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RESUMEN

Con el objetivo de obtener plasticos biodegradables a base de polisacaridos naturales
y polimeros sintéticos, se prepararon ua total de 10 formulaciones para elaborar membranas
plasticas por el método de extrusion. Se clasificaron en 5 grupos dependicndo de los
polisaciridos que contenian: Grupo | (Almidén), Grupo 2 (Quitina), Grupo 3 (Pululan),
Grupo 4 (Pectina), y Grupo 5 (controles, a base de 100% PEBD y 100% de EAA,
respectivamente). El contenido de polisacirido en estas membranas fue de 40%. Las
propiedades fisico-mecénicas de % de elongacion y fuerza de tension de estas membranas,
no fueron comparables con los comtroles; obteniendose membranas poco flexibles y débiles
para el grupo de almidon, suaves y débiles para quitina y duras y quebradizas para pectina.
El polietienglicol adicionado come plastificante el cual es biodegradable, incrementd
ligeramente ¢l % de elongacion en aquellas formulaciones que lo presentaron. Sin embargo
la biodegradabilidad de las membranas no se vio afectada por la presencia de este
compuesto. Las prucbas de biodegradabilidad se realizaron en tres sistemas: laboratorio, rio
y en suelo (2 diferentes fechas), midiendose por diferentes técnicas como pérdida en peso,
espectroscopia de infrarrojo, microscopia electronica de bamride y resonancia magnética
nuclear. Los resultados en laboratorio tanto para el consorcio LD-76 como para Serratia
marscesens, mostraron que los formulados del grupo de pectina (4), presentason la mayor
pérdida en pesa con 44.26% para el formulado 5 y 42.71 % para el formulade 8, a los 45
dias de exposicién con LD-76; 72.86% y 65.94% para F5 y F8, respectivamente, con
Serratia marscesens. Los resultados de rio, también indicaron que el grupo de pectina fue el
que presentd la mayor pérdida en peso con 71.92% para F8 y 67.25% para F35, a los 62 dias
de exposicion. En los experimentos de suelo el analisis estadistico indico que el formulado 3
del grupo de quitina (2), presentd la mayor diferencia de peso promedic durante el
experimento del periodo Euero-Mayo’94. Para el grupo 5 comrespondiente a los controles,
no se observod pérdida en peso en ninguno de los ecosistemas probados. Se encontrd alta
diferencia significativa entre los formulados con respecto a este parfimetro em los
ecosistemas probados. Se observé que la adhesién de los microorganismos a las membranas
no fue un requisito para que se presentara pérdida en peso. En cuanto a las propiedades
fisico-mecdnicas de las membranas después de exponerse n los diferentes ecosistemas,
generalmente el % de elongacion disminuyd y la fuerza de tension se incremento para ciertos
formulados mientras que en otros este parimetro disminuyd. Finalmente los andlisis de
espectrofotometria de infrarrojo mostraron la disminucion en la absorcion en las bandas
caractecisticas de (os grupos C-O y OH presentes en las membranas con almidén, asi como
¢n las bandas correspondientes a los grupos COOH para las membranas que contenian
pululan o pectina ademas del almiddn, y en la banda del grupo amida I para aquellas que
contenian quitina, no encontrindose disminucion en las bandas de absorcién de los grupos
C-H y C=0, correspondientes a los polimeros sintéticos. Los estudios de resonancia
magnética nuclear realizados a un formulado representativo de cada grupo corroboraron los
resultados de pérdida en peso y de especirefotometria de infrarrojo, en donde la membrana
del grupo de pectina perdié 86.38%, del 40% de carbohidrato que contenian todas las
formulaciones; la membrana del grupo de quitina perdid 86.25% y la de alniddn 80%,
durante & expetimento de rio.



ABSTRACT

Biodegradable plastics rnatrices were developed by blending synthetic polymers with
polysaccarides from renewable resources. A total of 10 formulations ( F1, F2,...F10) were
prepared, and thin plastics films were obtained using extrusion methods. Based on the type
of polysaccaride they contained, films were placed into five groups; starch, chitin, pullulan,
pectin, and countrols containing synthetic polymers without any polysaccharide. The
polysaccharide content in films were about 40%. Incorporation of polysaccharide generally
affected the mechanical properties, namely, % elongation and tensile strength of the films.
The effect varied somewhat epending on the type of polysaccharide used in the films. The
addition of polyethylene glycol, a biodegradable plasticizer slightly increased the %
elongation of the films. The biodegradability of each film was examined by exposing samples
to the laboratory cultures (LD-76 a consoctium of highly amylolytic bacteria and cultures of
Serratia marscesens) and in natural environments such as river and soil. The biodegradation
was measured by the loss of tensile properties and weight of films within a period of time,
and by measuring the loss of biopolymers in each formulation using FTIR (Fourer
Transform Infrared Spectroscopy), NMR (Nuclear Magnetic Resonance) and SEM
(Scanning Electron Microscopy). The film containing pectin, both formulations F5 and F3
suffered the greatest weight loss ranging from 42.71% -72.86% upon exposure to microbial
cultures for 45 days. The weight loss was always higher in formulation F5 incubated with
Serratia marcesens. A similar trend was observed in the river where pectin film formulation
F5 and F8 lost 71.92 and 67.25% weight respectively, in 62 days. In scil experiments,
however, films containing chitin (F3) showed sigaificantly more weight loss campared to the
others polysaccharide films. Additionally, the weight loss was more promunce during the
months of January-May 1994. The control films containing either pure polvethylene or
ethylene-co-acrylic acid dis not lose weight in any ecosystem studied. Tt was further
observed thet the adherence of microorganisms to the plastic surface was oot necessary for
film degradation. Consistent with the weight loss data, FTIR spectroscopy revealed loss of
absorbance bands characteristic of polysaccharides wn the films. These include, tor example,
by C-O and OH groups in stacch, COOH group in films with pullulan or pectin with starch,
and amide I cegion for films with chitin. The C-H and C=O bands contributed by the
gynthetic polymers remained unchanged, indicating no degradation. The NMR evaluation of
the representative sample for each polysaccharide film confirmed the weigth loss and FTIR
results, indicating that from 40% of polysaccharide content in the films exposed in the river,
the calculated Joss for individual polysaccharide was 86.38% for pectin, 86.25% for chitin
and 80% for starch, respectively.



INTRODUCCION

El desarrollo de la humanidad a través de los avances tecmologicos, ha traido por
consecnencia efectos negativos sobre Ia msma como 1a escasez de recursos no renavables y
la contaminacion del medio ambiente, entre otros. Sobre este Ultimo, uno de los problemas
es el incremento de la basura producida por los diferentes tipos de desechos come
consecuencia de los altos niveles de vida que ¢l hombre ha alcanzado. La persistencia en el
ambiente de productos a base de petroquimicos, especificamente los plisticos, es una gran
problematica de la sociedad wodema.

Una vez utilizados los plasticos, los desechos de estos Tepresentan un contaminante
en muchos ecosistemas, suelos, lagos y océanos. En estos ulttmos, existen reportes de
diversos dafios y muertes en animales como aves y mamiferos marinos, estimindose que um
30% de los peces en los océanos del mundo tienen pedazos de plistico en su estomago, el
cual mterfiere con su digestion (Bade y Wick, 1938; Breslin y Swanson, 1993; Andrady
et al, 1993).

Por otra lado, durante las ultimas décadas ha habido un continuo incremento en la
elaboracion de productos a base de plasticos utilizados principalmente para el empaque de
diversos productos (en 1938, cerca del 30% de las 51 billones de libras de plastico
producidas en EUA, se utilizaron para este fin). Esto ha traido como comsecucucia un
incremento inherente en la cantidad de desechos plisticos, los cuales afectan la composicion

en la relacion volumen:peso de la basura (Huang et al, 1995; Corti f al, 1991),



Ls problematica que se plantea, es la elevada produccion de plasticos en sus diversas
formas debido a la alta demanda y acummlacion de estos productos en el medio ambiente. Se
podria decir que los factores que han originado el estudio de esta problemitica som el
incremento los precios y la disminucion en los abastos de petrdleo, aunado a las
necesidades de productos mas aceptables desde un puato de vista ambiental

Entre las soluciones propuestas para reducir el impacto ambiental de los desperdicios
plasticos se incluyen: la reduccion de su uso, el reciclaje, 1a incineracion, el composteo y 1a
degradacion ambiental Esta ultima se refiere a la fotodegradacién o ataque por radiaciones
ultravioleta y a la biodegradacion o ataque por microorganismos (Huamg ef al, 1995;
Ianuotti ef af, 1990).

Sobre este Gltimo punto las investigaciones se han abocado a la busqueda de
materiales que presenten las principales caracteristicas de los plasticos pero que no sean
dailinos al ambiente, asi es como surgen los llamados “plasticos biodegradables”.

La introduccion de polimeros naturales dentro de matrices poliméricas sintéticas v el
procesamiento de estas para dar como producto final wn plistico, fueron las bases del
desarrollo de los plisticos biodegradables.

Investigaciones realizadas principalmente en EUA, [levaron a la elaboracion de
diversas formmlaciones a base de polimeros sintéticos y almidon como componente
biodegradable. Para EUA, el almidon es un producto agricola barato (10¢ /libra) (Swanson
et al, 1993); el uso de esta materia p@, ademas de contribuir a la dismmucién de las

problemas de contaminacion causada pos los plisticos sintéticos, podria reducir ea el futuro



la aecesidad de importacion de petrdleo por este pais 0 permitir conservar este reCUrso no
reaovable para otros usos (Pennisi, 1993).

El almidén fue utiizado debido a sus propiedades fisicoquimicas y a la
sobreproduccion de maiz que se presentd en la década de los 70’s en EUA. Sin embargo,
existen otros polisaciridos naturales relacionados con el almidén que presentan um potencial
para la elaboracion de estos productos debido 3 su naturaleza quimica y biologica, como
cjemplo se encuentran la cehulosa, lignma, pectina, pululan y quitina; polisacaridos que
algunos casos son considerados contaminantes por su acumulacion et ¢l ambiente, ya que no
se les ha dado un uso practico (Murray y Hattis, 1978).

La celulosa es el polisacarido principal de muchos materiales en diversas industrias
como papel, y fibras de origen vegetal. Tanto ¢l almidon como 12 celulosa san polimeros con
la misma unidad constitutiva, ghucosa; sim embargo las peculiaridades individuales de las dos
moléculas permiten un ataque microbiano mas ficil hacia la primera mientras que la otra es
mis resistente a la descomposicion microbiana y enzipatica, ademas de estumular
poblaciones completamente diferentes (Koch y Roper, 1988).

En el caso de la lignina, es un compuesto complejo de unidades aromaticas que se
encuenira en la pared celular de algumos vegetales en imtima relacion con la celulosa, su
variabilidad estructural le couficre una velocidad de degradacion mis lenta que la celulosa en
Is maturaleza y aunque existen microorgansimos capaces de utilizarla sus caracteristicas
fisicas no aseguran su capacidad de incorporacion dentro de matrices plasticas.

Por otro lado, la quitina es un polisacarido cuya unidad bisica es un aminoazicar



que proporciona la fuerza rmecinica en los organismos que Ia poseen. Este compuesto es
similar a la celulosa reemplazado por una unidad de acetilamina. El alto potencial de los
polimieros de quitina para numergsas aplicaciones ha recibido poco reconocimiento,
embargo actualmente el tuterés en este compuesto se ha mcrementado. Dentro de los usos
potenciales se ha estudiado como suplemento alimenticio, purificador de desechos
mdustriales, recuperacion de proteinas, reductor de colesterol, acelerador de crecimiento en
plantas y en la elaboracion de membranas biodegradables (KKnorr, 1991),

El pululan es un polimero linesl compuesto de uaidades de maitotriosa entrelazadas
por enlaces alfa 1,6; este polimero se encuentra en las capsulas del hongo Aurobasiditon
pullulans y algunos otres microorganismos y es producido como un metabolito secundario
(Mayer et al, 1990). Son pocos los trabajos realizados acerca de las posibles aplicaciones de
este polisacarido, sin embargo su estructura quimica lo propone como un buen candidato en
la elaboracién de compuestos biodegradables.

En el caso de la pectina, su estructura quimica consiste en cadenas largas y complejas
principaimente en la forma de unidades de icido poligalacturénico. Es uno de los
polisaciridos mas importantes usado en la ndustria alimentaria, es extraida de los desechas
solidos que provienen principalmente de la mdustria juguera, tales como el bagazo de
manzana y cdscara de frutos citricos, especificamente el limén. Desde un puato de vista
economico y debido a la gran diversidad de usos actuales y potenciales de la pectina, su
mercado es sumamente amplio, sobre todo aqui en México donde contamos con frutos de
poca explatacion comercial y cuyo contenido de pectina son comparables con los del lunon

(Monroy ef al, 1990).



IMPORTANCIA

El impacto ecoldgico que tendria la fabricacién y utilizacién de plasticos
biodegradables a base de polisacaridos seria de gran beneficio para disminuir los problemas
de comtammacian, ya que se estima que los pldsticos recalcitrantes se acumulan en el medio
ambiente 3 una velocidad de 25 millones de toneladas por afio y sunque no se conoce el
tiempo requerido por estos compuestos para su total mineralizacion a CO;, se supone que el
uso de plasticos biodegradables dismimuiria la contaminacion por estos productos en un
20%. Por otro lado, la demanda de petrdleo por el sector imdustrial que elabora estos
productos dismunuiria sobre todo para aquellos paises cuya situacion geografica los obliga a
importar este recurso no renovable.

Ademis, una reduccién en el volumen del componente plastico en los desperdicios
solidos muunicipales, puede promover la capacidad adicional en dichos basureros para el
manejo de otro tipo de desperdicios. Por ultimo, 1a explotacion del potencial que brindan
materias primas de origen natural como ia pectina, pululan o quitina para la elaboracion de
plasticos biodegradables, crea una perspectiva al manejo de este tipa de materiales, los
cuales son abundantes en nuestro pais y cuya aplicacion no esta totalmente explotada.

La mayoria de los polimeros que se encuentran en ¢l mercado se sintetizaron debido
a la demanda de productos con propiedades mevas y mejoradas. Los métodas para obtener
nuevos polimeros y mezclas, asi como la investigacion sobre sus estructuras y propiedades
originan temas de estudio muy interesantes, pero el uso de estos materiales en productos

comerciales constituye 1a fuerza motriz de estos avances.



El presente trabajo esta dirigido & la elaboracion de materiales biodegradables a partir
de recursos naturales renovables, que presenten caracteristicas plasticas.

De los polisacaridos seleccionados para el dasarrollo de este trabajo el almidon es el
nico que ha sido ampliamente utilizado y pocos reportes existen sobre el uso de pululan y
guitosan para elaborar membranas; sin embargo, no existen reportes sobre el uso de pectina
y tampoco sobre el uso de mezclas de almidon con estos polisacaridos para la elaboracion de
plisticos biodegradables. Por lo tanto la originalidad del presente trabajo radica en la
miegracion de estas mezclas para elaborar membranas biodegradables.

En base a esta problemitica antes planteada se propuso la siguiemte hipotesis y los

siguientes objetivos para el presente trabajo:



HIPOTESIS

“Es posible formular plisticos biodegradables a partir de al menos uno de los siguientes
polisacanidas: quitma, pectma, pululan, mezclados con almidén y polimeras sintéticas como

PEBD y EAA, los cuales presentarin susceptibilidad de biodegradacion”.
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
= Evaluar el potencial de polisacaridos naturales como quitmna, pectina y pululan para
elaborar plasticos biodegradables al meaclarse con almidon y polimeros sintéticos como

PEBD y EAA.

OBJETIVOS PARTICULARES:
- Elaborar diversas formulaciones de plasticos biodegradables a partir de almidon-( quitina,

pectina, pululan ) utilizando el método semiseco de Otey.

- Probar [a biodegradabilidad de los plisticos elaborados en el punto anterior a nivel de

laboratorio utilizando microorganismos especificos.

- Probar la biodegradabilidad de las membranas plasticas ¢labaradas, a nivel de campo (rio y

suelo).



ANTECEDENTES

QUE SON LOS PLASTICOS.-

Podemos defirir a un plistico como aquel material que se fabrica a partir de un
polimero {obtenide del petrdlec), por lo general baciéndolo fluir bajo presion (WittcolT y
Reuben, 1985; 1987).

Las plasticos son tipicamente ligeros y quimicamente inertes y pueden ser fabricados
para ser rigidos, flexibles ¢ impermeables. Como resultado de estas caracteristicas, los
plasticos han reemplazado al papel, vidrio y metal en muchas aplicaciones; ademais, estos
tienen vma larga vida y son resistentes a la degradacion en ambientes naturales (Breslin,

1993).

POLIMEROQS ESTRUCTURA, PROPIEDADES Y APLICACIONES.-

Los polimeros se producen por la unién de cientos o miles de moléculas pequefias
denominadas mondmeros que forman emormes cadenas de las formas mas diversas. Los
materiales como el polietileno, el policloruro de vinilo (PVC), el polipropileno y otros que
contienen una sola unidad estructural, se llaman homopolimeros. Los copolimeros como el
copolimero de etileno y icido acrilico, contienen varias unidades estructurales. Estas
combinaciones de monomeros se realizan para modificar las propiedades de los polimeros y

lograr nuevas aplicaciones. Los polimeros contienen dos regiones una cristalina y otra
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amorfa, en la region cristatma, las cadenas estin dobladas varias veces en zigzag y alineadas
formando las regiones [lamadas cristahitos; las amorfas, las cadenas s¢ enmarafian sin
presentar un ordenamiento.

La copolimerizacion en general destruye la regularidad estructural y baja el grado de
cristalinidad. Se usa industrialmente para reducir la temperatura de fision de poliésteres y
poliamidas que se usan en adhesivos de fusion en caliente.

Los plastificantes son sustancias que se agregan a los polimeros para iumpartirles
mayor flexibilidad Los mas comunes son los ftalatos. Si se mcorpora un plastificante 3 un
polimero cristalimo, se reduce su cristalinidad, se vuelve mas flexible y se reblandece a menor
temperatura. El plastificante actiia como un separador de cadenas de los polimeros (Barron,

1989).

El polietileno es el polimero de mayor importancia comercial y esto se atribuye a:
- Su bajo costo, por lo barato de la materia prima y el alto nivel de produccion,

- Su baja polaridad, que lo hace tener exceleates propiedades eléctricas.

- La facilidad de su procesamiento por técnicas muy variadas.

- Sus aceptables propiedades mecanicas.

- Su baja absorcion de bumedad.

Existen tres clases de polistileno basicamente:

El de alta densidad, el de baja densidad y ¢l lmeal de baja densidad.
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Los dos primeros son homopolimeros y ¢l Gltimo es un copolimero del etileno con otros
mondmeros.

-El polietileno de baja densidad:

Este término incluye a los polietilenos ramificados con densidades de 0.91 a 0.93, grados de

cristalinidad de 50 a 70 % y temperaturas de fusién entre 100y 110° C.

Las aplicaciones mas importantes de los polietilenos de baja densidad son:

-55% se procesa en forma de peliculas principatmente bolsas y empaques para alimentos,
para usos apricolas como acolchado, cubiertas para invemadero, asi como pars
impermeabilizar canales y depositos de agua.

=10 a 15% se ocupa para hacer una gran variedad de articulos moldeados

-15 a 20% se usa para aislar cables y alambres eléctricas.

- ¢l resto se extrae para lammarlo con papel, carton, hojas metalicas o se coextruye con

otros plasticos.

-Copolimeros de Etileno:

Copolimerg de etileno con daido acrilico (EAA):

Para reducir la demanda de materiales con buena adherencia a los metales se han
desarrollado los iondomeras, es decir copolimeros del etileno con acido acrilico. Lo que les
imparte la propiedad de adhesividad es la porcian de 4cido acrilico; la resistencia quintica y

térmica de estos productos, es ligeratvente nferior a la de los homopolimeros del etileno.



Las aplicaciones del copolimero de etileno:

-Aislamiento de cables

<Recubrimiento de tuberia de aceto

-Coextrusion de peliculas

-Peliculas para empaque

-Sellos plasticos para bebidas

-Mezclas de polimeros: Los polietilenos son incompatibles con polimeros polares, como son
la mayoria, el problema se resuclve empleando copolimeras de EAA

-Espumas

-adhesivos de fusion en caliente (Barrén, 1989).

