra testigo se observa
una superficie lisa, tersa y compacta. (Fig. §) Este
IMISMO COMPOTtamiento se r2pora Como macanismo
de degradacion de la lignina (Jemnings er al 1999)
por lo que debido a las simulitades en la composicion
demhosplmmspmdeprmmsempmcsode
degradacion semejante.
Crusse et al. (2006) reportaron la primera evi-
dencia de de RF con hongos de la
podmdnmbnbhnu mnaognfu
de MEB despues de 28 dias de incubacion con
Phanerochaere chrysosporium donde se aprecia la
degradacion del material (principalments debido al
numero de aumentos). Sin embargo, no es tan clara
como las Imagenes que se pressntan en esta mabajo
donde se muestra tanto el crecimiento del micelio
comoeldanoqueestzkausuhRF
Debido 2 la insolubilidad y el tamasio de este tipo
de polimeros, los microorganismos son incapaces de
el matenal directamente al interior de sus
celulas donde la mayoria de los procesos biogummicos
tienen lugar, por lo que primero excrefan enzimas
extracelulares las cuales rompen los polimeros fuera
de las celulas. Estas enzimas son demasiado zrandes

para pepetrar profundamente en el polimero, por lo
que actan solo en la superficie; por consiguiente la
biodegradacion de estos materiales es usualmente un
procesosupuﬁcnl (Muller 2003) como se observa
en las figuras 6-12

Labwdegndauonmpuﬁcnlpmdzsetexphada
por la accion de las enzimas lizninoliticas que poseen
los hongos de la podradumbre blanca que tienen a ca-
paadaddecmlnathdzgndacmdecmmams
usando un mecanismo de radicales libres mespeci-
fico. Cuandonnelxmesagregldoonmm
de su estado fundamental se vuslve muy reactivo
pemitiéndole dar o tomar electrones de otros com-
puestos. Esto provee la base de la inespecificidad de
1as enzimas y la capacidad de degradar xenobioticos
(Hamman 2004).

Sundarapandiyan er al. (2010) eacontraron que
Trametes versicolor logra degradar una resina feno-
lica (condensado lineal) soluble en agua, 2l hongo
produjo principalmente dos enzimas la Jacasa y una
polifenol oxidasa, que son las responsables de la
biodegradacion de ese polimero. Aunque la estructura
de este compuesto es similar a la RF utilizada en este
trabajo, el grado de enecruzamisnto &5 menor al
observado en el polmnero (RF) obtenido en nuestro
laboratorio, lo anterior sugiere que los hongos de la
pudricion blanca de la madera son capaces de bio-
degradar 25105 compuestos.

Er la cuadro I se presenta el porcentaje de perdida
de peso de las RF. Segun los resultados obtenidos
Phanerochaete chrysosporium es el hongo que pre-
sento la mayor perdida de peso. Esta informacicn
confirma que la presencia del micelio sobre laRF y
su metabolismo colaboran en su biotransformacion.
Kaplan et al. (1979) reportaron que la velocidad de
descomposicion de la lignina en suslo es de 2 a 15
% durante un mes y en cultivos axénicos con hongos
basxdmxemsdehpodmdnmbreblnadehamel

&, por lo que la perdida de peso de estos polimeros
smencosesmaslammnodespmg

CONCLUSIONES

Las RF son polimeros que presentan antrecruza-
miento de sus unidades polimericas lo que las hace
muy resistentes y estables, sin embargo la accion de
los hongos lizninoliticos sobre la superficie obser-
vada a traves de MEB demuestra que estos micro-
organismos tienen la capacidad de biodegradar este
tipo de materiales recalcitrantes dabido a que poseen
uR sistema enzimatico extracelular muy inespecifico
capaz da actuar sobre aste tipo de estructuras.
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Se han identificado otras cepas de HL que pue-
den biodegradar a las RF ademas de los hongos y2
reportados: Phanerochaete chrysosporium (Gusse
et al. 2006), Trametes versicolor (Sundarapandiyan
eral. 2010).

La comprension dal proceso conmibuira al desarro-
Lo de alzun proceso biotacnologico para el tratamiento
de polimeros de desecho como las resinas fenolicas.
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