PRODUCCION Y PROBLEMATICA DE LOS PLASTICOS.-

Los plisticos recalcitrantes se acumulan en el medio ambiente 2 una velocidad de 25
millones de toneladas al afio; s¢ ha reportado que la mayoria de los plisticos permanecen
mds 0 menos sin cambio en los basureros hasta por dos décadas, esto debido a su alto peso
molecular, estabilidad quimica y su relativamente bajo radio de area de superficie:volumen
que lo hacen menos factible al ataque microbiano (Lee ef af, 1991).

Durante 1987, en EUA el sector agricala utilizd 125 billones de libras de polietileno
por aiio aproximadamente, destmadas para cubiertas de cultivos en cosechas de alto valor

como vegetales, frutas y flores; ya que la cubierta na puede reutilizarse ¥ no ¢s degradable,
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debe ser removida y desechada 2 un costo de 100 dls. por acre aproximadamente (Swanson
et al, 1987).

Para 1988 en E.U.A. los plisticos comprendieron cerca del 8% en peso dentro del
total de los desperdicios mumicipales y ocuparon un 18% del volumen de estos desperdicios
solidos en los basureros (Breslin, 1993).

En Estadoes Unidos los desechos sdlidos muaicipales alcanzan un promedio anual de
160 millones de toneladas métricas (U.S., EPA, 1988) y aunque los plisticos consisten ¢n el
7-11% en peso la baja densidad de estos productos origina que ocupen de un 25 a un 30%
del volumen de los desechos sdlidos muwicipales (Andrady ez al, 1993).

En Europa Occidental, los desechos plisticus representan solo del 15 al 20 % del
total de los desperdicios, y los plasticos utilizados para empaque son la fuente de solo el 30
al 40 % del volumen total de los desperdicios plasticos. Los plisticos mas utilizades son
polietileno (ca §0%), palipropileno (ca. 13%), poliestireno (ca. 10%), PVC (ca. 10%) y PET
(ca. 5%). La immcompatibilidad entre estos diversos polimeros es una fuente de muchos
problemas para su posible reciclaje.

La composicion promedio de los desperdicios nmnicipales en Europa es: papel y
cartom 25%, vidrio 10%, plasticos 7%, desechos orginicos 30%, metales 8%, textiles 10%,
varios 10%. Los posibles sittos para rellenos sanitarios estan saturados y es cada vez mas
dificil abrir nuevos lugares. Las soluciones que ellos han propuesto son: reducir el uso de
plasticos para empaque, promaver materiales reciclables y recuperacion de emergia por
mcmeracion, usar materiales degradables y esencialmente biodegradables como papel o

nuevos plisticos desarrallados (Breant y Aitken, 1990).
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En Estados Unidos de Norteamérica, el método mis comin para ¢l mancjo de
desechos son los rellenos sanitarios (95%) y la incineracion (5%). En Japon, 70% de la
basura es incinerada, En Europa Occidental, mis del 50% es incinerada con la finalidad de
utilizar la energia calorica generada, sobre todo de los plasticos (Johnson, 1987).

Los requerimientos especificos de aperacion en los rellenos sanitarios, ¢onsideran
que la mejor velocidad de degradacion para plisticos utilizados para empacar es de dos
aiios. Dentro de este marco de tiempo, tales materiales podrian perder su integridad para
hacerse porosos y quebradizos.

Para la Industria del Plastico en EUA, la produccién anual de plasticos podria crecer
de 55 billones de toneladas anuales a 76 billones para fines del presente siglo. Mis de un
millon de aves marinas y aproximadamente 100,000 mamiferos marinos mueren cada afio
por ingestién de plisticos o por estrangulamiento con desechos de los mismos (Wirka,
1988).

El dafio ecoudmico que los plisticos representan para la mdustris turistics,
especificamente en playas, es también considerable. En un estudio de campo que implicd 3
horas de limpieza de una extensidn de 157 millas de playa en Texas en 1987, se colectaron
31,773 bolsas de plastico, 30,295 botellas de plastico, 15,631 anillos para six-pack, 28,540
tapas, 1914 paiiales desechables y 7460 botes para leche (Wirka,1988),

Solo en el Estado de Nuevo Leén, México, se desechan alrededor de 2,000 toneladas
de plastico anualmente en forma de paiiales desechables (Martinez y Dieck, 1994).

En el area metropolitana de Monterrey se producean al dia alrededor de 2000

touneladas de desechos domésticos y 4500 toneladas de desechos industriales, que por su
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inadecuado tratamiento provocan daifos irreparables al ambiente y & la salud de la poblacion
(Rizzo et al, 1995).

El valumen de ventas mternas de petroquinmcaes, especilicamente polietileno de baja
densidad en México, para 1992, fue de 327,310 toneladas con un valor de 759,784 miles de
nuevos pesos. En 1994 el volumen de produccion especificamente de bolsas de plastico fue
de 7 193 toneladas con un valor de 69 852 miles de nuevos pesos (Censos Econémicos,

INEGL 1994).

PLASTICOS BIODEGRADABLES.-

Que es Biodegradable?

Muchas reuniones y congresos se han llevado a cabo para resolver la confusion sobre
las diferentes terminologias acerca del significado de biodegradacion y establecer
definiciones asi como estandares avalados por la Sociedad Americana para Materiales y
pruebas (ASTM). En uno de estos congresos se distmgue entre plasticos bidegradables,
aquellos plasticos que han suftido un cambio significativo en su estructura quimica bajo
condiciones ambientales especificas, resultando en la pérdida de algunas propiedades;
plasticos biodegradables, auellos en las que la degradacion es resultado de la accion de
mICrO0rgannismos que se encuentran en la naturaleza tales como bacterias, hongos y
actinomicetos; plasticos fotodegradables, en los que la degradacion resulta de la accién de la
luz solar y plisticas degradatles por hidrélisis, en los que la degradacion, como su nombre

lo dice resulta de la hidralisis (Narayan ef af, 1991). Una definicion mas actualizada sobre el
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término de biodegradacion menciona que es el proceso en el cual material polimérico es
desintegrado o reducido a pequedas particulas o moléculas por organismos ¢ sus enzimas,
de tal manera yue el carbon contenido en el material fmalmente retorne 2 1a biosfera
(Gordon et al, 1996).

La historia de la biodegradacion es relativamente reciente y los esfuerzos para utilizar
material biodegradable se ha incrementado en respuests a la concientizacion ambiental

La presencia de plisticos en hibitats de la vida silvestre, tanto en tierra como eu el
mar & inducido a los ambientalistas a demandar soluciones por parte de la mdustria del
plastico. Las soluciones propuestas son reciclaje, incineracion, y degradacion ambiental. Esta
ultima se refiere a la fotodegradacion o ataque por radiacién uliravioleta, y biodegradacion o
ataque por mucrobios. La biodegradacion de un material polimérico es debido al ataque de
microbios como bacterias y hongos via enzimitica. Fl resultado es pérdida completa de la
integridad estructural como resultado del decremento dristico en el peso molecular.

La primers generacion de materiales biodegradables consistid en mezclas de
polimeros con fuentes naturales de alimentacin como el almidon, El segundo intento se
concentro en la insercién de grupos funcionales tales como enlaces éster sobre la estructura
base polimérica, siendo estos grupos susceptibles al ataque microbiano. El tercer avance es
el desarrollo de materiales como el polihidroxibutirato (PHB) que son naturalmente
sintetizados por bacterias creciendo dentro de fermentadores. Estos ultimos pueden ser
cousiderados como verdaderamente biodegradables. Las aplicaciones de estos materiales es

muy grande, desde aplicaciones médicas comw implantes de cirugia y de soportes para
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drogas de hiberaciém prolongada, hasta aplicaciones agricolas tales como acolchado, y
muchas aplicaciones tradicionales de empaque,

Las tres principales clases de plasticos biodegradables corresponden a tres estados de
desarrollo. El primero, som mezclas de polimeros com aditivos que som ripidamente
consumidos por microorganismos. El ejemplo clasico de esta clase de materiales es el uso de
mezclas de almidon con polictileno para la fabticacién de bolsas biodegradables (Otey y
Waesthoff, 1984). Las principales ireas de mvestigacidn se han concentrado en la
determmacion de agentes que hagan compatibles los componentes de las mezclas y en los
parémetros de procesamiento.

La segunda clase de muaterial son polimeros sintéticos cou grupos vulnerables
susceptibles a la hidrolisis por ataque microbiano. Un ejemplo es la policaprolactana, usada
en la fabricacion de almacigos en agricultura. Diversas investigaciones han sido dirigidas
también sobre fibras de poliadipato de tetrametileno, cepolimeros de polietilensuccmato y
polietilenglicol, y copolimero de politetrametilglicol y polietilensuccinato. Termoplasticos
biodegradables a base de copolimeros de icido lictico han sido sintetizados para uso en
aplicaciomes marinas y biomédicas (Lee ef al. 1991).

La tercera clase de material son polimeros que se encuentran comunmente en la
naturaleza, su existencia se conoce por mas de 50 afios. Polhidroxibutirato (PHB), fue
descubierto primeramente por Lemoigne (1927), como um depdsito de fiiente de carbono
dentro de ciertas bacterias durante la fermentacion en medio ambiente deficiente de un

nutriente vital , como lo son el nitrogeno, fosforo, azufre, u oxigeno. De esta manera este
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microorganismo puede producir mas del 80% de su peso de PHB cuando su crecimiento
esti artificialmente limitado (Holmes oz al, 1988).

PHB es verdaderamente biodegradable, y puede ser atacado por una gran variedad
de microorganismos. Las aplicaciones de este material son muy amplias en el area
biomedica, de empaque y campo agricola, Otro biopoliester de esta clase es el
hidroxipentanoata, también conacido como 3-hidroxivalerato (PHV). Este es producido
alimentando ciertas bacterias como Alcaligenes eutraphus con substratos de carbono
especificos como acido acético y propidnico en un medio deficiente en nitrogeno o fosforo.
El area principal de investigacion se ha concentrado en morfologia, cinética de cristalizacion
y propiedades mecanicas. Aunque los métodos de fermemtacién y extraccién se ham
perfeccionado recientemente, la determinacion de pardmetros de procesamiento y altos

costos de praduccion son problemas que tienen que resolverse.

Para que la biodegradaciom pueda ocurrir, los siguientes prerrequisitos generales deberan
presentarse:

1.- Presencia de microorganismos tales como hongas, bacterias, actinomicetos, etc.

2.- Presencia de oxigeno, humedad, y mutrientes minerales.

3.- Rangos de temperatura de 20 a 60° C dependiendo del tipo de microorganismo y

4-UnrangodepHde 5a 8.

Las aplicaciones de los polimeros biodegradables se¢ han enfocado en tres areas

principalmente: medicina, agricultura, y empaque de productos de consumo. Algunos de
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estos han resultado en praductos comerciales. Debido a su naturaleza especializada y a su
mayor valor unifario, las aplicaciones meédicas se han desarmrollado mas ripido que las otras
dos.

Aplicaciones Médicas: Se han desarrollado implantes quinirgicos en cirugia vascular
y ortopédica, como implantes de matrices para colocar drogas dentro del cuerpo para una
liberacion lenta y controlada; suturas quinirgicas absorbibles, y para uso en ojos. La veataja
de estos productos es el evitar la cirugia de remocion (Potts, 1978).

Aplicaciones Agricolas: Probablemente la mayor aphicacion comercial de polimeros
degradables es el uso de polimeros de formaldehido-urea en fertilizantes de liberacion lenta,
los Cuales tambicn se utilizan en ia formmlacion de alimentos balanceados en acuacultura con
Ia finalidad de dar mayor estabilidad al granulo en el agua y evitar su desmoronamiento antes
de ser consumido por el animal (Cruz, 1996, Comuaicacidn personsl). Se cree que un
mercado potencial grande existe para los contenedores biodegradables, para transplantar
flores anuales, vegetales y arbustos ornamentales.

Aplicaciones para plasticas para empague: Debido al gran incremento en el uso de
membranas y recipientes de plistico para productos desechables, el uso de plisticos
biodegradables se ha mcrementado rapidamente. Mezclas de polietileno con almidon han
tenido un gran éxito en el mercado. Los plisticos biodegradables son deficientes en las
prapiedades requeridas para la mayoria de las aplicaciones que implica empaque y son mas
caros que los usados cominmente. sin embargo, estudios mas profundos son necesarios para

ganar mas mercado para los plasticos biodegradables.
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El uso de mezclas a base de alnnidon es una realidad comercial debido al bajo costo y
gran disponibilidad del almidén. Varias dificultades em cuanto al procesamiento deben
resolverse ain. En base a mvestigaciones realizadas sobre estos plasticos, se ha demostrado
que la velocidad de degradacion es bisicamente una funcion de la estructuras y el medio
ambiente. Sin embargo, hay que reconocer que las presentes aplicaciones de plasticos a base
de alomdon son atn relativamente limitadas y mo figuran del todo en las areas que no sean de
empaque ¢ medicas. El futuro de los plasticos biodegradables claramente apunta en
direccién de polimeros sintéticas con uniones hidrolizables, asi como aquellos polimeros
biodegradables que se encuentran normalmente en la naturaleza. Estos son biocompatibles y
tienen aplicaciones en ireas donde la biodegradacion es una ventaja.

Es imposible hacer predicciones sobre la velocidad exacta de degradacion em
plasticos degradables, ya que la composicion del suelo, humedad y temperatura tienen
electos directos sobre el rompimisnto. Sin embargo, asumiendo un clima templado, [uvias
normales y un dreaado apropisado del suelo se podrian hacer las siguientes observaciones:
polietileno sin agentes de degradacion adicionadas, podria alcanzar la desintegracién en 200
a 400 afios; por otra parte, los plasticos biodegradables (con menos del 10% de agemtes de
biodegradacion) alcanzan la desintegracion total en menos de 20 aiios (Bolletin of National

Corn Growers Association).
PROPIEDADES DEL ALMIDON.-

El almidgg se encuentra almacenado en plantas como granulos o particulas slidas

que consisten en dos hiopolimeros, amilosa y amilopectina. Los granulos pueden variar ¢n
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tamaiio desde umas cuantas micras hasta 15 o mis mcras, dependiendo de [a planta donde se
obtengan La amilosa es una malécula lineal que consiste en residuos de alfs-glucopiranosil
unidos por emlaces 1,4 glicosidicos, Las moléculas de¢ amilopectina, estan altamente
ramificadas, con residuos de alfa glicopiranosil unidos por enlaces 1,4 glicosidicos y por alfa
1,6 en los puntos de ramificacion. La porcion lineal de amilopectina representa cerca del
30% del altmdon de maiz commia y tiene un ﬁeso molecular de 200,000-700,000, mientras
que las moléculas de amilopectina tienen un peso molecular en un rango que va entre 100-
200 millones. Estudios ultraestructurales del almidém han demostrado dos dominios
morfologicos distintos: wa dominio cristaline, compuesto principalmente por amilopectina; y
un dominio amorfo, compuesto principalmente de amilosa.

El almidon es predominaatemente hidrofifico debido a la presencia de tres grupos
hidroxilo en cada unidad mondmerica. Consecuentemente, el alondon cambia su comtenido
de humedad conforme cambia la humedad relativa; dependiendo de la fuente botimica y del
vapor de agua o de la humedad relativa de ua medio ambiente dado, el contenido de
trumedad del almidon puede variar. El aimidon es térmicamente estable hasta cierto grado,
sin embargo ¢l tratamiento térmico del almidon seco (pirdlisis) puede mducir cambios
irreversibles en Ia estructura fisica y en las propiedades quimicas. Los granulos de almidon se
hinchan debido al incremento en la difusion y pérdida de la cristalinidad. El calentamiento del
almidon en soluciones acuosis a temperaturas armba de 60° C rompe los granulos
irreversiblemente; esto es evidente por la pérdida de la refringencia. El proceso es llamade

gelatinizacion (Imam ef al, 1996).



Por otro lado, la preseacia de los grupos hidroxilo en los carbonos 1 y 2 ofrecen la
oportunidad de realizar modificaciones quimicas sobre la molécula de almidom,
(derivatizacion), dindole propiedades nuevas y utiles.

El almiddn que ha sido extruido, tipicamente 3 una humedad de 15-25% y 160-200°
C, presenta una estructura muy amorfa (Shogren, 1992; Chinnaswamy ef a/, 1989). Se ha
podido observar que después del enfriamiento, se forman pequeiias cantidades de complejos
cristalinps tipo V de amilosa-lipido (esto con almidones provenientes de maiz o trigo los
cuales contienen acidos grasos hibres y fosfolipidos) (Shogren, 1992).

Cuando el almiddn es extruido con aproximadamente 15% de bumedad presenta uua
fuerza de tension micial de 20-30 MPa y 10-15% de elongacitn, estas son propiedades utiles
para algunos articulos moldeados pero madecuadas para la elaboracién de membranas.
ademas, el almidon extruido almacenado a temperatura constaute y miveles de humedad
bajos presenta un gradual decremento en su elongacion resultando en un material mas
quebradizo. La velocidad de envejecimiento paréce variar con la estructura del polimero,
pero las razones del porque se presentan estas diferencias aun no se entiende (Shogren,
1992).

Otro problems en relacion a la estructura amorfa que presenta ¢l almidon al ser
extruido es la tendencia a disolverse en agua, esta propicdad limita las aplicaciones que
impliquen la exposicion de praductos a base de almidon moldeados al calor o al agua como
lo serian en el wanejo de alimentos. Algunos logros para mejorar las propiedades mecinicas
del almidén extruido, como la resistencia a la bumedad y una estabilidad temporal, mchuyen

modificaciones quimicas, cambios en la estructura del almidan, adicion de plastificantes y el



mezclarlo con otros polimeros. Niveles altos de almidon gelatinizado (40-50%) pueden ser
mezclados con el copolimero de dcido acrilico y etileno (EAA) para producir membranas
con buenas propiedades mecdnicas, resistencia a la humedad, y estabilidad. Algo de este
almidon puede formar mclusiones tipo V con el EAA, provocando una fina dispersion del
almidén dentro del EAA, sin embargo este EAA no es biodegradable y podria en
determinado momento evitar la dispmbﬁidad del almidéon a la degradaciéu por
microorganismas (Fanta et al, 1992).

Algo que se ha podido establecer claramente ¢s que las propiedades fisico-quimicas
del material termoplastico varian considerablemente con el tipo de almidon wtilizado.(Van

der Zee et al, 1991).
PLASTICOS A BASE DE ALMIDON.-

Griffin (1973) reportd y patentd el uso del almidon como un material biodegradable
de relleno en plisticos con polictileno de baja densidad (PEBD).

Copolimeros de polimetilacrilato con almidon, fueron desarrollsdos y extruidos en
forma de membrana mostrando excelente fuerza de teusion y elongacion miciales,
posteriormente estas muestras fileron expuestas al ataque de hongos como Aspergitius niger
perdiendo mas del 40% de su peso después de 22 dias de incubacion. El parimetro fisico de
fuerza de temsion y los estudios de microscopia electronica de barrido indicaron una

degradacién substancial de la porcion de almiddn del copolimero (Dennenberg et al, 1978).



Otey y Mark (1976), realizan um estudioc de ls elaboraciém de plisticos
biodegradables a base de almidén con polivinilalcobel, glicerol y una cubierta resistente al
agua. Posteriormente en ese mismo aiio este procedimiento es pateatado por el mismo sutor
y actualmente los plisticos elaboradas con este procedimiento son utilizados en el sector
agricola como cubiertas protectoras para cultivos estacionales.

El mismo autor descubre que mezclando el almidon con el copolimero etilen-icido
acritico (EAA), se obtenian plisticos con mejor resistencia al agna y mejores propiedades
mecinicas. (Otey et al, 1977). En 1979, patenta el uso de EAA en la elaboracion de
plasticos biodegradables a base de almidon. (Otey y Westhoff, 1979; 1932),

El efecto de diversos plastificantes sobre plasticos a base de almidon y
polivinilalcohol (PVA),.fue analizado, encontrando que el uso de sorbitol tiene un buen
efecto en plasticos con altos niveles de almidon, mientras que el glicerol es wn plastificante
efectivo en plasticos con bajos niveles de almiddn (Westhoff ef al, 1979).

Hasta esta fecha los diferentes estudios realizados para la elabora;rién de plasticos
biodegradables a base de almidén, habian utilizado las técnicas de moldeado, extrusién
simple o la mcorporacion de almdon molido en EAA; tedos estos considerados procesos
lentos y mis caros que las técnicas conveacionales de extrusion y soplado. Es entonces
cuando Otey en 1982, patenta el uso de la técnica de extrusion y soplado en Ia elaboracion
de plasticos con un 60% de almidon y varios niveles de EAA y polietileno (PE), logrando
obtener plisticos estables a condiciones ambientales por un periodo de tiempo y una ficil
descomposicidn posterior. (Otey y Westhoff, 1982). La técnica de extrusion es un método

comim y economico para producir peliculas en la cual un extruide tubular es expandido y



moldeado por una presion interna de aire para formar una burbujs de un tamaiio varias veces
mayor de la abertura del dado (Barrén, 1989).

Estudios prelinainares sobre la difusion en plisticos a base de almidon y varios niveles
de EAA, demuestran que estos permiten el paso de moléculas pequefias de urea y NaCl
muchas veces mas ripido que molsculas de grandes azicares, posteriormente la fabricacién
de plasticos semipermeables a base de almidé;l para su uso como membranas de dialisis fue
patentada (Otey y Westhofl, 1984a,b).

Al estudiar el efecto de la adicion de urea en foramlaciones de plasticos a base de
almidom y el copolimero de etilen-acido- acrilico, se observa que .el principal efecto de la
urca fue permirir la gelatinizacion del almidén a bajos niveles de agua, pernitiendo 1la
extrusion directa de una membrana uniforme a partir de una mezcla semiseca (Otey er al,
1987).

Hasta ese momento, se habian estudiado dos diferentes tecnologias pars la
produccién de plasticos con almidén, el método de Griffin donde se incorporan particulas
granulares de almidon dentro de polimeros a base de petroleo, y la tecnulogia descrita por
Otey, donde utilizan almiddn gelatinizado dentro de los polimeros smtéticos, obteniéndose
una distribucion mas homogénea de las moléoulas de almiddn dentro de la matriz plistica.
Esta ultima tecnologia puede desarrollarse por medio del método humede o semiseco, este
iltimo es el mas utilizado, donde se mcorpora urea cuya funcion es reducir la cantidad de
agua y tiempo requerido enm la gelatinizacion del almidom para su posterior extrusion

(Swapson e al, 1987).



Las propiedades Bsico-mecanicas de los plisticos elaborados a base de almidon
varian fuertemente con el tipo de almidon utilizado, estableciendo una clara dependencia de
la firerza de estos plisticos sobre la relacion amilosa-amilopectina (Van der Zee et al,
1991).

También se ha observado que los diferentes métodos para incorporar el almidén
dentro de la matriz sintética y el procesamiento de esta mezcla influye en las propiedades
fisico-mecanicas del producto, lo cual fnalmente afecta la velocidad y el gardao de
biodegradacion en dichos plasticos ( lmam, S.H. &/ a/ 1995).

Gould ef al, (1990) mencionan la confusion que existe acerca de la defmicion del
término biodegradable y la mecesidad de aclarar esta situacién, ya que iniciativas
gubemamentales y legislativas tienen el propdsito de legislar el uso de plisticos
biodegradables y no biodegradables.

Estos mismos investigadores establecen la necesidad de un meétodo estandarizado
para determinar la velocidad a la cual el almnidon contenido en estos plisticos es
metabolizado por microorganismos. Para este proposito desarrollan un ensayo simpls de
laboratorio para medir la degradacion biologica de plasticos con almidon., para lo anterior
utilimt;)n un medio de cultivo definido y wma mezcla de microorgansimos del género
Bacilllus sp. Sus resultados mdicaron que la porcion de almidon presente fue metabolizada
por los microorgansimos y que la cantidad de abmidon puede influir ea la velocidad de
desintegracion fisica en el medio ambiente (Gould et af, 1990).

Otros estudios enfocados a definir si la velocidad de biodegradacién ambiental de

estos plasticos, depende de [a capacidad de colonizacion de las superficies de estos plasticos
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por microorgansimos amiloliticos, han sido realizados por Syed Imam en 1990, Este autor
utilizd una ceps altamente amilolitica de Arthrobacter encontrandv que la adhesion de este
microorgatismo a los plisiicos que contenian almidon 0o ers wum prerequisito para la
degradacion enzimitica del plastico (Imam y Gould, 1990).

En estudios en ambientes acudticos para observar ¢l efecto de estos ecosistemas
sobre plasticas elaborados a base de a.lmid(';n-PE y almidén-EAA, se encuentra que em
plisticos con un 40% de almiddn, este es consumido en aproximadamente 60 dias, mientras
que minguna o muy poca degradacion se presentd em los plisticos simtéticos en el mismo
periodo de tiempo.

En este mismo trabajo se concluye que la degradacion del alundon sobre plisticos
expuestas en ambientes acuaticos puede ocurrir por varos mecanismos: a) por accion
enzimatica y actividad microbiana presente en el ambiente y/o asociada con el biofilm sobre
la superficie expuesta, b) ingestion o consumo por Organismos pequeiios coOmo Msectos y <)
por desintegracion mecduica, resultado de la disociacion del almidon, PE v EAA dentro de la
matriz plastica (Imam et al, 1992),

En la degradacién de plisticos denominados ECOSTAR ® | el cual contiene almidén
modificado para hacer hidrofobica la superficie maturaimente hidrofilica del aloidon, y de
ECOSTAR PLUS *, el cual presenta un icido graso o un prooxidante para facilitar el
rompimiento del polimero, proceden dos mecanismos imteractivos: el consumo de los
granulos de almidon formando agujervs que incrementan el area de superficie del plastico y
engrandecen el potencial de migracionm de los reactivos dentro de la matriz, como enzimas

extracehulares de microorgansimos que pueden realizar un ataque directo sobre el polimero.
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El otro mecanismo es resultado de peroxidos formados por €l prooxidante cuando este
comienza a estar en contacto con salgs de metales presentes en ¢l suclo o agua (Maddever y
Campbell, 1990).

Un métodao para determinar la degradacion del almidan en plisticos, basado en el uso
de enzimas especificas en ua sistema “in vitre” es reportado. Se encontré que la cantidad de
almidén degradado varig significativamente en el tipo de plistico usado, suaque la cantidad
de almidon en todos los casas file baja, lo cual concuerda con los trabajos de Imam y Gould.
(Allenza et al, 1990).

L3 habilidad de degradacion en polietileno lineal de baja densidad (PELBD) con 6 %
de almidom y prooxidantes por varias especies de Streptonnices y del hongo Phanerochaete
chysasporum fue estudiada a nivel de laboratorio por un periodo de 20 dias. Se encuentra
que Streptomyces viridiosporus produce la mayor pérdida en peso em los diferentes
tratamientos (Lee ef af, 1991).

Un estudio en el cual midieron la degradacién de plisticos de polietileno de baja
densidad (PEBD) cou diferentes concentraciones de almidém y un metal de transiciom,
demuestran que altos niveles de prooxidantes y elevadas temperaturas producen mis
rapidamente los cambios en las propiedades fisicas de los plisticos estudiados (Iannotti ef
al, 1990).

La degradabilidad de bolsas a base de polietilenv y elmidon utilizadas para la
coleccion de desechos de jardim, las cuales contenizm aditivos para promover la
fotodegradacion del polictilena y oxidantes para promover la degradacion quimica del

mismo fue medida, encontrandose que bolsas con 9 % de almidon y aditives promueven



mecanismos nuiltiples de degradacion a una velocidad aceptable, mientras que bolsas con 6
% de almidén mis oxidantes se desmtegran lentamente (Cole y Leonas, 1990).

Estudios sobre la biodegradacion en plasticos con polietileno y almidén dentro de
pilas activas de co;nposteo establecen que las condiciones de estrés oxidativas asi como la
gran variedad de poblaciones microbianas hacen del sistema de composta un ecosistema til
para el ataque de sustancias dificiles de deéadu en otras ecosistemas. Se abserva que la
dinimica de los factores fisicos y quimicos actuaron severamente sobre los polimeros
probados. El ecosistema de composta se propone como una prueba para la evaluacion de la
biodegradabilidad de materiales termoplasticos (Corti et af, 1991).

Un protacale bisico para estimar la biodegradabilidad de polimeros en el media
ambiente por medio de la tecnologia de hibndizacion de ADN para  detectar
microorganismos que degradan polimeros en ¢l ambiente, fie propuesto. Utilizaron una
sonda de PHB depolimerasa obtenida a partir de 4lcaligenes faecalis, 1a cual hibridizé can
varios fragmentos de ADNs cromosomal digeridos de uma cepa no idemtificada, mo
encontrando hibridizacion con el ADN del control negativo £. coli (Uchida et al, 1991).

En un ambiente de composta se caracterizé la degradacién quimica de 11 bolsas a
base de polietileno y almiddn producidas comercialmente. Se emcuentra que los plasticos
recuperados del interior de la composta mostraron poca degradacidn en comparacion con
los recuperados en el exterior. La teusidn de oxigeno sobre la superficie de la membrana
parece ser el componente que limita la velocidad de degradaciom en el ambiente de
cowposta. Todos los plasticos que contenian metales de transicion demostrarom una rapida

degradacion oxidativa térmica a 70° C. Estos aditivos presentaron la mejor actividad
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catalitica siendo los promotores de la degradacion oxidativa del polietileno (Johnson et al,
1993).

Mediciones sobre la degradacion de bolsas fabricadas con polietleno y ECOSTAR
PLUS® en un sistema de composteo pasive indicaron que la exposicion a la luz solar tiene
un marcado efecto en la degradacion de bolsas expuestas a la superficie, mientras que la
degradacion en las bolsas colocadas en el imterior de la composta fiie menor imvolicrando
posiblemente otros proceses mo relacionados con fotodegradacion (Greizerstein ef al,
1993).

En un estudio en diferentes localidades de EUA & tres tipos de polictileno
fotodegradable para medir su desintegracién bajo diferentes temperaturas de energia solar,
se observa que las velocidades de desintepgracion varian grandemente segin la locakidad de
exposicion, fenomeno explicado en térmimo de los diferentes miveles de radiacion y
temperaturas en dichas localidades. Ademas, establecen que la variacion en el porciento de
elongacion es una buena medida de la fotodegradabilidad de los plisticos expuestos bajo
condiciones determinadas (Andrady ef af, 1993).

En ambientes acuaticos simulados s¢ examiné cl efecto de la composicidn quintca,
mtensidad de la lnz solar y la preseacia de microorgansimas en el agua sobre la velocidad de
desintegracion de plisticos convencionales y de aquellos modificades quitnicamente; se
encontré que los plasticas ubicados sobre la superficie del agua mostraron una pérdida mis
rapida de sus propiedades que aquellos parcialmente sumergidos, esto podria ser atribuido al

decremento de intensidad de luz y calor recibido, sin embargo los plasticos que mostraron
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cambios mas ripidos fueton los que cstaban en presencia de iz wultravioleta sin agua,
comparados con aquellos en donde el agua estaba presente (Leonas y Gorden, 1993).

Estudios sobre la velocidad de deterioro de plisticos a base de almidén y polietileno
de baja deasidad en cimco diferentes ecosistemas: basureras, composta, suelo, agua de mar y
pantano en un lapso de 28 meses, muestran que la degradacion mas rapida se present6 en los
plasticos colocados en el pantano y que la vel‘ocidnd de pérdida de] almidén presente en los
plasticos, disminuyo con el tiempo. Se concluye que aunque este material esta diseiiado para
ser deteriorado principalmente por la accion de microorgansimos, la degradacion de estos
plisticos en este estudio fue ¢l resultado de una mteraccién bioldgica, quimica y de procesos
fisicas (Breslin y Swanson, 1993; Breslin y Boen, 1993).

La velocidad de degradacion de plasticos 8 base de almidon y polietileno de baja
densidad en un relleno sanitario por un periodo de dos afios fue determinada. Se encuentra
que la elongacidn decrece em un 92 y 44 % para los plisticos que contemian PEBD y
PEBDL, respectivamente. Se presento una pérdida de alundon del 33 y 25% para PEBD y
PEBDL, respectivamente durante los dos sios de estudio. La degradacion limitada de estos
plisticos es atribuida a la nefectividad del prooxidante para catalizar la oxidacion del PE
baje las condiciones presentes en el relleno samitario. Concluyen que aunque se presemtd
actividad biologica, la velocidad de biodegradacion en el relleno sanitario fue baja (Breslin,
1993).

Investigaciones sobre los diversos métodos para medir la biodegradabilidad de
plasticos con componentes biodegradables y fotodegradables se realizaron en suelo por un

periodo de tres meses bajo condiciones consideradas favorables. Muestras de plisticos
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elaborados con PE y almidon, PE fotosensibilizade, PVC con alto contenido de
plastificantes y polipropileno, fueron analizadas. S¢ demmestra que I Lberacion de C(, es
una herramienta util para medir la biodegradacion, pero que cuando existe la presencia de
aditivos, ls biodegradacidn del polimero necesita ser canfirmada por cromatografia de
permeacion en gel (GPC) para medir la reduccion en tamafio molecular del polimero;
embargo este método es costose y se recomienda para verificacion mas que para analisis de
rutma. (Asha y Bartha, 17994).

Una revision reciente sobre diversos sistemas y métodos para medir
biodegradabilidad, describe a la exposicion en suelo como una forma deseable para probar
la mayoria de los plisticos a base de almidon debido a su similaridad con las condiciones
que se encuentran en los basureros. Tipicamente las muestras son colocadas en el suelo por
periodos de 7 meses y luego exammnada la pérdida en peso, el decremento en la fuerza
mecanica, asi como en los cambios quimicos especificos. Asi mismo, debido al tratado sobre
la contaminacion del mar dictado en 1987, el cual prohibe dessechar plisticos de log barcos
hacia el mar, los investigadores han usado habitats acuiticos representativos para probar
propiedades de degradacion.

Sin embargo aunque existen métodos para determmar ¢l grado de biodegradacion in
situ, estos generalmente se relacionan coa la pérdida en peso. Cuando este parimetro se
utiliza inicamente con plasticos a base de almiddm, no es posible determinar las cantidades
de almidén y del polimero sintético que permanecen en la nuestra. Por lo que es necesario
un método que permita determinar la degradacién en todos Jos componentes (Gordon et al,

1996).
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Dentro de las técnicas mis actuales se encuentra la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de °C en estado slido. (CP/MAS P“C-NMR), Este método sc basa en la
resoniancia de los carbonos presentes ea un compuesto las cusles son caracteristicas segun la
distribucion espacial de dicha molécula. Con esta técnica es pasible estimar el comtenido de
almidon residual en muestras a base de almidon-EAA-PE degradadas enzimaticamente, ya
que provee informacion acerca de la estructura terciaria, asi como de las interacciones entre
los componentes individuales,

La técnica de Cross-polarization/'magic angle spmning (CP/MAS) “C-NMR se
utilizo para evaluar la degradacion de almidon ea muestras 8 base de este polisacarido y una
mezcla de PE-EAA fabricadas por el método de moldeo por imyeccion, las cuales foerom
expuestas a [a actividad enzimadtica de alfa-amilasa de Baciflfus licheniformis y alfa-amilasa
pauncredtica de porcino. Se observd como el material tratado con la pancreatica
mostrd una disminucion de las mtensidades de resonancia de las moléculas de carbom
caractetisticas del almidén, comparativamente mayor que cuando se usé la enzima
microbiana, Mediante esta técnica fue posible estimar el contenido de almidom residual
ademas de brindar informacion sobre la estructura del material no degradado, donde se
observd que almidda cristalino es acomplejado en unas estructuras tipo V, las cuales ya
habian sido previamente descritas por Shogren ef @/ 1992 en membranas elaboradas con
almidon-EAA-PE. Se postula que ¢l almidon amorfo se encuentra accesible a las enzimas
mientras que ¢l almidén cristalino que se encuentra en las estructuras tipo V y que se
acompleja con EAA se encuentra inaccesible, al mismo tiempo dichas estructuras comienzan

4 serT mas gparemtes conforme el almidén amorfo es degradado (Imam et af, 1993).



Métodos cuantitativos han sido también citados coma el uso de un isétopo estable
(3C). Este método se bass em las diferencias maturales en concentracion de “C, entre
polimeros de almidén y polimeros petroquimicos. Se ha observado que el contenido de °C
en una muestra de plistico-almidén es una combinacidn cercana a lo lineal de las marcas de
C de los componeates, y esto hace una mezcla isotopicamente distinta de otra.

La utilizacidon de Espectrofotometria de Inframrojo con Transformadas de Fourier
(IRTF) ha sido utilizada para medir la biodegradacion de componentes individuales en
mezclas poliméricas, ya sea por el método de praporcién de absorbancia a en el caso de
mwestras con més de dos compouentes por curvas de calibracion de multicomponentes, y asi
utilizando ecuaciones simultineas, determinar la concentracion del componente deseado en

la muestra (Gordon ef al, 1996).
BIODEGRADACION DEL ALMIDON.-

El almidon es metabolizado por organismos que producen amilasas, enzimas que
rompen los enlaces glucosidicos eatre los residuos alfa-glucopiranosil del almidon. Estas
enzimas son producidas por una gran variedad de organismos, incluyendo‘ al hombre,
animales, plantas, bacterias y hongos. La mayoria de las amilasas tienen un peso molecular
de 50,000 y son secretadas por las células, almacenadas en espacios periplasmicos o
localizadas en tejidos especificos. En general, las amilasas pueden dividirse en dos clases. La
primera C;Jnsiste en glucosidasas (hidrolasas) donde se incluye la ¢:~amilasa, endoenzima que

hidroliza enlaces o-1,4 glicasidicos al azar sobre la molécula de almidon; B-amilasa,
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exoenzima que remueve unidades de maltotriosa del extremo no reductor de la cadena del
polimero, sin romper en lag uniones o-1,6; las glucoamilasas, exoenzimas que remueven
unidades de glucosa sucesivas del extremo no reductor pero que también som capaces de
hidrolizar los enlaces a@-1,6; las pululanasas, endoenzimas que hidrolizan enlaces « -1,6
glicasidicos presentes en el pululan, un polimezo lineal de maltotriosas unidos por enlaces o~
1,6. La segunda clase de enzimas degmdadoras' de almidon cousiste en glicosiltransferasas
las cuales hidrolizan los substratas y participan en reacciones que involucran la transferencia

de grupos glicosilos (Imam et al, 1996).
PERSPECTIVAS EN EL MERCADO PARA PLASTICOS BIODEGRADABLES.-

Polimeros biodegradables de la segunda generacion, promovides por la imdustria,
comienzan a ser totalmente biodegradables, estan disponibles comercialmente desde 1990.
En 1993 la familia mas importante de polimeros biodegradables fueron los polimeras a base
de almiddn. Otros que estuvieron comercialmente disponibles incluian policaprolactona y
ottos poliesters tales como acido polilictico, polihidroxibutirato-valerato, alcohol
polivinilico y acetato de celulosa Tabla 1 (Mayer y Kaplan, 1994).

En 1993 la demanda total de polimeros biodegradables en los Estados Unidos,
Europa Qccidental y Japon alcanzo los 25 millones de libras (11 mil toneladas metricas)
valuadas en 50 millones de délares. El consumo en Estados Unidos y Europa Occidental fue
aproximadamente ¢l mismo, mientras que Japon mformé menos del 5% de la demanda de

1993, El principal problema para el crecimiento del uso de polimeros biodegradables es el
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costo. En los Estados Unidos, los polimeros biodegradables estam cotizados a § 2.50-8.00
por libra debido a los costos elevados, la mayor aplicacion de estos polimeros es en el area
de empaque (McCarthy, L. 1993). Sin embargo para 1995 se estimo que solo el mercado
Eurapeo para los plisticos biodegradables alcanzaria 172 billones de dolares. (Augusta &
al, 1993).

Aproximadamente una docena de plisticos biodegradables se encuentran actuslmente
en ¢l mercado, lo cual representa un amplio rango de posibilidades de aplicacién para los
consumidores Tabla 2. Se estima que ¢l mercado global para estos plisticos se encuentra
arriba de 1.3 billones de kg por afio (Pairier er al, 1995).

Plasticos biodegradables se encuentran disponibles, pero micamente son utilizados
en mercados especificos; ademis del empacado esta el irea medica donde se fabrican
suturass y capsulas farmacéuticas. Esto debido como ya se menciond, al costa ($ 8a $ 10
dls por libra), que implica la elaboracion del plastico biodegradable a partir de bacterias,
mientras que el costo de los plasticos convencionales a base de petroleo es inicamente de
60 ¢ por libra. (McCarthy, L. 1993).

Varios factores, ademas del costo, podrian ser importantes en determinar el futuro
crecimiento de los polimeros biodegradables. Un obsticulo podris ser la falta de
infreestructura de sistemas de composteo. El composico a gran escala podria proveer el
medioambicnte ideal para descartar los desechos biodegradables y ciertamente este
ecosisterna fue seleccionado como el primer sistema de desecho para estudiar [a

biodegradabilidad de este tipo de polimeros (McCarthy, 1993).. Europa occidental ha

37



hechos progresas hacia el desarrollo de infraestractura de composteo, sin embargo en EUA
y Japdn esto no ha sucedido.

El icido lactico es la unidad bisica de un polimero biodegradable que puede
 utilizarse en la elaboracién de plasticos biodegradables, algunos investigadores de compafiias
como Goulden Technologies Company (Golden, Colorado) estan utilizando bacterias
modificadas por ingenieria genética para convertir los azicares que se encuentran en el papel
de desecho y desechos agricolas, en dcido lictico. Los plasticos elaborados a partir de dcido
lictico pueden ser utilizados para un amplio ranga de productos mncluyendo, suturas, para
liberacion de drogas, implantes ortopédicos, Ipaiiales desechables, membranas plasticas, y
cuchilleria desechable. (Mayer y Kaplan, 1994).

La Sociedad de Plasticos Biodegradables fandada ea 1989, es el centro mdustrial de
mvestigacion sobre plasticos biodegradables en Japon, integrando y coordinaado la mayoria
de la mvestigacion académica, en la industria y centros de investigacion del gobierno. Esta
organizacién se encuentra probando tecnologia y oportunidades de mercado de manera que
Japon podria estar en posicion de dominar los mercados uundiales cusndo la tecnologia sea
adoptada.

En la 3a. Reunion [nternacional sobre Plasticos Biodegradables y Polimeros realizada
en Ozaka, Japén en 1993, por la Saciedad de Plasticos Biodegradables de Japon, diferentes
topicos relacionados con estos productos fueron analizados. Eatre los principales aspectos
tratados fueron: la sintesis y propiedades de nuevos plasticos biodegradables, el desarrollo
de nuevos métodos de prueba, las politicas gubernamentales sobre regulacidn y estandares.

Sc meuciond que la BPS habia desarrollado una definicion de biodegradabilidad consistente
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con la de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM). Se discutio la
composta como un sistema de desechgs para polimeros biodegradables en Japon, sugiriendo
que para los Juegos Olimpicos de Inviemo en Noruega, todos los recipientes de comida ¢
implementos podrian elaborarse a partir de plisticos biodegradables y posteriormente
mtroducidos en sistemas de composta para asegurar la cfectividad de este método.

No hubo muchas expectaciones por parte de los miembros de BPS sobre el mercado
que los plasticos biodegradables podrian tener. Ellos ven {micamente un mercada de 15 X
10’ yens para fines del siglo, una cantidad que es equivalente a 150 millones de dolares al
cambio actual.

En Europa y Japon existen pocos sitios disponibles para rellenos sanitarios. Debido a
que el principal componente de los desperdicios domésticos son los plasticos, existe un gran
interés en el reciclaje de estos y en la produccién de materiales plisticos que sean seguros y
facilmente eliminados en el medio ambiente. Los poithidroxialcanoatos son una familia de
poliésteres que se encuentran en la naturaleza, son producidos en forma de granulos como
fuente de almacenamiento de carbono por muchas bacterias. La compaiiia de bioproductos
Zeneca, Billingham, U.K , ( anteriormente ICI ) se encuentran produciendo estos polimeros
a escala piloto bajo el nombre comercisl de BIOPOL™ | copolimera del 4cido 3-
hidroxibutirate y acido 3-hidroxivalerato (PHB/HV). Es producide por fermentacion de la
bacteria Alcaligenes eutrophus en un medio con ghicosa y dcido propidnico (Holmes, P.A.
1988).

Actualmente produce aproximadamente 1,000 toneladas por aflo del capolimero

P(3HB-HV) a un costo aproximado de $ 15 délares por Kg, y consideran que a uua
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velocidad de produccién de 10,000 toneladas por afio 0 mas, podria disminuirse el costo del
copolimero 2 $ 5 dolares por Kg. que es el precio aproximado de otros plisticos
biodegradables (Pairier ef al, 1995). (Mergaert, ef al 1991).

Muchos cientificos se han enfocado en este material y en sus propiedades asi como
en sus posibles aplicaciones. En geaneral el PHB combina tres caracteristicas: es 100%
biodegradable, puede procesarse como un termoplastico y es 100% resistente al agua
(Hrabak, 1991).

Para llevar el PHB hacia la produccion de plasticos biodegradables es absolutamente
necesario disminuir los costos de produccion de este metabolito microbiano. Los costos de
praduccion podrian dismimuirse significativamente utilizando metanol como sustrato de
fermentacion ya que el metanol es uno de los sustratos mas baratos y disponible el cual se
puede obtener a partir del gas natural y de biomasa si es necesario.

En un estudio sobre la produccion de PHB usando metanol como sustrato em un
sistema de fermentacion alimentado y Methylobacterium extorquens como microorganismo,
obtienen um proceso de fermentacion bien controlado en donde logran obtemer biomasa de
120 g/L (peso seca) y niveles de PHB de 60 g/L. (Bourque e af, 1991),

Dentro de los polimeros biodegradables que se encuentran en desarrollo, los poli-B-
hidroxialcanoatos (PHAs) y en particular el poli-(B-hidroxibutirate-co-B-hidroxivalerato)
[P(HB-co-HV)] son de las mas promisonios. Los PHAs tienen una amplia variedad de
propiedades mecanicas utiles y son producidos a partir de fuentes renovables. Membranas a
base de polietileno con almiddn ya se encuentran comercialmente, =i se lograra substituir la

resina sintética dentro de estas membranas por PHA, podria obtenerse un producto el cual



seria mis ripidamente biodegradable com propiedades termodinimicas utiles pero mis
economico que el PHA, ya que el almidan es un producto barato ($ 0.35 dis por Kg.).

La biodegradabilidada de membranas con 100% de P(HB-co-HV) y otras con P(EIB-
ca-HV) y 50% de almidén es probada a nivel de laboratorio y emcuentran que un cultivo
mixte requiri0 mis de 20 dias para .degradar las mmestras con 100% del
polihidzoxialcanoato, mientras que nmestras con 50% de almidon desaparecierom en menos
de 8 dias. La biodegradacién ocurrid méis ripidamente em condiciones aerébicas que en
anaergbicas y ambus tipos de membramas presentaron propiedades mecdnicas itiles.
Concluyen que la adicion de almidon a P(HB-¢o-HV) no solo reduce el costo del producto
sing que origina un producte completamente biodegradable, cuya velocidad de
biodegradacién puede ser controlada ajustando la relacion almidon-PHA (Bruce & al,
1993).

Copolimeros de polimetilacrilato con almidon fueron desarroilados y extruidos en
forma de membrana mostrando excelente filerza de tension y elongacion imiciales, estas
muestras fueron expuestas al ataque de hongos como Aspergilius niger perdiendo mis del
40% de su peso después de 22 dias de incubacion. El pardmetro fisico de fuerza de tension y
los estudios de microscopia electrdnica de barrido indicar?n una degradacion substancial de
la porcion de almidan del copolimera (Dennenberq er a/, 1978 ).

Una prueba para evaluar rapidamente la biodegradabilidad de plastcos a base de dos
polihidroxialcanoates, (PHB-co-HV) y (PHB) fue desarrollada. La prueba consiste en placas
can medio sélido con agar mezclada con suspensiones estables de globulos de 1-um de los

polihidroxialcanoatos, las cuales fueron inoculadas por puncion con 7 diferentes cepas de
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microorganismos. La medicion de zonas claras se seleccioné como un valor medible.
Eacuentran que el copolimero (PHB-co-HV) fue degradado mais ripido que e
homopolimero (PHB). Esto probablemente como una ¢onsecuencia de la cristalinidad o
propiedades estructurales de los polimeros (Kumagai et al, 1992).

Concluyen que ka formacion de 1a zopa clara es considerado signo de biodegradacion
y que para que esta ocurra depende de varios requisitos como la excrecion de exoenzimas, la
difusion de estas al medio y la mteraccién de las mismas con el polimero (Augusta et al,
1993),

Recientemente, la posibilidad de producir PHA a gran escala y aun costo comparable
a los plasticos smtéticos se¢ ha alcanzado con la demostracion de la produccion de PHA en
plantas transgénicas (Poirier et al, 1992).

Una revision mas reciente sobre 3 sintesis de PHA en bacterias y plantas es
realizada donde se analiza las vias biosintéticas em bacterias, la produccién comercial de
estos compuestos por fermentacion bacteriana y su produccion en plantas transgénicas.
Concluyen que el impacto de la produccion de PHA wtilizando plantas seria em la agricultura,
ya que la diversificacion de la agricultura a través de la produccion de nuevos productos de
valor industrial en cultivos podria contribuir significativamente a aliviar los problemas de
sobreproduccion y de subsidios por parte de los gobiernos en el mundo occidental (Poirier
et al, 1995).

Estudios de ingenieria genética se han desarrollado para producir PHAs utilizando
CO, como fuente de carbono a través de Pseudomanas acidophila, mtroduciendo el

fragmento de ADN responsable de quimiolitoautotrofia de Alcaligenes hydrrogenophilus. El
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desarrollo de un sistema de produccitn quinmiplitoautotrofica de copolimeros de PHA & una
escala industrial, utilizando CQ;, ademis de la importancia de producir productos de interés
comercial seria un muevo método para reciclar el CO: (Yagi e al, 1996).

Las bacterias metilotréficas utilizan compuestos de un solo carbon como metanol
para s crecimiento y tienen la propiedad de producir metabolitos tiles a partir de sustratos
baratos como el metanol La produccion de P(3-Hidroxivalerato) asociada al crecimiento de
bacterias wetilotroficas como Paracoccus denitrificans, 8 partit de p-pentanol ha sido
realizada encontrindose una acumulacion del 22 al 24% del peso seco celular, y con
propiedades fisicas del polimero producido comparables a las de otras homo y copolimeros
(Yamane et al, 1996).

Otro polimero que sunque no es natural es biodegradable es la policaprolactona
(PCL), un poliéster sintético el cual se ha visto es degradado por un gran mumero de
microarganismos, pero sus propicdades fisicas mo son mumy deseables para muchas
aplicaciones (Huang, 1995). El estudio para entender los mecanismos de degradacion por
enzimas microbianas de polimeros naturales y sintéticos, podria ser util en el disefio de
nuevos plisticos biodegradables. Asi se¢ han [levado a cabo estudios sobre la actividad
degradadora de Fusarium sobre este poliéster, encontrindose uns actividad de

depolimerizacion a traves de cutinasas (Murphy ef al, 1996).

OTROS POLIMEROS BIODEGRADABLES.-

a) LIGNINA.-
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La lignina es el segundo biopolimero mis abundante después de la celulosa, se
encuentra en la pared celular de todas las plantas lefiosas. Es un polimero con varias
caracteristicas estructurales y gran vatiedad de grupos fimcionales que pueden reaccionar.
Es la fuente natural mis grande de poliaromiticos, Cerca de 50 X 10 ° toneladas de lignina
se liberan anualmente por la industria de la pulpa de madera.. El incremeato de la utilizacion
de lignina puede lograrse por la copolimerizacién de lignina con mondmeros sintéticos
(Glasser ef al, 1989). La copolimerizacion de lignina ¢on acrilanuda e hidroximetilacrilato
fue patentada por Meister 1991 (Meister o al, 1991). La biodegradabitidad de
copolimeros de lignma con poliestireno fiie evatuada a través de hongos basidiomicetos
blancos como Pleuratus ostreatus, Phamerochaete chysasporium y hongas cafés coma
Geopphyllium trabeum. Los hongos Llancos degradaron las tmuestras de plisticos a una
velocidad que se imcrementaba conforme sumentaba el contenido de lignina en el
copelimero, mientras que los hongos cafés no afectaron a mingumo de los plasticos, se
observoe que los hongos blancos secretan enzimas oxidativas asociadas con la degradacion de

lignina en el medio utilizado (Milstein et al, 1992).
b) QUITINA.-
En un estudio realizado en 1976 sobre el mercado de la quitina, la cantidad y costa

de la produccion en EUA a partic de desperdicios de crusticeos, asi como de la demanda

que podrian tener productos derivados de quitina a precios especificos, se concluye la



factibilidad comercial para producir eatre 1 a 4 millones de libras de quitina-quitosan por
afio para ser vendida entre 1.0 y 2.5 dis por libra (Mwrray y Hattis, 1978).

Investigadores que estudian la capacidad de degradacion de quitina }'/;'l quitosan por
microorgansumos de suclo y agua, encuentrag que una amplia variedad de microorganismos
son capaces de degradar estos compuestos; algunos solo utilizan €l quitosan mientras que
otros degradan ambos compuestos (Fenton & af, 1978).

Una revision sobre el potencial de la quitina para nmumerosas aplicaciomes, s
menciona que la quitina es un producto de desecho de ls industria procesadora de alimentos
del mar con una estimacion de 1.2 X 10° toneladas métricas por aflo a nivel mundial
(Knoor, 1991).

Ademas, se estima que los hongos podrian proveer de 3.2 X 10* toneladas métricas
de quitina anualmente y se espera que las ventas totales de quitina/quitosan alcancen 2
billones de ddlares durante los proximos diez ailos. Ambas biopolimeros, quitina y quitosan,
ofrecen un amplio rango de uso como purificadores de agua, aplicaciones farnmaceéuticas,
cosméticos, alimentos y diversos usos biotecnolégices entre otros (Averbach, 1978;
Kuorr, 1991).

Una revision mas reciente, describe los estudios més actuales que se emcuentran
realizando diversos mvestigadores a nivel mumdial sobre aplicaciones de la quitina ©
qhitosm. Algunas de estas sefialan el posble efecto de la quiting para estinmlar el
crecimiento de bacterias benéficas en el tracto digestive humano; debido a su carga positiva
el quitosan ripidamente se une & superficies con carga negativa, como cabello y piel lo que

lo hace util como ingrediente en cosméticos. También s¢ ba estudiado su habilidad para
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remover metales y aromiticos policiclicos, para eliminar el colesterol y grasas, para combatir
infecciones y por ultimo, experimentas realizadus en 1s Universidad de Harvard, denmestran
que ¢l quitosan puede mantener el virus del SIDA unido a lz superficie celular e interferir
con la actividad de éste (Pennisi, 1993).

La Compaiiia Katokichi, Ltd, es una de las principales productoras de
quitina/quitosan en Japin y apoya programas intensivas sobre la utiizacion de estos
coloides.

[.a quitina es comiinmente encontrada en mvertebrados marinos, msectos, hongos,
etc., en forma conjugada con protetnas. Por ejemplo en carapacho de cangrejo, camarén y
langosta conticnen de 14 a 35 % de quitina en peso seco. Los hongos tienen cantidades
considerablemente mayores; es decir, que mas de cien millones de toneladas de quitina som
anyalmente producidas por estos animales y microorganismos en el muudo, pero la cantidad
accesible anualmente de quitina se¢ ha estimado en cicato _cincumta mil toneladas (Allan ef
al, 1978). Eu Japén, se ha estimado que cerca de 500 toneladas se fabrican anualmente,
principalmente de carapacho de cangrejo, pero la cantidad exacta de produccion no se ha
reportado. De maners ue muy poco use se le ha dado a la quitna, es decir, que la quitna es
el iltimo recurso natural que permanece sin utilizarse en el siglo

Las aplicaciones generales de la quitina y el quitosan: derivados solubles de quitina,
tales como la carboximetilquitina tiene propiedad de retener agua y se proyectan para usarse
en acondicionadores para cabello u otros cosmeticos. Oligosaciridos de quitina, como
quitopentosas y quitohexosas, se ha reportado que tienen un efecto en inmumoestimulacion.

El quitosan también tiene propiedades para retener agua, En base a ests propiedad, ropa



deportiva que absorba ficilmente el sudor esta en el mercado. Efectos antibacterianos del
quitosan son bien conocidos, mas aun el quitosan tiene propiedades hipercolesterolemicas y
acelera el crecimiento en plantas. También se han elaborado membranas de quitosan por su
capacidad para separar soluciones de alcohol-agua, wtilizadas la industria quinmica
(Tsugita, 1989).

Henri Bracannot fue el primero end;:scribira la quiting « el la llamg fungma- en
1821. La quitina no se disuetve en la mayoria de los salventes organicos comé agua y
alcohol Esta usualmente unida a proteinas. En 1859, un quimico [lamado Rouget encontrd
que calentando quitina en presencia de hidroxido de sodio coacentrado la convierte a un
compuesto relacionado pero mas util llamado quitosan. Uno de los primeros usos de la
quitina file purificar agua obtenida del procesamiemto de la industrizs pesquera,
especificamente de mariscos. Estas plantas producen ademis del agua solidos como
carapachos y visceras Cerca del 85% del peso de cada animal es desechado, lo que origina
cerca de 3 millones de toneladas de desechos solidos cada ado. Algunas de estas compaiiias
usan la quitina derivada de sus desechos solidos para purificar su agua. Un estudio en una
planta ubicada en Louisiana en 1989, mostrd que el quitosan obtenido de sus desperdicios
pudo remover 98% de los sélidos suspendidos en el agua de desecho. La quitina y el
quitosan son de hecho buenos sgentes quelantes. Una industria Japonesa llamada Kurita
vende el quitosan como un agente floculante. En Japon al menos § compafiias fabrican
quitina y quitosan a partir de carapacho de cangrejo. Chito-Bios de Ancona, Italia vende
quitosan-N-catboxibutil, bajo el nombre de EvalsamR, para shampoos, jaboues pars baiio,

jabones liquidos, pasta de dientes, etc.
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Varios paises, incluyendo EUA, Japén, Noruega, Italia ¢ India, tienen actualmente
plantas productoras de quitina/quitosan a partir de¢ moluscos. Lo poco que producen es
usado para industria farmacéutica y para tratamiento de aguas residuales. No existen datos
acerca de cuanta quitina teéricamente s disponible de la industria de crusticeos, pero de
acuerdo a la FAO, en 1987, a nivel mundial serian 3.69 millones de toneladas de crusticeuvs
y asumiendo que 1% del peso del crustaceo es quitina, asumimos 36 700 toneladas por aiio
de quitina como desecho del procesamiento de camaron, langosta, cangrejo. El prin.cipal
problema es que no es costeable economicamente hablando, el colectar estos desperdicios de
varias pequeilas compaiiias procesadoras.

Al parecer la mayor fuente de quitina en el futuro podria ser por biotecnologia mas
que a partir de desechas del mar. Si la demanda se incrementara, los fabricantes podrian
desarrollar microorganismos modificados geneéticamente pars producis estos compuestos.
Ciertas algas producen quitina en forma de fibras extracelulares, que podrian ser del 10 al
15% de su peso seco y recuperase con un readimiento del 80%. Quitina y sus derivadas
parecen ser Gliles como plasticos muy versétiles. El quitosan podria tener uso en dreas donde
membranas no téxicas y fuertes se requieran, plasticos para microondas y para empacar
camida. Algunos investigadores piensan que estos quimicos podrian ser la base para
plasticos biodegradables. El quitosan puede producirse en muchas presentaciones. polvo,
pasta, solucion, membranas, fibras (Stephen, 1991).

Un estudio sobre la permeabilidad de membranas claboradas a partir de quitina hacia

¢l agua y solutos, encuentra que las membranas elaboradas pueden ser potencialmente



utilizadas como membranas de osmosis inversa o0 en otras aplicaciones que requieran la
separacion de agua y solutos (Rutherford y Dunson, 1934),

En base a un analisis sobre el aporte y la demanda para productos a base de quitina
en Estados Unidos, concluyen la factibilidad comercial para producir entre 1 y 4 millones de
toneladas de quitina/quitosan por afla para venderse a §1.00 y $2.50 por libra (Murray y
Hattis, 1978).

Una amplia variedad de microorganismos en suelo y agua son capaces de degradar
quitina y quitosan. Algunos degradan solamente ¢l quitosan mientras que otros degradan
ambos polisaciridos. Los microorganismos degradadores de quitina son extremadamente
commnes en suelo { 10° UFC por g de suclo de jardin, bosque, y mmestras de suelos
agricolas) (Fenton e¢ al, 1978; Alexander, 1980).

La formacion de membranas y fibras a partir de quitosan e¢s dependiente de la
estructura del quitosan que se utilice y este va a depender de la especie de crusticeo de la
cual se obtenga. Asi, Averbach, utilizando quitosan obtenido a partir de diversos crustaceos,
obtuvo membranas flexibles y resistentes, con una fiuerza de tension de 20,000 psi y un
porciento de elongacion de 6%, a través de la técmica de moldeado, las cuales se
desintegraron completamente en 3 a 4 semanas en el Atiimtico Norte en las costas de
Massachusetts {(Averbach, 1978 ).

Actualmente las compafiias pracesadoras de alimentos del mar consideran sus
subproductos como basura y los apilan en las lineas costeras alrededor del mumdo por
millones de toneladas. Sin embargo, en afios recientes debido al incremento en salvaguardar

el medio ambiente, una mueva gemeracion de imvestigadores en Estados Unidos han



considerado a la quitina y el quitosan como compuestos potenciales debido a que no son
toxicos y son biodegradables (Pennisi, 1991).

La biodegradabilidad de la quitina es importante desde el punto de vista técmico,
especialmente en relacion a sm uso como acarreador para drogas de liberacion lenta,
plaguicidas, y otras formulaciones. La bacteria Serratia marsescens y Enterobacter
liquefaciens son 10 veces tan activas para degradar quitina como Aspergillus fumigatus y
Streptomyces.

La produccion de quitina y quitosan esta basada en caparazon de cangrejo y camaron
de industrias ubicadas en Oregon, Washington, Virginia y Japon. Muchos paises tienen
grandes fuentes de crustaceos sin explotar como Noruega, México y Chile.

Para producir 1 Kg de quitosan 70% deacetilado, a partir de caparazén de camarén
se requieren 6.3 Kg de HCl al 30% y 1.8 Kg de NH,OH. En 1984 el precio del quitosan a
pivel mundial era de $ 10.00/Kg.

La quitina y el quitosan tienen baja toxicidad, la LDse del quitosan en ratones de

laboratorio es de 16 g/Kg de peso, cercana a la de sal y azicar (McCarthy, 1989 ).
¢) PECTINA.-
En un estudio sobre la importancia de la produccién de la pectina, se estima que la

produccion mundial de este producto es de 10,000 toneladas al ano. (Fogarty y Ward

1972).
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Los subproductos de la mdustrializacion del limon y la manzana pueden ser utilizados
para la obtencion de pectina, se reporta que el contenido de este compuesto es de 3-4 % en
la cascara de limén y de 0.5 a 0.6 % en la cascara de manzana La tecnologis de que se
dispone actualmemie puede colaborar en la sohucion del problema de aprovechamiento de
desechos agromdustriales, en este vaso solidos provenientes de las mdustrias procesadoras
de jugos, que actualmente, en paises como ,Mé:l:i.co constituyen un factor muchas veces
considerado de contaminacion del entomo ecoldgico debido a que no existe una explotacién
total de estos residuos. Un fruto mexicano como lo es ¢l tejocote, es reportado como una
fuente para obtencion de pecting con rendimientos equiparables al de la manzana. (Monrey

et al 1990).

d) PULULAN.-

En membranas elaboradas con pululan y quitosan por el método de moldeado,
comparan las propiedades fisicas y funcionales como fuerza de tension, flexibilidad y
permeabilidad. Encuentran que estos polimeros presentaron mayor permeabilidad al oxigeno
y resistencia que las membranas sintéticas como mylar y prolipropileno, embargo su
fuerza de tension y fexibilidad fiieron considerablemente menores. (Mayer et al 1989).

Al estudiar la mfluencia de la concentracion y el tipo de fuente de carbono, nitriégeno
y fosfatos sobre el peso molecular y el rendimiento em la produccién de puhulan por
Aureobasyium sp, mvestigadores encuentran que las membranas elaboradas con pululan de

peso molecular bajo y medio tuvieron flexibilidad, elongacion y fuerza de tensién smilares,
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mientras que las membranas elaboradas con pululan de alto peso molecular resultaron duras
y quebradizas (Wiley ez af 1993). -

Biopolimeras como pululan y quitosan, tiemen propiedades quimicas, fisicas y
biologivas (micas que pueden proveer caracteristicas funciomales mejoradas cuaando se
compara con polimeros sintéticos. Pululan .( un polimero lneal de maltotriosas), fue
producido a partir del hongo Aureobasidium pullulans en tres rangos de peso molecular
promedio variando las condiciones del proceso de fermentacion. Quitosan (un polimero
lineal de 2-amino-2 deoxy-D-glucosa con uniones - 1,4) derivado de desechos de carapacho
de mariscos o de la pared cehular del hongo Aucor rouxii, fue eatrecruzado con
epiclorohidrina durante el proceso de moldeado de las membranas.

Membranas moldeadas a partir de putulan v quitosan fueron evaluadas en cuanto a
sus propiedades funcionales mcluyendo fuerza de tensidn, flexibilidad y permeabilidad al
oxigeno. El pululan y quitosan sin derivatizar tuvieron mayor resistencia de permeabilidad al
oxigeno comparado con membranas sintéticas usadas para empaque tales como el mylar y el
polipropileno; sin embargo, su fuerza de tension y flexibilidad fiueron considerablemente
menores que las dos membranas smtéticas. La fuerza de tension del quitosan entrecruzado
fue de 2 a 3 ordenes de magnitud mayor que ¢l quitosan sin denivatizar y alcanzd s fuerza
de tension del mylar y el polipropileno (Mayer et al, 1989).

Pululan es un biopolimero, ¢l cual es liberado al medio de cultivo como un
metabolito secundario por el hongo dimérfico Aureobasidium pullulans. Biopolimeros
como pululan ofrecen un numero de potenciales ventajas sobre polimeros smteticos. Esto

mchiye propiedades fisicas y quitmicas, tales como la formacién de membranas transparentes
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con baja permeabilidad al gas, buenas propiedades adhesivas, biodegradabilidad, excelentes
caracteristicas de fuerza y flexibilidad, compatibilidad biologica, potencial para manipulacion
genetica, control sobre caracteristicas poliméricas, y una habilidad para producir fracciones
de peso molecular definido y valor mutricional. En conclusion, la aprobacién puede ser ficil

de obtener debido a la fuente natural de estos materiales.
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MATERIAL ¥ METODOS

A) Elaboracion de los plasticos:

Se utilizo el método semmseco de Otey, el cual consiste en reemplazar de 10 a 15 %
de los solidos secos en las diferentes fornmlaciones por urea, agregando un total de liquidos

de 8.1 % de agua y 8.1 % de hidrxido de amonio conceatrado.

Para la preparacion de los formmlados se wtilizaron los siguientes componentes:

-Almidén de maiz perla; 9.7% de humedad ( Buffalo 3401 )

=Quitina ( de carapacho de cangrejo; 7.5% de humedad ) ( Sigma Chemical Co. )
=Pectina ( cdscara de citricos; 7.4% de  humedad ) ( Sigma Chemical Co. }

-Pululan ( de Aurecbasidium pulluians, 7.4% de hlumedad ) { Sigma Chemical Co. )
-Polietileno de baja densidad ( PEBD; Chemplex 3404B )

~Copolimero de etilene y acido acrilico, 20% ( EAA; Primacor 5981 )

-Urea (grado analitico) ( Sigma Chemical Ca. )

-Hidroxido de amonio concentrado

-Polietilenglicol ( Sigma Chemical Co. }

_Ag“a



A los formulados se les asigné la letra “F” y 1a numeracion del 1 al 10 resaltando

cinco diferentes grupos en base al contenido del polisacarido:

Grupo 1: F1, F2, y F6 los cuales contienen unicamente almidon como polisacarido.

Grupo 2: F3 y F7 , almidén y quitina.

Grupo 3: F4, almidén y pululan.

Grupo 4: F5 y F8, almidon y pectina.

Grupo 5: F9 y F10, correspondiente a los controles con 100% de PEBD y 100% de EAA,
respectivamente.

El contenido de humedad de los diferentes polisacaridos (almidén, quitina, pectina, y
pululan) se determiné pesando 10 g de cada uno de ellos en una balanza para medir
humedad marca Mettler, a 105° C por 15 min.

Una vez determinada la humedad se procedio a pesar los componentes para obtener

un volumen final de 300 g de cada formulado con las siguientes concentraciones finales:

Composicion quimica de los diferentes formulados.

F1I_F2 F3 F4 F5 F6 F7___ F8 F9 __ F10

ALMIDON 40% 40% 20% 20% 40% 36.4% 18.2% 36.4%

UREA 10% 10% 10% 10% 10% 9.1% 9.1% 9.1%

EAA 25% 50% 25% 25% 25% 45.5% 22.7% 22.7% 100%
PEBD 25% 25% 25% 22.7% 100%
QUITINA 20% 18.2%

PULULAN 20%

PECTINA 25% 22.7%

PPG 9.1 9.1 9.1

AGUA 8 8 8 8 8 8 8 8

NH,.OH 8 8 8 8 8 8 8 8

Nota: los valores de agua e hidroxido de amonio corresponden a 8 partes por cada 100 partes de solidos.
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Se reporta en la literatura que la adicion de pequedias cantidades de alcali som
esenciales para obtener una membrana de calidad, y el hidroxido de amonio es utilizado
debido a que cualquier exceso se pierde rapidamente duraate ¢l proceso de extrusion.

La urea se agrega para reducir la camtidad de agua y tiempo necesario para la
gelatmizacion del almidon (Otey y Doane, 1987).

El polietilenglicol se adiciond como plastificante para ver si su presencia modificaba
los niveles de biodegradacion o syudaba en las propiedades fisico-mecinicas de las

membranas plasticas obtenidas.

Una vez mcorporados todos los mgredieates se procedid & mezclarlos en una
batidora de acero moxidable (Hobart Mixer) hasta obtener um polve homogencamente
humedecido. Este polvo fue extruido en un extrusor (C. W. Brabender Plasticorder, Mod
PC 200) de tomillp simple (1.9 ¢m, didmeto 20/1 L/D), a través de um dado tipo spaguetti
con orificios de (17 1.6 mm.) a temperaturas de 120-130°C. Generalmente se requirio de 2 a

3 pases a través del extrusar hasta obtener el contenido de humedad deseado (5-10%).

Diferentes temperaturas y velocidades fueron probadas previamente hasta encontrar
las condiciones a las cuales se logro obtener membranas con caracteristicas deseadas.

Una vez obtemidas las membranas plasticas de los diferentes formulados se
determinaron los parametros de porciento de elongacion y fuerza de tension (ASTM-D882-
81), procediendose posteriormente a tealizar las pruebas de biodegradabilidad los

diferentes sistemas.
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B) Pruebas de Biodegradabilidad:

i) Fruebas de Laboratorio.

a) Microorganismos:

Los microorganismos utilizados en este trabgjo fueron: un comsorcio bacteriano
altamente amilolitico denominade LD-76 proporcionado par el Centro Nacional para la
Utilizacion de la Investigacion em Agricultura, ARS/USDA/NCAUR, Peonia, Illinois; y una
cepa de Serratia marscensens obtenida del Laboratorio de Bacteriologia Basica del Dpto, de

Microbiologia ¢ Inmunologia de la Fac. de C. Biologicas dela UAN.L.

b) Mantenimiento de las cepas:
Las cepas fileron activadas en caldo nutritivo y mantenidas por medio de resiembras

periodicas en tubos con agar nutwitive, pH 7.0 en refrigeracion a 4 °C.

¢) Indculo:

A partir de los cultivos en agar nutritive se tomaron dos asadas y se transfirieron a
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de caldo nutritivo. Después de 18 h de incubacion
en agitacion en un agitador Lab-Line a 150 rpm y 30 °C, se tomaron 2 ml y se transfirieron a
matraces Erdenmeyer de 250 ml de capacidad los cuales contenian 100 ml del medio de

cultivo denominado 8§38 medificado, el cual consiste en una mezcla de sales y vitaminas:
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KH;PO,, 0.4 g.; K;HPO,, 0.1 g.; MgCl-7TH;0, 0.2 g.; NaCl, 0.1 g; CaCl, 0.02 g.; FeCl,
0.01 g., NaMo, 0.002 g.; NHCL 1.5 g.; Soluciéon Vitaminica, 1.5 g.; Agua Destilada 1000
ml; pH 7.3 + 0.1 (Mary Kinney, commnicacion personal ); y las nmesiras obtenidas de los

formulados.

d) Preparacidn de las Muestras:

A partir de los membranas plasticas elaboradas se cortaron tiras de 1.0 X 100 cm.
aproximadamente, cada tira fue numerada y pesada en una balanza gmalitica (Sartorius +
0.001 g) para obtener el peso imicial de las tiras. Estas se esterilizaron por inmersion durante
30 min. en una solucién de perdxido de hidrogeno al 3%, posteriormente s¢ lavaron
cuidadosamente en condiciones asépticas con agua destilada estéril Se colocaron 6 tiras en
cada matraz ¢ou ¢l medio de sales y el indculo sumando un total de 6 matraces para cada
formmlado a probar, Estos matraces se incubaron a 30° C y 125 rpm. Un matraz de cada

mestra se recuperd a los 5,15,30, y 45 dias de incubacion.

¢) Determinacion de Pérdida en Peso:

Las tiras recuperadas de cada matrazz se lavaron cuidadosamente en agua destilada
varias veces y se secaron por un periodo de 5 diss a temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente s¢ determind su peso en una balanza'a.naliﬁca (Sartorius + 0,001 g) para
obtener el peso final El porciento de pérdida en peso se obtuvo restando el peso final al
peso inicial de cada tira mutriplicando por 100. Cada tira foe considerada una repeticion,

tenicndose 10 tratamientos con 6 repeticiones.
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Después de ser obtenidos los datos de pérdida en peso, las tiras se utilizaron para

medir los otros parametros,

f) Determinacion de crecimiento microbianos

Este parimetro se midid por medi‘o de cuenta visble en placa al imicio del
experimento y en cada fecha de colecta, Se prepararon diluciones decimales del medio de
cultivo y s¢ sembraron en placas de Petri con Agar Nutntivo, para cada formulado,

respectivamente,

g) Determinacion de parciento de Elengacion y Fuerza de Tension:

Las tiras recuperadas se analizaron para determinar los cambios en los parimetros
fisico-mecinicos de porcieato de elongacida y la fiierza de tension en un Iastron Universal
Testing Machine Modelo 4201, [nstron Corp., Canton, MA., de acuerdo al método estandar
para medir propiedades tensiles en plisticos delgados en forma laminar (ASTM-D 882-31) a
los diferentes tiempos de imcubacion, comparado con los valores obtenidos de estos
parametros de las membranas después de ser elaboradas. Se utilizo una mordaza de 10 mm
de longitud, una distancia entre las mordazas de 50.8 mm, y una velocidad de 50 pum/min.

Las mediciones se realizaron a una temperatura de 25°C y 50% de humedad relativa.

h) Andlisis por Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier

(IRTF):
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Las tiras recuperadas, ademds de sus comtroles respectivos fileron analizadas por el
método de pastillas de KBr. Se pesaron 2.66 mg de las muestras respectivamente, y se
congelaron en mitrogeno liquido en viales de acere inoxidable (Wig-L-bug) los cuales
contenian dos pelotas de acero moxidable para ayudar a la trituracion. Los viales se agitaron
en un por 60 seg. este procedimtiento se repitid tres veces hasta lograr obtener un polva
fino. Posteriormente se agregd KBr (Sigma Chem.) grado espectofotométrico previamente
deshidratado, hasta obtener 700 mg de peso total agitandose de nuevo por 30 seg. para
homogenizar la nmestra. Se tomaron 300 mg de la mezcla para pasarse a la prensa hidriulica
aplicandose 20000 libras de presion a vacio para obtener la pastilla. Se procedio a analizar la
pastilla en un espectrofotometro Liser Precision Analytical, Modelo RFX-75.

Cada uno de los espectros obtenidos son el resultado de un promedio de 32 barridos
con una resohucion de 4 cm™ . Espectros de los polisacaridos (almidén, quitina, pectina y
pululan), de los polimeros sintéticos (PEBD y EAA), asi como de las membranas de los
formulados antes y después de ser expuestas a los estudios de biodegradacion, fueron
obtenidos para observar cambios de los picos de absorcion caracteristicos de cada uno de los

Ccomponentes en las diferentes membranas plasticas elaboradas.

ii) Pruecbas en Ecosistemays Naturales.

1) Rio:

a) Lugar de Prueba:

Sistema acujtico en movimiento, ric de 1.5 mts. de profimdidad aproximadamente,

ubicado en ¢l Parque Zooldgico “La Pastora™ al sureste de la ciudad (Monterrey, NL); este



higar fue seleccionado en base a dos aspectos, el primero por la cercania de dicha localidad
al laboratorio donde se realizaron las pruebas microbiologicas y el control sobre €l acceso al
publico en dicha area; y el segumdo en base a la apreciacion donde se observé que una gran
cantidad de los desechos plasticos que no son manejados en algun sistema de recoleccion de

basura, [legan como punto final a este tipo de sistemas acudticos.

b) Preparacion de las Muestras:

Se cortaron 18 cuadros de 5.0 cm’ de cada una de los membranas plésticas
elaboradas, se enummerarou y pesaron respectivamente. Cada uno de los cuadros se colocod en
forma de emparedado dentro de rejillas de plastico de 7.0 cm® debidamente aseguradas y
marcadas para evitar la pérdida de la mmestra. Posteriormente se colocd una rejilla de cada
muestra canxst;ls de plastico sumando un total de 3 canastas por cada fecha de colecta,
esto es 3 repeticiones. Las canastas fucrom colectadas a los 10,24,38,48 y 60 dias y
colocadas dentro de una bolsa de plistico grande la cual contenia agua del rio para evitar la
deshidratacion durante el transporte al laboratorio para los analisis. Al tiempo se
colectd agus en un frasco estéril para llevar a cabo un seguimiento de las condiciones
ambientales del lugar como temperatura y pH del agua, asi como el anilisis microbialégico

de la misma.
¢) Determinacion de Pérdida em Peso:

De las tres repeticiones obtenidas de las mmestras ea cada fecha de colecta, dos de

ellas se utilizaron para determinar el parametro de pérdida en peso. Las mmestras se
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recuperaron de las rejillas de plistico y se lavaron cuidadosamente, dejandose secar a
temperatura ambiente (25°C), por 5 dias. Posteriormente s¢ determind el peso final y el

porciento de pérdida en peso.

d) Anailisis por Espectroscopia de Infrarrojo (IR):
Las muestras recuperadas del anilisis de pérdida en peso se utilizaron para el anilisis

de espectrofotometria de Infrarrojo por el método de pastilla en KBr, antes mencionado.

e) Anilisis por Microscopia Electrénica de Barridos

Lsa tercer repetician de cada foromilacidn se corté en dos partes, una de ellas fue
tijada en glutaraldehido al 1% para el analisis de microscopia electronica de barrido, de esta
una porcion pequeia (0.5 cm’ ), correspondiente & cada mmestra se deshidrato por 10 min,
en cada una de las soluciones de etanol al 50,60,70,90 y 100 %. Se montaron en
portamuestras de alummiac y se cubrieron com una mezcla de oro-paladio para
posteriormente analizarse en un microscopio JOEL, Mod. 1200 EX. La parte restante se

utilizo para el anilisis de flora microbiana adherida a la mestra.

{) Anilisis de Flora Microbisna adherida a la muestrs;
Se cortd cuidadosamente | cm’ de cada mmestra y se coloco en 9 ml de solucién
salina estéril 0.85%, realizindose diluciones decimales para posteriormente sembrase en

cajas Petrd coa agar nutritivo las cuales fueron incubadas a 37°C por 24-48 h.
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2) Suelo:

a) Lugar de Prueba:

Area de jardin, ubicada en la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, San Nicolds de
los Garza, N.L. Este lugar se eligié nuevamente debido a 1a cercania con el Laboratorio y al

control sobre el acceso al publico.

b) Preparacion de las muestras:

Se cortaron 3 tiras de 10 cm de largo por 1.0 cm de ancho de cada muestra plistica,
se tomo el peso inicial de estas y se emumeraron. Cada juego de tres repeticiones se
colocaron en pozos en ¢l suelo a una profundidad de 30 ¢cm y una distancia de 30 cm entre
pozo y pozo. Las muestras se recuperaron a los 15,30,45,60,75,90,105,120 dias de
exposicion. Al mismo tiempo se tomaron muestras de suelo para determinar la temperatura
y humedad del suelo en cada fecha de colecta y se realizd un analisis fisicoquimico del suelo

para su caracterizacion.

¢) Determinacion de Pérdida en Peso:

Las tiras recuperadas se limpiaron cuidadosamente con la ayuda de un pincel para
quitar el exceso de tierra en el caso de muestras en donde no hubo mucha adbesion de tierra;
o utilizando un bafio de ultrasonmido en mmestras dificiles de Limpiar. Posteriormente se
lavaron y se dejaron secar por 5 dias a temperatura ambiente (25°C), tomandose el peso final

de las mismas para obtener el porciento de pérdida en peso.

63



d) Determinacion de pH:
Se pesaron 10 g de suelo y se adicionaron 25 ml de agua destilada pH 7.0, se mezclo
hasta homogenizar la muestra y se dejo reposar por 30 mun., posteriormente se determino el

pH en un Potenciometro Beckman Mod. 63.

¢) Determinacion de Humedad:
Se pesaron 10 g de sueio y se procedié a determinar su comenmido de humedad en
base a diferencia de peso después de 24 h a 100 ° C, en una estufs marca MAPSA modelo

HDP-334.

f) Determinacion de Porciento de Flongacion ¥ Fuerza de Tensidn: Se procedia

como se indicé amteriormente.

g) Anilisis de Espectroscopia de Infrarrojo (IR): Se procedid como se mdicod

anteriormente.

C) Anailisis Estadistico:
Para el analisis estadistico se utilizd un Anilisis de Varianza (ANQVA), Y Prueba de

comparacion de Rango Multiple de Tuckey.



RESULTADOS

ELABORACION DE MEMBRANAS.-

Se prepararon un total de 10 diferentes formmlados, para obtener las membranas
plisticas por el método de extrusion. Las propiedades fisico-mecinicas que presentaron
estas membranas después de ser obtenidas se describen en la (Tabla 3).

Los resultados se describen siguiendo los parametros utilizados para medir la
biodegradabilidad de las muestras para simplificar el manejo de los datos obtenidos evitando

la repeticion de graficas y tablas.

PERDIDA EN PESO.-

El andlisis de pérdida en peso de las membranas expuestas al consorcio bacteriano
LD-76 en laboratorio indico mayor pérdida en peso en los formulados a base de pectina del
grupo 4, en donde FS alcanzo un 44.26 % de pérdida en peso y I8 un 42.71% a los 45 dias
de exposicion (Fig 1). El segumdo grupo em presentar mayor pérdida fue el grupo | de
almidon, con valores de 24.58, 21.78 y 11.57% para Fé, F1 y F2, respectivamente, a los 30
dias de exposicion (Fig 2). Posteriomente en los formulados con quiting del grupo 2, el
formulado F7 alcanzd un 17.23 % a los 30 diss, mientras que F3 presenté 13.61% en el

mismo periodo (Fig. 3). Puede observarse que en los grupos correspondientes a los
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controles F9 y F10 se obtuvierom valores de + 0,582 (lo que indicd ganancia de peso) y
2.36%, respectivamente.

Los datos también se graficaron en base a los valores de diferencia de peso promedio
obtenidos de las repeticiones de cada fechs de colecta para cada formulado (Fig 4) y de
todos los formulados para cada dia (Fig 5). El anilisis estadistico de estos datos indicé una
alta diferencia significativa entre los formulados (F = 208.51; gl 8,3; P < 0.01) y los dias (F
= 164.97; gl. 8,3; P < 0.01), respecto a la diferencia de peso promedio, donde la intersccion
de ambos factores (tipo de formulado y dias), también indicéd alta diferencia significativa
(F= 27.29; gl 8,3; P < 0.01). Sin embargo, cuando s¢ prucban cada factor por separado
respecta a la diferencia de peso pramedio, los dias no presentan diferencia significativa, por
lo que este factor no puede analizarse independiente del tipo de formulado pars la variable
en estudio (F = 2.07; gl 3; P > 0.05), (Tabta 4) ; mientras que el factor formulado sigue
siendo altamente significativo (F = 24.96; gl 8; P < 0.01), (Tabla 5).

En el expenimento de laboratorio con Serratia marscesens, el grupo de pectins (4),
presenté el mayor pociento de pérdida em peso con 72.86% a los 90 dias para el F5 y
65.94% para F8 a los 45 dias (Fig 6). El grupo de almidén (2), presento un 41.31% para F1
2 los 45 diss de exposicion, valor que posteriormente decrece significativamente. F2
presento la mayor pérdida en peso ¢l dia 90 con 7.81% (Fig 7). Para ¢l grupo de quitina (2),
un 14.383% se presento a los 90 dias para F3 y 26.82% para F7 1 los 75 dias (Fig.8). Los
valores de diferencia de peso promedio para cada formulado en las diferentes fechas de
colecta, asi como la diferencia de peso promedio que se presentd en cada dia

independientemente del formulado, se observan eu la (Fig. 9 y Fig 10).



Se observo una alta diferencia significativa en la diferencia de peso promedio entre
los formulados (F = 52.01; gl. 8,5; P < 0.01) y entre los dias (F = 3.19; gl. 8,5; P < 0.01);
con una interaccion en ambos factores altamente significativa (F = 37.27; gl. 8,5; P < 0.01),
sin embargo cuando se analizan los factores mdividualmente se encuentra que no existe
diferencia significatica en la diferencia de peso promedio respecto a los dias (F = 2.44; gl. 5;
P > 0.05), en tanto que el factor formulado sigue presentando umna alta diferencia
significativa (F = 53.71; gl. 8; P<0.01) (Tablas 6 y 7).

Se incluyeron controles negativos para los experimentos de laboratorio los cuales
congisitieron en colocar muestras de los diferentes formmlados en el medio de cultivo sin
microorganismos, se pudo observar pérdida de peso en los diferentes formulados con
valores promeciio de 10.58% para F2 y 13.7% para F6 del grupo de almidén (2); 10.41 y
19.19% para F3 y F7 del grupo de quitina (2), respectivamente; 28.36% para FS y 36.99%
para F8 del grupo de pectina (4); no presentandose pérdida en peso para los controles F9
con 0.82% y 0.95% para F10 (Tabla 8).

Los resultados obtenidos en Rio, tambien mostraron al grupo de pectina (4) como ¢l
grupo con los formulados que presentaron mayor pérdida em peso: 71.92% para F8 y
67.25% para F5, a los 62 dias de exposicion (Fig 11). Posteriormente el grupo de pululan
(3), con el formulado F4 presenté 44.07% de pérdida en peso a los 62 dias, (Fig. 12),
seguido del grupo de almidon (1), con 35.85, 16.22 y 9.28%, para Fl, F6 y F2,
respectivamente (Fig. 13). El grupo de quitina (2), obtuvo 31.66% para F7 y 22.64% para
F3 en el mismo periodo de tiempo (Fig. 14). Los formulados correspondientes a los

controles F9 y F10 no mostraron pérdida en peso después del periodo de exposicion.
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El analisis estadistico indico una alta diferencia significativa en la diferencia de peso
promedio entre los formulados (F = 25.92; gl. 8,5; P < 0.01), asi como entre los dias (F =
28.96; gl. 8,5; P <0.01) no encontrandose diferencia significativa en 1a interaccion de ambos
factores (F = 1.60; gl. 8,5; P > 0.05). Cuando se analizan los factores individualmente con
respecto a la variable diferencia de peso los formulados siguen presentando diferencia
altamente significativa (F = 25.25; gl. 8; P < 0.01), y similar a los experimentos anteriores el
factor dias no presenta diferencia significativa (F = 0.2109; gl 1; P > 0.05).

El andlisis del agua mosird condiciones de pH neutro (7.57), una temperatura
promedio de 22.4° C y una flora microbiana predominantemente bacilar, con un promedio
de 47.05 X 10° celulas por ml (Tabla 9).

En el experimento realizado en Suelo en el periodo Enero a Mayo 1994, no se
recuperaron las muestras correspondientes a todas las fechas de colecta para la mayoria de
los formulados. Asi tenemos que para F1 del grupo 1 de almidén, todas las repeticiones se
recuperaban en pequefios trozos ¢ casi completamente desmtegradas (Tabla 10). Estos
resultados representados en diferencia de peso se muestran en la (Tablg 11). Se encontré
una alta diferencia significativa en la diferencia de peso respecto a los formmlados (F =
44.30; gl. 6,7; P < 0.01) y respecto a los dias (F = 83.03; gl. 6,7; P < 0.01) asi como en la
interaccion de ambos factores (F = 4.64; gl. 6,7, P < 0.01); similar a los experimentos
anteriores cuando el factor dias es analizado individualmente no presenta significancia sobre
la diferencia de peso (F = 1.873; gl. 7; P > 0.05) y el factor forrmlado mantiene su alta

diferencia significativa (F = 72.33; gl. 6; P <0.01).
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En el experimento de suelo realizado en el periodo de Octubre de 1994 a Enerc de
1995, el mimero de muestras recuperadas fue minimo en la mayoria de los formmlados
(Tabla 12), por lo que el andlisis estadistico para el parimetro de pérdida en peso no pudo
realizarse.

El anilisis fisicoquintico del suelo indico un suelo de tipo franco arcilloso, (Tabla
13), con un pH predommantemente neutro y unt contenido de humedad vanable (Tabla 14 y
15)., Lu temperatua promedio del suelo tomada al szar de 6 difereates pumtos, fue
incrementandose de 20,6° C para el mes de Febrero a 33.5° C en el mes de Mayo (Tabla

16).

DETERMINACION DE CRECIMIENTO MICROBIANQ.-

La prueba para determinar poblacién microbiana en los experimentos de laboratario
cou el cousorcio bactenano LI-76 y Serratia marscesens, imdicd un mcremento en el
nimero de micraorganismos durante el tiemp? que duraron los experimentos, excepto en las
controles F9 y F10. Se abserva que el niimero miximo de microorgansimos se alcanzd a los
30 dias, dismmuyendo posteriormente. En el caso de Serratia marscesens se presentarom
fluctuaciones en el numero de ¢élulas por ml de medio de cultivo, en las diferentes fechas de

colecta de las muestras (Tabla 17 y 18).



ANALISIS DE FLORA MICROBIANA ADHERIDA A LA MUESTRA.-

En los experimentos realizados ea rio y suelo se observd la flora adherida a la
muestra. En el experimento de rio el mayor nlimero de microorganismos por cm” de muestra
se presentd en las muestras de quitina, seguido de pectina, almiddn y pululaa y el menor
nimero se presentd en los contrales F9 y F10. En el experimento de suclo realizado de
Enero 8 Mayo’94 se observd el mismo patrén excepto con pululan el cual no fue
recuperado. En Octubre’94 & Enera’95, nuevamente los fortuulados con quitma presentaron
¢l mayor numere de microorgansimos adheridos, seguido en este caso por almidon y

finalmente pectna (Tabla 19, 20 y 21).
DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOS DE LAS MEMBRANAS.-

En el grupo de almiddn (1), el porciento de elongacion después de 45 dias de
exposicion en el laboratorio al consorcio LD-76, dismimuyo para los tres formulados con una
disminucion del 90.88% para F1, 70.44% para F2 y 54.22% para F6. En el grupo de quitina
(2), este parametro tambien declind con un 83.58% para F3 y 69.72% para F7. Sin embargo
en el grupo de pectina (4), F5 presentd un aumento en el % de elongacion de 37.78%,
mientras que F8 tuvo un decremento del 81.27%. Los controles F9 y FI10 también
presentaron cambios en eéste parimetro, un incremento del 66.13% para F9 y un decremento

del 19.08% para F10 (Fig. 15,16,17).
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La fuerza de tensién en 13 mayoria de los formulados se vid incrementada; en el
grupo de aimidon (1), solo se vio dismmuids en F1 con 2.98%, mientras que F2 y F6
tuvieron mcrementos de 119.15% y 194.79%, respectivamente. Para el grupo de quitina (2),
F3 disminuyé en 13.53% y F7 aumentdé em 138.36%. Los formmlados F5 y F8
correspondientes al grupo de pectna (4), ambos presentaron incremento en la fuerzs de
tension con un 12.73% y 284.11%, respectivamente. En el caso de los controles F9 tuvo un
pequeiio incremento del 1.17% y F10 una disminucion del 23.06% (Fig.18,19,20).

Para los experimentos realizadas en suelo, en el periodo de Enero a Mayo de 1994 el
porciento de elongacion disminuyd para todos los formulados excepto para los controles F9
y F10, donde se vi6 incrementada con 51.63 y 88.62%, respectivamente. Asi tenemos que en
¢l grupo de almidén (1) Fé presentd nna dismmucion de 95.63%, segnido de F2 con
95.18%; en el grupo de quitina (2), F3 presento un decremento del 76.85% y F7 de 75.91%,;
para el grupo de pectina (4), F5 mostr6 una disminucidn del % de elongacion del 122.10%,
mientras que F8 alcanzo 94.61% (Fig. 21,22,23).

El parimetro de fuerza de tension, para el grupo de almiddn (1), tuvo un incremento
para ambos formulados F2 y F6 com 42.43 y 31.86%, respectivamente; en el grupo de
quitina (2) sin embarga, solamente F7 tuvo un incremento del 38.15% y F3 disminuyé ea
25.03%; para el grupo de pectina (4), ambos forrmlados presentaren disminucién con 82.91
y 59.54% para F5 y F8, respectivamente. Los controles disminuyeron con 20.14% para F9 y
33.89% para F10. (Fig. 24,25,16).

En el experimento realizado en el periodo de Octubre’94 a Enero’93, el porciento de

elongacion para el grupo de almidon (1) disminuyé para todos los formulsdos com 96.93,
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96.01 y 88.42% para F1,F2 y F6, respectivamente. En el grupo de quitina (2), también se
vié¢ dismimucion con 77.58% para F3 y 61.21% para F7; en el grupo de pululan (3) F4
disminuyo con 93.05%; el grupo de pectima (4), FS mostré un ligero incremento de 7.25%,
mientras que F8 disminuyé en 79.39%. Nuevamente los controles incrementarom su
elongacion en 35.60 y 95.91% para F9 y F10, respectivaments (Fig. 27,28,29). El
parametro de fuerza de tension se vié dismmuido para todos los formulados de los diferentes
grupos: para el grupo de almiddn (1), F1 com 79.74%, F6 con 54.88% y F2 con 8.52%; el
grupo de quitina (2), F3 con 72.80% y F7 con 4.830%; en el grupo de pululam (3) F4
disminuyd en 93.27%; el grupa de pectina (4), F8 con 93.16 y F5 con 90.72%,; los controles

F9 con 43.47% y F10 con 51.84% (Fig. 30,31,32).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.-

En el analisis de microscopia electrénica de barrido efectuado en las muestras
abtenidas del experimento de Rio después de 62 dias, se puede observar que imicamente los
formulados elaborados con polimeros smtéticos mezclados con los diferentes polimeros
paturales cxhiben un deterioro comsiderable en su superficic asi como una notable
acumulacién de organismos. El andlisis microbioldgico de estas poblaciones mo mostrd
diferencia en cuanta al tipo de nricroorganismos predominando las bacterias sobre las algas,

protozoarios y distomeas (Fig. 33).
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ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARRQJQ .-

Los espectros de infrarrojo de los controles F9 y F10 elaborados con 100% de
PEBD y EAA, respectivamente, se¢ muestran en la (Fig. 34). Se puedo observar en el
espectro de PEBD (Fig. 34 A), bandas estrechas de absorcion caracteristicas de los enlaces
C-H a 2851 y 2921 ¢’ , uns banda delgada correspundiente al mismo tipo de enlace a
1468 cm” ; ademas de una pequeiia banda a 721 cm™ . El espectro do EAA, (Fig. 34 B), fue
muy similar al de PEBD con excepcion de una banda estrecha de absorcion a 1705 cm™ ,
correspondiente al enlace C=0, y algunas bandas menores en la region de la huella digital
Los espectros correspondientes 8 estos formmlados despucs de exponerse z los diferentes
sistemas de estudio se muestran en la (Fig. 34 C,D,E,F,G,H), donde se puede observar que
6o S¢ presentd ninglin cambio esencial en las bandas caracteristicas de estos polimeros
después de los diferentes periodos de estudio.

Los espectros de los polimeros naturales utilizados para ls foromlacion de las
diferentes membranas se muestran ea la (Fig. 35). El almidon, presenté una banda de
absorcion amplia correspondiente al grupo OH a 3400 cm™ , una banda menor a 2921 cm™,
y un juego de bandas de absorcién fuerte, caracteristico del grupe C-0O, entre 960 y 1190
cm’' (Fig. 35 A). La quitina, ademas de presentar Ia banda de absorcién del grupo OH y las
bandas de absorcion en la region de la huella digital correspondiente al grupo C-O, presenté
una banda de absorcion a 1654 cm’ correspondiente al grupo amida I (Fig. 35 B). La

pectina mostrd la bauda de absorcion caracteristica del grupo C-O a 1023 ¢m™, del grupo
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OH a 3400 cm™ y para el grupo COOH a 1746 cm-1 (Fig. 35 C). En el caso del putulan
presentd un espectro muy similar al alnndon (Fig. 35 D).

La (Fig. 36 A, 37 A, y 38 A), mmestran los espectros de los formmlados F1, F2 y F6
del Grupo de almidon (1), amtes de haber sido expuestos a los difcrentes sistemas de
estudio. En los tres formulados podemos observar la banda amplia de absorcion
cotrespondiente al grupo OH alrededor de los 3400 cm™' misma que se observd en los
espectros de los polimeros naturales, las bandas estrechas del grupo C-O 2 2851y 2921 cm
! carrespondientes a los palimeros sintéticos y el juego de bandas de absorcion en la region
de la huella digital entre 960 y 1190 cm™ , del grupo C-O que también se observaron en los
polimeros naturales. Los espectros posteriores a los tratamiemtos en los diferemtes
ecosistemas imdicaron para Fl1, una disminucién en la absorbancia de las bandas
correspondientes a los grupes OH y C-O (Fig. 36 B,C,D,E). Se pudo observar que para
este formulade asi como para F2 (Fig. 37 B,C.D.E) y para F6 (Fig. 38 B,C,D,E), la
dismmucion de absorcion fue mayor en los experimentos de suelo seguido por el ecosistema
de rio y finalmente en laboratorio. En el caso del grupo de quitina (2), se midio la
disminucion vn la absorcion de los tres grupos caracteristicos OH, C-O y el grupe amida I
(Fig. 39 a,b). Para F3 la disminucion de absorcion en los tres grupos caracteristicos fue
mayor cn el experimento de rio, presentindose una disminucién menor en el grupo amida
caracteristico de la quitina. Para F7 la disminucién fie mayor en el experimenta de suelo
realizado en Octubre’94 a Enero’95 seguido del experimento de rio, posteriormente el otro
experimento de suelo de Enero a Mayo’95 y finalmente en laboratorio, esto para los grupos

OH y C-Q, en el caso del grupo amida I la disminucién de la absorcién fiie en desceaso del
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laboratorio, rio y por tltimo los dos experimentos de suclo (Fig. 39 C,D.E.F,G,H,LJ). El
formulado F4 correspondiente al grupo de pululan (3), se pudo observar que para e
experimento de rio la disminucién de absorcion fue mayor para los grupos OHy C-O y en
menor proporcion para en grupo COOH (Fig. 40). Por tltimo, para ¢l grupo de pectina (4),
los mayores cambios se presentaron en F8, (Fig. 41 A,B), sin embargo en ambos formmlados
(F5 y F8) se present¢ una disminucion mayor en ¢l experimento de rio seguido de los
experimentos en suelo y finalmente en laboratorio para los grupos OH y C-O, observandose
en general una disminucién en la absorcidn menor para todos los ecosistemas en el grupo
COOH. (Fig. 41 C,D,E,F,C,H,LJ). El analisis cuantitativo ¢on los valores en porciento de
la disminucion en la absorcion de los principales grupos quimicos pars cada formulado se

indica en la (Tabla 22).

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN ESTADO SOLIDO.-

Los estudios de resonancia magnética nuclear realizados a un formulado de cada
grupo antes y después de 62 dias de expaosicion en rio, se muestran en la (Fig. 42 A,B), para
F1, en 1a (Fig. 43 A,B), para F3 y eu la (Fig. 44 A,B), para F5. Se pudo observar como se
mantiene sin cambios la banda de 31 ppm, la cual correspoude a los grupos alifiticos
metoxilos presentes en los polimeros sintéticos. Por otro lado, podemos observar la
disminucion en el area del pico a las 72 pm que esta dada por los carbones C2,C3,C5 y C4
de los grupos piranosil presente en los polimeros naturales. Se estimé la cantidad de

carbohidrato pérdido obteniendo la proporcion de las areas 3 72 y 31 ppm de las muestras

75



correspondiente a los experimentos y comparando dicha proporcion con ¢l valor absoluto
del contenido de carbohidrato tnicial en las formulaciones, valor que nos indicé la cantidad
de carbohidrato sin metabolizar y que nos permitid hacer una estimacion del grado de

biodegradacion (Tabla 23).
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Tabla 1.- Costo aproximado de los polimeros biodegradables y niveles de prodnecion en

1993.
Polimero Costo (dls. por 1b.) " Nivel de Produccidn Principal Modo de
(®. por ario) * Produccion

Almidon 0.15-0.8 > 230 billones Biomasa de
plantas

Acetato de Calulosa 1.70 2.3-2.4 billones Conversion quimica,

s biomasa de plantas

PHBY 6.00-8.00 660 000 Fermentacion
bacteriana

Palivinilalcohol 1.50-2.50 150-200 millones Sintesis quimica

Policaprolactona 2.70 < 10 millones Sintesis quimica

Acido palilactico 1.00-3.00 10 millanes Polimerizacion

quimica

* Representa ¢l nivel de produccion total, no indicando que se Utilizars para materiales
biodegradables.
Nota: Tomada de Mayer y Kaplan, (1994)



Tabla 2.- Compailias Productoras de Polimeras Biodegradables.

rrre———

Compania Tecnologia (caracleristicas) _ Estalus comercial (capacidad) _
Uni-Star Industries, Copclimeros de almidén. Disponibilidad comercial
Ltd. Star Kore Veloci- limitada

dad de degradacidn ajustable. Estimada en 100 millones para
1996. Costo dis. (0.75-1.25/b)
Novan Product Group Biopolimeros de almidan. Disponibilidad comercial desde
Propietarios de su tecnologia. 1991, 100 millones Ib./afo.
. Costo dis. (1.50-3.00/1b)

Novamont Biopolimergs de almidon Comerciakments disponible. 5
millones Ib./afig. Costa dls.
(1.80-2.50 Ib/anc)

Cargill Polimeres de acido lactico En desarmolio. Planta piioio en
operacion desde 1991. Costo
estimado dis. (1-31b.)

EcoCham Resinas de acido polilactico En dasarmollo. Comercialzacion

proyectada para 1985 con 100

millonas Ib./ aflo. Costo

eslimado dis. ( menos de 2.00)

Ecosiar Intemational Polimeros de almidan
Comercialmente disponible
desde 1991. 10 millones
Ib.fario. Costa dis. (1.30-1.60)

Union Carbide Corp.  Palicaprolactona Comercialmente disponible
desde 1975. 10 millones
Ib./afta. Costo dis (2.701b.)

Air Products and Polivinilaicahol Camerciaimente dispanible

Chemicals, Inc. desde 1991. 150-200 millones
lb./ano. Costo dis. (1,50-2.50)

{Cl Americas, Inc. PHBV Coemcialmente disponible

desde 1992. 560 000 Ib./afa.
Costo dis. (8-10).

Nota: Tomada de McCarthy-Bates (1993)
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Tabla 3.- Propiedades Fisico-mecanicas de las 10 membranas plasticas formuladas.

FORMULADO  MODULO DE % DE FUERZA DE ESPESOR
YOUNG® ELONGACION TENSION® PROMEDIO®
F1 126.10 84.57 8.42 0.1064
F2 90.85 80.15 6.64 0.1052
F3 133.4 979 5.06 0.6220
F4 3671 57.60 11.03 0.1145
F5 916.1 670 17.98 0.1001
Fé 36.08 98.23 5.63 0.0438
F7 65 11.86 3.07 0.4373
F3 143.60 44,55 6.06 0.0512
F9 231.2 201.4 15.30 0.0297
F10 136.4 234.8 17.73 0.0531

aI\f[l’a;bMpa;cmm.
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Fig. 1 Porciento de pérdida en peso en membranas del

grupo 4 expuestas a consarsio LD-76 en laboratorio por
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Fig. 2 Porciento de pérdida an peso en membranas del
grupo 1 expuestas al consordo LD-76 en laboratorio por
45 dias.
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DIFERENCIA DE PESO (mg)
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Fig. 4 Diferencia de Peso de los formulados durante el
experimento de laboratorio con el consercio LD-76.
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Fig. 5 Diferencia de Peso en las fechas de colecta del
experimento en laboratorio con el consorcio LD-76 en
los diferentes formulados.




Tabla 4.- Diferencia de Peso Promedio con respecto al peso inicial de todos los foromlados
en las diferentes fechas de colecta, expuestos al consorcio bacteriano LD-76.

DIAS MEDIA £ EE (mg) **
7 0.0256 £ 0.0034 a
15 0.0347 £ 0.0045 a
30 0.0363 £0.0041 a
45 : 0.0448 + 0.0091a

* Los datos representan la diferencia de peso promedio de todos los formulados;, n=6
* Letras 1guales no son diferentes significativamente (P = 0.05 ) ( Prueba de Tukey)

Tabla 5.- Diferencia de Peso promedio respecto al peso inicial de los formulados después de
45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76,

FORMULADQ MEDIA & EE (mg) **
F1 0.0328 £ 0.0032 ¢
F2 0.0198 & 0.0009 abc
F3 0.0395 £ 0.0014 ¢
F5 0.0895 + 0.0225 d
F6 ‘ 0.0335 £ 0.0020 ¢
F7 0.0335 # 0.0033 be
F8 0.0756 £ 0.0029 d
F9 0.0011 £ 0.0003 a
F10 0.0104 £ 0.0047 ab

* Los datos representan la diferencia en peso promedio de todas las fechas de colecta;n=6
* Letras iguales no son diferentes significativamente (P = 0.05) (Prueba de Tukey)
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Fig. 8 Porciento de pérdida en peso en membranas del
grupa 4 expuestaa a Saratia marscesans an laboratorio

par 4S dias.
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Fig. 7 Porciento de pérdida en pesa en membrangs del
grupo | expuestas a Serratie marscesens en laboratorio

por 45 dlas.



% DE PERDIDA EN PESQ

40 T f T T T T T —e— F3
-—w— F7
30 + 4 —e— F9
—e— F10
20 - —
10 - a
0 =
-10 —GQCZ’<: -
20 I L L 1 | L |

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DIAS
Fig. 8 Porcierto de pérdida en peso en membranas del

grupo 2 expuestas a Sefratia marscesens en laboratorio
por 4S5 dias.
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Fig. 9 Diferencia de Peso de los formulados durante el
experimento de laboratorio con Serratia marscesens
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Fig. 10 Diferencia de Peso en las fechas de colecta del
experimento en laboratorio con Serratia marscesens en
los diferentes formulados.



Tabla 6.- Diferencia en Peso promedio con respecto al peso inicial de los fornmlados ea las
diferentes fechas de colecta expuestos a Serratia marscesens.

DIA MEDIA £ EE (mg) " *
15 0.0348 £0.0116a
30 0.0106 +0.0058 a
45 0.0537 +0.0117 a
50 0.0587 £0.0164 a
75 0.0277 +0.0099 a

* Los datos representan la diferencia de peso promedio de todos los formmlados; o = 3
* Letras iguales no son diferentes significativamente (P = 0.05) (Prueba de Tukey).

Tabla 7.- Diferencia de Peso promedio respecto al peso inicial de los formmlados después
de 90 dias de exposicion a Serratia marscesens.

FORMULADO MEDIA  EE (mg)* *
F1 0.0658 £ 0.0167 be
F2 0.0116 £ 0.0037 ab
F3 0.0264 £ 0.0025 b
FS 0.092310.0117 ¢
Fé -0.0017 £ 0.0022 a
F7 0.1583  0.0100 cd
F8 0.051310.0031b
Fo -0.0052 £ 0.0012 a
F10 -0.0125 £ 0.0003 a

® Los datos representan la diferencia en peso promedio de todas las fechas de colecta; n =3
* Letras iguales no son diferentes significativamente (P = 0.05) (Prucba de Tukey).



Tabla 8.- Porciento de pérdida en peso de los formmlados en agitacion en el medio de
cultivo sin indculo.”

v s e
Seee s —

Dia F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

15 ND 251 673 ND 20.12 10.87 945 23.85 082 0.92
30 ND 179 543 ND 2085 942 899 2519 009 1.09
45 ND 315 399 ND 2363 631 945 ND 006 0.85

? Los datos representan el promedio de 3 repeticiones.
ND = No determinado.
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Fig. {1 Porciento de pérdida en peso en membranas del
grupo 4 después de 62 dias deexposicion en rio.
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Fig. 12 Porcienta de pérdida en peso en membrana del
grupo 3 después de €2 dias de expasicdon en rlo.
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Fig. 13 Pordento de pérdida en peso en membranas del
grupo 1 después de 62 dias de exposicion en rio,
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Fig. 14 Porciento de pérdida en peso en membranas del
grupo 2 después de 62 dias de expoaicion en rio.



Tabla 9.- Analisis de pH, temperatura y nitmero de nicrorganismos presentes en las
muestras de agua en las diferentes fechas de calecta en el experimento en Rio.

Dia de Colecta pH °C # de microorganismos
10 763 24 3.5 X 107
24 7.4 24 7.7 X 10
38 7.32 20 1.75 X 10°
48 7.76 20 2.55 X 10°
62 7.71 24 1.37 X 10°
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Tabla 1Q.- Porcienta de pérdida en peso de los forrmlados despues de 120 dias de exposicién en
suelo de jardin (Periodo Enero - Mayo’94)."

Dias F1 F2 F3 F4 FS Fé F7 F8 Fg F10

15 * 299 14,89 . * 29.29 2222 * +424 +#11
3G * 84 2568 * * 6428 3234 30487 +0.005 +0.002
45 * 26.18 27.20 * * 3531 2948 * +4.21 +1.47
57 ¥ " 33.50 * s 4049 36.42 = +5.05 +1.93
78 - 13.39 * . " ¢ 42.65 * +562 +286
90 * 107 38.89 » 54 .60 * * * +3.85 +0.82
105 . 12.55 * * ¢ ¢ * * 038 +1.43
120 * 13.33 47.96 * ¢ * 4487 7374 +45 *

* Los datos representan el promedio de 3 repeticiones.
* Muestras no recuperadas en candiciones para esta prueba.

Tabla 11.- Diferencia en Peso promedio de los formulados en las diferentes fechas de colecta,
colocados en suelo de jardin durante 120 dias (Periodo Enero - Mayo'94)."

v

T FORMULADO - MEDIA:EE (mg)'*
F2 0.0068 + 0.0009 a
F3 0.0817£0.0033 d
F5 0.0172+0.0020 b
F6 0.0063 1 0.0027 a
F7 0.0332 %+ 0.0021 ¢
F8 0.0368 £ 0.0034 ¢
F9 0.0028 £ 0.0005 a

' Los datos representan la diferencia de peso promedio de todas las fechas de colecta, n= 13
*Letras iguales no son diferentes significativamente (P=0.05) (Prueba de Tukey).



Tabla 12.- Porciento de pérdida en peso de los formmlados despues de 120 dias de exposicién en
suelo de jardin (Perioda Octubre’94 - Enera’95).*

15 ¥ 4285 18.09 * 6345 4191 230.73 » » ND
30 b 4497 40.02 ‘ ¢ 3669 3953 6134 035 ND
45 = 2 = * * 5754 4525 6929 095 ND
60 = . §2.80 & 68.16 50.94 4753 * 1.07 ND
de e e e e e e oY D
90 » . 40.28 * . 50.22 3981 8022 045 ND
105 = = * * » - of 79.91 1.09 ND
120 4434 2885 39.81 * 53.07 52.14 4531 " * ND

* Los datos representan e promedio de 3 repeticiones.
* Muestras no recuperadas en condiciones para esta prueba.
ND = No deterttunado

Tabla 13.- Anilisis Fisicoquimico del suelo de jardin, ubicado en la Fac. C. Biolégicas,
UAN.L.

L 125 mean |
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Tabla 14.- Valores de pH del suelo de jardin de las diferentes fechas de colecta de los
formulados (Periodo Encro - Mayo’94).

Dias F1__F2 F3 F4 F5 F6  F7 F8 F9 FIi0
187764 770 774 779 7.80 7.75 772 769 7.65 7.59
30 758 769 753 7.58 781 760 7.54 767 7.90 769
45 737 754 754 753 752 748 743 750 7.52 8.07
57 795 809 812 824 815 826 827 830 B.16 830
78 760 787 797 794 792 785 782 787 743 746
90 786 790 788 7.8 794 788 781 793 7.984 78S
105 7.84 779 784 786 7.78 7.74 762 7.76 786 7.93
120 7.31 738 7.36 757 790 747 755 7.52 7865 7.61

Tabla 15.- Contcnido de Humedad del suelo de jardin correspondiente a las diferentes
fechas de colecta para los formulados (Periodo Enero - Mayo’94).

Dia F1 F2 F3 F4 F5 Fg F7 F8 F§ F10
15 561 411 4 §8 49 ND 3 25 133 1.96

30 369 483 354 351 374 404 826 167 179 161
45 603 8§91 486 305 355 367 272 127 134 1.41
§7 720 731 775 676 671 610 792 332 232 269
78 3561 613 €12 811 485 €69 281 210 131 230
90 362 433 6.13 519 470 485 16 084 090 115
105 381 452 588 541 698 410 387 168 263 096
120 171 0986 588 454 ND 620 204 1.05 0655 0.578

ND = No determinado



Tablal6.- Valores de temperatuta promedio del suelo de jardin (Periodo Enero - Mayo’94).
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Fig.15 Porciento de Elongacion de Formulados del Grupo 1(Almidén),
después de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76.
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Fig.16 Porciento de Elongacion de Formulados del Grupo 2 (Quitina),

después de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76,
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Fig.17 Porciento de Elongaciéon de Formulados del Grupo 4 (Pectina),

depués de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76.
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Fig.18 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 1 (Almidén),
después de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76.
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Fig.19 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 2 (Quitina),
después de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76.
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Fig.20 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 4 (Pectina),

después de 45 dias de exposicion al consorcio bacteriano LD-76.
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Fig. 21 Porciento de Elongacion de Formulados del Grupo 1 (Almidoén),

después de 15 dias de exposicion en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 22 Porciento de Elongacién de Formulados del Grupo 2 (quitina),
después de 15 dias de exposicion en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 23 Porciento de Elongacion de Formulados del Grupo 4 (Pectina),
después de 15 dias de exposicién en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 24 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 1 (Almidén),

después de 15 dias de exposicion en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 25 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 2 (Quitina),
después de 15 dias de exposicion en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 26 Fuerza de Tension de Formulados del Grupo 4 (Pectina),
después de 15 dias de exposicion en suelo. Enero-Mayo'94.
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Fig. 28 Porciento de Elongacion de los Formulados del Grupo 2 (Quitina),
después de 15 dias de exposicion en suelo. Octubre'94-Enero'95.
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33.- Fotografia de Microscopia Electronica de Bammdo mostrando la adhesion de
microorganismos y ¢l deterioro de las membranas en formulados con polisacaridos y

en los controles, después de 62 dias de exposicién en rio.



GRUPO 1 (F1)
ALMIDON

GRUPO 2 (F7)
QUITINA

GRUPO 4 (F5)
PECTINA

GRUPO 5 (F9)
PEBD

GRUPO 5 (F10)
EAA



34.- Espectros de IRTF de los controles F9 (PEBD) y F10 (EAA) a los 0 dias (A,B) y
después de exponerse por 45 dias al consorcio bacteriano LD-76 (C,D); después 62
dias en rio (E,F) y 120 dias en suelo (G,H).
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35.- Espectros de IRTF de los polisacaridos utilizados en la elaboracién de las
diferentes membranas: A (almidon); B (quitina); C (pululan) y D (pectina).
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36.- Espectros de IRTF del formulado F1 (grupo de almidén), antes y después de ser
expuesto a los diferentes ecosistemas de estudio.
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37.- Espectros de IRTF del formulado F2 (grupo de almidon), antes y después de ser
expuesto a los diferentes ecosistemas de estudio.
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38.- Espectros de IRTF del formulado F6 (grupo de almidon), antes y después de ser
expuesto a los diferentes ecosistemas de estudio.
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39.- Espectros de [RTF de los formulados F3 y F7 (grupo de quitina), antes y después
de ser expuesto a los diferentes ecosistemas de estudio.
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40.- Espectros de IRTF del formulado F4 (grupo de pululan), antes y después de 62
dias de exposicion en rio.
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41.- Espectros de IRTF de los formulado F5 y F8 (grupo de pectina), antes y después
de ser expuesto 2 los diferentes ecosistemas de estudio.
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Tabla 22.- Porciento de perdids en absorbancia en la region del grapo OH y del grupo C-O en la

region de 1a huella digital correspondientes a los carbohidrates presentes en lis membranas

formmladas.
FORMULADO SISTEMA OH* C-0* | AmidaI* | COOH*
ALMIDON LABORATCRIO | 32.20 | 31.25
F1 RIO 67.79 | 60.0
SUELO* 7796 | 62.5
SUELO ® 8559 | 82.50
LABORATQRIO | 7.93 15.05
F2 RIO 23.80 | 15.05
SUELQ* 30.15 | 33.33
SUELO® 50.79 | 51.61
LABORATORIO | 16.92 | 13.97
F6 RIQ 1845 | 1935
SUELO* 3538 | 967
SUELO ® 7538 | 72.04
QUITINA LABORATORIO - -
F3 RIO 56.08 | 55.55 §5.55
SUELO* 2432 | 33.33 12.69
SUELO® 36.48 | 27.77 1269
LABORATORIO 15 11.92 79.24
F7 RIO 66.25 | 67.88 43.39
SUELO * 575 | 66.97 3867
SUELQ"® 73.75 | 67.88 33.96
F4 RIO 6764 | 72.34
PECTINA LABORATORIO [ 1012 | 18.01 13.33
F§ RIO 7341 | 77.47 35
SUELQ® 29.11 | 33.33 38.33
SUELQ® 68.35 | 71.17 15
LABORATORIO | 58.82 | 57.01 4333
F8 RIO 70.58 | 75.87 28.33
SUELO* 58.82 | 61.45 3.33
SUELO® 65.88 | 60.52 28.33
* Valores dadas en %

* Expenimento realizado de Enero a Mayo'94

* Expenmento realizado de Octubre'94 a Enero'95
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42.- Espectros de CP/MAS "*C-NMR del formulado F1 (grupo almidon), antes y
despues de 62 dias de exposicion en rio.
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43.- Espectros de CP/MAS BC-NMR del formulado F1 (grupo quitina), antes y
después de 62 dias de exposicion en rio.
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44.- Espectros de CP/MAS C-NMR del formulado F5 (grupo almidén), antes y
después de 62 dias de exposicion en rio.
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'Il‘;lhla 23.- Porciento de perdida en el contenido de carbohidratos estimado por CP/MAS
C-NMR de muestras recuperads del Experimento de rio a los 62 dias de exposicion.

Formulade Area Praporcion Perdida del
contenido de
carbohidrato (%)

70ppm  Total |70 ppm 30 ppm
F1 (Almidén) 60 300 1.4 80%
F7 (Quitina) 12 a7 1:6 86.25%
F5 (Pectina) 30 220 1:6.3 86.38%
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DISCUSION

Los plasticos biodegradables elaborados a base de polineros maturales, ya sea
palisaciridos, proteinas o materiales de reserva producidos por microorganismos (PHAs), es
'una realidad de este siglo. La bisqueda de nuevos polimeros para ls elabaracidn de estos
materiales que presenten las propiedades de biodegradabilidad asi como la factibilidad de
elaborar productos con propiedades aury similares 8 los plasticos sintéticos, forma parte de
las metas plamteadas por los investigadores en este campo. Estudiar la biodegradabilidad de
los materiales elaborados con estos palimeros mediante métodos en vias de estandarizacion
0o es unsg tarea ficil, sin embargo cada vez los meétodos son mis especificos y con mayor
sensibilidad.

El abjetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de polisacandos naturales
comp quitina, pectina y pululan para elaborar plasticos biodegradables al mezclarse con
almidon y polimeros sintéticos probando posteriormente su biodegradabilidad en diferentes
ecogistemas.

Los datog obtenidos demmestran que es posible obtener membranas plasticas a partir
de diversas formulaciones preparadas con los polimeros em estudio, las cuales no
presentaron  propiedades fisicas comparables con nuestros controles elaborados con 100%
de polimeros sintéticos; sin embargo se puede observar que las formulaciones denominadas
del grupo de almidén muestran valores de % de clongaciém imiciales muy aceptables en
comparacion con los otros formmlados, sunque la fuerza de tension es mwiy Similar para
todos. Esto nos indica que las membtanas obtenidas fiueron flexibles y débiles, es decir poca

resistencia para el grupo de almidon; para quitina fueron suaves y débiles y para pectina
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resultaron ser duras y quebradizas (Bristom y Katan, 1974). En cuanto a la adicién de PEG
como plastificante, al menos para las propiedades fisico-mecanicas, s¢ pudo obsetvar que en
los formmlados donde se adiciond se vio mcrementado el % de elomgacion, efecto mas
evidente en los formulados del grupo de pectina.

Para las pruebas de biodegmdabilid_ad en los diferentes ecosisternas, nuestros
resultados indicaron en los estudios de laboratorio, una mayor pérdida en peso ea los
formulados a base de pectina, seguida del grupe de almidén y finalmente quitina, tanto pars
el experimento con el consorcio bacteriano LID-76, como con Serratia maescesens. Para el
grupo de almidon se pudo observar con ambos microorganismos que el formulado F1, el
cual contenia en su formulacion 25% de cada uno de los polimeros smtéticos (PEBD y
EAA), fue el que preseutd mayor porciento de pérdida en peso, y que F2 cuya formudacion
contenia 50% de EAA presentd los valores mas bajos de este grupo. Esto coincide con los
trabajos de Shogren, 1992 quien reporta que ¢l copolimero de ctilen-dcido-acrilico forma
complejos dénominados tipo V con el almiddn, lo cual deja maccesible el polisacirido para
ser degradado por los microorganismos. Fa el caso del grupo de pectina, FS mostrd valores
mas altos que F8 y pars los formulados con quitina F7 perdio mis peso que F3, en ambos
experimentos. Los controles F9 y F10 para ambos sistemas no indicaron pérdida en peso,
Sin embargo, aunque se presentaron valores ligeramente mayores de pérdida en peso para
todos los fornmmlados con polimeros naturales en el experimento con Serrasia marscesens, la
variablidad de los datos fue mayor al trabajar con este microorganismo, como se puede

observar con F6 del grupo de almidén el cual contrario a lo esperado presentd gamancia de
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peso durante el experimeto. En general se pudo observar que la presencia de polietilenglicol
no mfluyo para que formulados que lo presentaran tuvieran mis pérdids en peso.

Se encontro diferencia significativa para este parimetro entre los grupos de
formulados, represcatando los diferentes grados de susceptibilidad de estos fornmlados a
perder peso, bajo las condiciones de lsboratorio, considerada como un indicativo de
biodegradabilidad. Para la varisble tiempo, cusndo se amaliza imdependicntemente del
formmlado parece no influir en la pérdida de peso, es decir que la pérdida en peso mo se
mcrementa con el tiempo. Sin embargo cumndo se estudia interactuando con el tipo de
formulado si hay diferencia significativa, por lo que consideramos que probablemente el
tiempo que duraron los experimentos no fue el suficiente para dar una conclusién sobre esta
variable y que los mas indicado seria analizarse interactuando con el factor fornmlado, ya
que el tipo de formulado es la vanable de mayor mteres,

En el caso del experimento control para este sistema, en donde se colocaron
muestras de los diferentes formulados en el medio de cultivo, en agitacion y sin imocular, se
abtuvieron datos de pérdida en peso para todos los formulados que contenian ese
polisacarido, sunque en menor proporcion a las muestras probadas con los diferentes
microorganismos. Esta pérdida fue mayor en el grupo de pectina, posteriormente quitina y
finalmente almidon. Estos resultados indican que hubo pérdida en peso muy probablemente
por una degradacidn hidrolitica de los polisacaridos ya que en los formmlados con polimeros
sintéticos no se presento pérdida de peso. Esto difiere a lo reportado por otros autores los
cuales no reportaron perdida en peso en sus controles negativos (Gould ez ai, 1990), sin

embargo ellos utilizaron formulados con almidén como tnico polisacirido y en nuestro caso
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tenemos fornmilaciones con mis de un polisacirido, de los cuales se sabe son altamente
hidrofilicos. Lo que observamos es que los formulados con almidén para este caso fiueron
las que presentaron menor pérdida en peso.

En el experimento de rio se presentd la mayor pérdida en peso comparado con los
otros ecosistemas y similarmente a l0s experimentas de laboratorio, el grupo de pectina fue
el primero seguido del fornmlado de pululm, posteriormente &l grupo de almidém y por
ultimo de quitina, no presentando pérdida en peso significativa los contrules. Se obtuvo una
alta diferencia significativa entre los formulados en relacion a este parametro, mdicando
nuevamente los diferentes grados de susceptibilidad a perder peso entre las diferentes
forrmlaciones. En el grupo de almiddén el formmlado con mayor contenido de EAA (F2),
fue el que tuvo menor pérdida em este parametro, similar a los resultados en los
experimentas de laboratorio,

En relacion a los factores ambientales se observo que el pH del agua se mantuvo con
valores neutros, la temiperatura templada (2.4°C), y el mimero de microorganismos presentd
ligeros incrementos durante el transcurso del experimento con un promedia de 47.05 X 167
celulas por ml

En los experimento de suelo realizados en das fechas diferentes, (Enero a Mayo de
1994) y (Octubre de 1994 a Enero de 1995), no se pudieron recuperar las mmestras e
condiciones para medir este parimetra. Se pudo observar que en el experimento
realizado en el periodo de Octubre’94 a Fnero’95, la pérdida en peso fue ligeramente mayor
pars todos los formulades que pudieron analizarse, eu comparacion con el experimento de

Enero a Mayo de 1994, La pruebs de rango mmiltiple de Tuckey para el experimento de
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Enero a Mayo'94, mdica cuatro diferentes grupos de homogencidad; quedando el grupo de
almidén y los controles F9 y F10 como los de menor pérdida en peso, posteriormente el
grupo de pectina y finalmente quiting. No fize posible realizar <l mismo anilisis pars el otro
experimento por no tener suficiente nimero de repeticiones.

El analisis fisicoquimico del suelo indicd m suelo de tipo franco arcilloso. El analisis
estadistico, (Prueba de Kolmogorov-Smimoff) de los parametros de pH, humedad y
temperatura del suelo obtenido en ambos experimentos indicaron que unicamente el factor
humedad present correlacion con la pérdida en peso.

La determmacion de crecimiento microbidno en los experimentos de laboratorio, cod
LD-78 indicaron un incremento en la poblacion para todos los fornmlados excepto en los
controles F9 y F10. Se observo que cu la mayoria se alcanzd el maximo nimerg de
microgrganismo & los 30 diss, bajando posteriormente la poblacién. Esto pudo deberse
posiblemente al agotamiento de la fuente de carbono o que después de haberse consurmdo
una parte, por los cawbios estructurales del Formmilado, el polisacarido restante quedd
inaccesible al microorganismo. En el caso de Serratia marscesens no se pudo determinar un
claro incremento en la poblacion ya que en todos los formmlados se observaron fluctuaciones
en ¢l nimero de células por ml de medio de cultivo. La finalidad de esta determinacion fue
tratar de encontrar una relacion entre la pérdida de peso en los formuladas y el mimero de
microorganismos preseutes, 1o cual 0o se presentd. Sin embargo consideramos que la
utitizacion de la fuente de carbono, en este caso los polisaciridos, para el crecimiento de los
microorganismos, va a depender de muchos factores coma la accesibilidad de dicha foente,

sila o las enzimas del microorganismo son inducibles o consticutivas, etc.
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En los experimentos realizados ea rio y suelo se determiné la flora adherids a las
musstras recuperadas, se observd que en el experimento de rio ¢l mayor nimero de
microorganismos se presentd en las mmestras con quitina, posteriormente pecting, almidén,
pululan y el menor numero se encontré en los controles F9 y F10. En el experimento de
suelo realizado de Enero a Mayo®94 se observd el mismo patrém excepto con pululan el cual
no fiue recuperado. En Octubre’94 a Enero’95, ouevamente los formulados com quitina
presentaron el mayor mimero de microorgansimos adhendos, seguido en este caso por
almidén y finalmente pectina. Existen reportcs donde se¢ indica que mo existe una
dependencia de la adhesion de los microorganismos con la capacidad de utilizacion del
sustrato (lmam, 1990), por lo que es aceptable no haber encontrado el mayor mimero de
microorganismos en los formuladas con pectina.

Las muestras recuperadas de los experimentos de laboratorio con LD-76 y de suelo
se amalizaron para determinar las propiedades fisico-mecinicas que presentaron después de
haber estado en contacto con los microorganismos. Para el experimento en laboratorio todas
los formulados preseataron un decremento en el % de elongacién; esto significa que los
formulados cambiaron para hacerse duros al perder elasticidad excepto F5, del grupo de
pectina, el cual tuvo wm incremento del 37.78% y F9 del grupo control con un incremento de
66.13%. Para el parimetro de fuerza de tension los resuitados fueron mis variables, asi

‘tenemos que e el grupo de almidén F1 disminuyé levemente ea comparacién con F2 y Fé6
los cuales presentaron mcrementos arriba del 100%, indicando que se tormaron resistentes

pero quebradizos ya que su elongacion fue baja; para quitina F3 disminuy6 mientras que F7
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aumentd en 188.36%. Los formulados del grupo de pectina, ambos se volvieron duros y
quebradizos al verse incrementada su fuerza de tension y disminuido su % de elongacion.

Para ambos experimetos de suelo, el parimetro de % de elongacién disminuyé para
la mayoria de los formulados excepto en los controles FO y F10 doade se vio incrementado.
La fuerza dc temsion presenté un comportamiente mis homogéneo en el experimento
realizado en Octubre’94-Enero’95 donde disminuyé pars todes los formmiados, nrientras que
en el experimento de¢ Enerv-Mayo'94, Fl, F5 y F7 mostraron mcrememtos eu este
parimetro. La mayoria de los estudios de biodegradabilidad donde se¢ han medido los
cambios en estas propiedades fisico-mecdnicas como un indicio de biodegradacion, se han
realizado con almidon coma tinice polimero natural o con almidon y PHBYV, en donde se ha
observado que ambos parametros presentan decremento en sus valores iniciales (Gould,
£990), de igual forma parz los plisticos elaborsdos con polimeros sintéticos el
comportamiento esperado de estos parametros después de prucbas de envejecumiento ya se
conoce qae es decremento de sus valores iniciales. No conocemos la razon por la cual en
nuestros resultados se presento variabilidad en la fuerza de tension pero suponemos que
diferencias en el espesor de las muestras iniciales con respecto a las muestras recuperadas de
los experimentos pudo ser una razdn, ademas de no existir gntecedemtes acercs del
comportamiento de estas mezclas de polimeros después de sa degradacion

En el analisis de amcroscopia electramica de barrido realizado a las nmestras de rio
después de 62 dias de exposicion, se observo deterioro en la superﬁcle de las nmuestras a
base de polisacaridos asi como la acummlacion de microorgamismos (principalmente

bacterias) sobre estas, en comparacidn con los controles. Sin embargo, la acunmilacién de
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ncroorganismos no fue cotmide.rado como un indicio de biodegradscion, ya que como se
menciono anteriormente la adhesion mo es un requisito para que exista biodegradacion ya
que la degradacion puede realizarse a través de enzimas extracetulares difiisibles.

Finalmente los anilisis de espectrofotometria de infrarrojo confirmaron los resultados
abtenidos de pérdida en peso. Se pudo observar como los especiros cdracteristicos de los
controles a base de polimeros smtéticos (PEBD y EAA) no preseataron cambios en las
bandas de absorcion caracteristicas de los emlaces C-H y C=0 , ninguno de los
experimentos realizados. Al analizar los espectro de los palisacaridos utilizados, observamos
que todos ellos presentan la banda caracteristica del enlace OH, y del ealace C-O en 1a
region de la huella digital. Los formulados a base de pectma y el de pululan presentaren
ademds, una banda de absorcion correspondiente al grupo carboxtlo COOH, y los de quitma
ls banda correspondiente al grupo amida L los cuales se utilizaron posteriormente para el
anilisis cuantitative. En el grupo de almiidon se observd disminucién en la absorcion de la
banda carrespandiente al enlace C-O primerameate en F1, posteriormente en F6 y
finalmente en F2, esto comcide con los resultados obtenidos de pérdida en peso. Se observo
que valores muy similares se obtienen al analizar la disminucién de absorcion en la banda
correspondiente al grupo OH, lo que podria indicamos que no existia presencia de agua en
las muestras. Para los tres formmladas la mayor distninucion en absorcion se presento en el
experimento de suelo realizado en Octubre’94-Enero’95, seguido del experimenta de suelo
de Enero-Mayo’94 luego el experimento de rio y finalmente el de laboratorio. En el grupo

de quitina para F3, Ia disminucién en la absorcion de las bandas del enlace C-O y del grupo
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amida L, fie mayor en el experimento de rio, y para F7 valores muy simlares se encontraron
entre rio y suelo (Octubre’95-Enera’93), tanto para el grupo C-O como para amida L

En el grupe de pululan solamente se analizd la mmestra del experimento de rio
observandose la disminucion en las bandas del grupo C-O y COOH

El grupo de pectina que fue el que presentd la mayor pérdida en peso en todos los
ecosistenias, presento disomnucion tanto en el grupo C-O como pama el carboxilo COOH,
teniendo la mayor disminucion en el experimento de rio para ambos formmulados F5 y F8,
seguido de los experimento de suelo y finalmente en laborstorio.

En todos los formulados de los dos expernimentos de suelo, el realizado eu el periodo
de Octubre’94 a Enero’935, fue donde hubo mayor disminucion de absorcion del grupo C-0O,
mismo periodo en donde hubo la mayor pérdida en peso.

Para todos los formulados en los que se analizo el grupo funcional caracteristico, ya
s¢a COOH o amida [, ademas del grupa C-O, la disminucién fue mayor en &l grupo C-O que
para los otras grupos, lo que imdicaria que del total de polisacirido que contenis el
formulado, que ea todos era 40%, la mayor parte que fue degradada correspondia al
almidon presente.

Los estudios de resomancia magnética nuclear se realizaron a un formulado
representativo de cada grupo. Este anilisis nuevamente corrobora los resultados de perdida
en peso y de espectrofotometria de mirarrojo, en donde el grupo de pectma, representado
por el formulade F5, del total de carbohidrato que contenia (40%), perdid el 86.38%; <l
grupo de quitina, en F7 perdio el 86.25% y F1 del grupo de almidom, perdia el 80%. El

grado de sensibilidad de esta técnica nos permitié determinar la cantidad de carbohidrata
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presente en las mucstras recuperadas y conociendo la cantidad micial del mismo estimas b
cantidad perdida.

La integracion de los resultados obtenidos por las diferentes metodolagias nos
indican que si se presento degradacion de nuestros formulados en los diferentes ecosistemas
probados, que esta degradacidu vari0 dependiendo del tipo de formulado asi como del
ecosistema probado. Destacando los formulados a base de pectina los cuales tuvieron mayer
degradacion en ambientes acmiticos debido probablemente a su naturaleza alttamente
hidrofilica. Los formulades a8 base de¢ quitina resultaron con mayor degradacion en suelo ys
que eu este tipo de ecosistemas las pablaciones quitinoliticas son abundantes. En cuanto a
los formulados de pululan presentaron solubilizacion en el medio de cuhivo después de 24 h,
razon por la cual no se tienen resultados de este formuiado en laboratorio. Del experimento
de rio ésta muestra se pudo recuperar ya que se encontraba entre dos rejillas plasticas las
que Je ayudaron 1 mantener su estructura relativamente. Los formulados a base unicamente
de almidon fueron los que presentaron lag mejores propiedades fisicas de todos los probados
ademas de los controles, y su degradabilidad fue superada solo por las mmestras con pectina.
El hecho de presemtarse pérdida en peso en los controles negativos de laboratorio, la alta
solubiidad de los polisacaridos, la presencia de microflors adherida s las mmestras, y
finalmente el analisis cuantitativo que determind la cantidad de polisacarido degradado mos
lleva a conchuir que los mecanismos por los cuales se¢ presentd ls pérdida de los diferentes
polisacaridos en las formulaciones son procesos fisicos, quimticos y microbiologicos. Que
porcentaje de cada proceso fue el que mtervino em dicha degradacion ?, es un anilisis dificil

de hacer, pero consideramos que uno proceso no puede suceder sin la presencia de los otros.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtemidos en el presente trabajo podemos hacer las

siguientes conclusiones:

1.- Es posible obtener membranas plisticas partir de mezclas de polimeros stéticos como
PEBD vy el copolimero de EAA con polimeros naturales como almidén, quitina, pectina y
pululan, utilizando el método semiseco de Otey.

2.- Las propiedades fisico-mecanicas de estas membranas gbtenidas no son comparables a

las propiedades de membranas a base de palimeros sintéticos.

3.- El polietilenglicol adicionado como plastificante incrementd levemente el % de
elongacién en las formulaciones en donde este se adiciond no teniendo efecto en la

biodegradabilidad de las membranas.

4.- La presencia de EAA en mayor concentracion (50%) en el formulado F2 del grupo 1 de
almidon, provoco que presentara menor degradacion que los formulados F1 y F6 que
contenian 25% ; esto probablemente por la presencia de mclusiones o complejos tpo V los

cuales se forman eatre ¢l almidon y el copolimero.
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5.~ La adicion de pectina o quitina a los formulados com almidén incrementd la
biodegradabilidad de las membranas, en cowparacion a las membranss que solo tenian

almidon como polisacirido dependiendo del sistema donde s probaron.

6.- La formulacion de almidon com pectina presenmto la mayor biodegradabilidad en la
mayoria de los ecosistemas probados, excepto em suclo donde los formmlados a base de

almidém y quitina tuvieron mayor biodegradacion.

7.- La biodegradabilidad de los formulados fue mis evidente en los ecosistemas naturales

que en laboratorio.
8.- El parametro de pérdida en peso es una forma indirecta de medir degradacion y debe ser
apoyado por técnicas mds especificas y de mayor sensibilidad como espectrofotometria de

infrarrojo, de resonancia magnética nuclear, cromatografia de permeacion en gel, etc.

9.- El mecanismo de degradacion que actué sobre las membranas elaboradas com los

diferentes polisacaridos fue la interaccion de procesos fisicos, quimicos y microbiolégicos.
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RECOMENDACIONES

Las conclusiones obteaidas de este trabajo nos permiten hacer las siguientes

recomendaciones para contimuar la investigacion en relacion a esta linea:

1.~ Probar diferentes proporciones de lo componentes en las formulaciones desarrolladas,

Para mejorar las prapiedades fisico-mecanicas de las membranas que se obtengan.

2.- Realizar estudios similares a este trabajo con muestras obtemidas por el método de
moldeo por inyeccion para determinar si el procesamiento de las formulaciones afecta la

hiodegradabilidad de las mismas.

3.- Repetir este estudio con formmlaciones donde se utifizen los polisacdridos (pectita y

quitina) grade industrial, provenientes de la industria nacional

4.- Sustituir la quitina por quitosan para probar si se mejoran las propiedades fisico-

mecanicas y de biodegradabitidad de los formulados.
5.- Realizar estudios de biodegradabilidad de estas formulaciones en otros ecosistemas como

rellenos sanitarios, composta sistemas acuiticos que no estan en movimiento, como lagos y

presas.
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6.- Estandarizar la técnica de Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformadas de
Fourier para la determinacién simultinea de muiltiples componentes este tipo de

biopolimeros.
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APENDICE

A.- Modelos Tridimensionales Teoricos de las estructuras quimicas de los polimeros
sintéticos, PEBD y EAA (derecha), asi como de los polisaciridos, almiddn, quitina y pectina

utilizados en la elaboracion de las diferentes membranas (izquierda).

B.- Modelo Tridimensional Tedrico de la estructura quimica de las membranas elaboradas a

base de almidon y quitina.

C.- Modelo Tridimensional Tedrico de la estructura quimica de las membranas elaboradas a

base de almidon y pectma.

D.- Modelo Tridimensional Tedrico mostrando la estructura quimica que quedaria después

de ser degradado el polisacirido en una membrana biodegradable.
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