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1. Resumen

El polietileno de alta densidad es el polimero sintético mas utilizado en la agricultura
debido a sus multiples propiedades. Sin embargo, cada ano la produccion excesiva de
este tipo de compuestos xenobidticos ha llevado a altos niveles de acumulacion en el
medio ambiente debido a su alta resistencia a la degradacion. Hasta la fecha ningun
proceso de reciclaje permite un manejo eficiente de los desechos de este recurso, por lo
tanto para buscar alternativas y tratamientos que resuelvan el problema que causa una
actividad humana tan necesaria como lo es la agricultura, se realizd un analisis
bibliografico de los principales avances cientificos en biodegradacion del polietileno de
alta densidad a través de microorganismos, principalmente de hongos de los géneros
Aspergillus, Penicillium y Fusarium, para luego proponer una metodologia con el objetivo
de identificarlos y evaluar la capacidad biodegradante que estos poseen. Ademas, se
busca identificar los principales compuestos que resultan de esta biodegradacion, para asi
proponer técnicas de manejo de residuos de polietileno de alta densidad y hacer frente a
los nuevos desafios que podria llevar al desarrollo de procesos de gestion mas sostenible,
que implican el reciclaje o reutilizacion de polimeros como opciones seguras para el

medio ambiente y para las industrias agricolas.



2. Definicion del problema u oportunidad

Durante las ultimas décadas han sido sintetizados una amplia variedad de elementos
xenobidticos (xeno: extrafo, bibtico: vida), concepto que se aplica para compuestos cuya
estructura quimica no se encuentra en la naturaleza ya que son sintetizados por el ser
humano. Entre estos compuestos estan los polimeros sintéticos artificiales o también
llamados plasticos, materiales que son sintetizados a partir de derivados del petrdleo. Los
plasticos han sido utilizados en diversos ambitos de la vida humana y de forma importante
en las industrias, provocando un aumento en su uso debido a sus multiples propiedades
(Pérez, 2012).

Entre la diversidad de polimeros existen distintos tipos, los mas utilizados y populares son
el polietileno de alta densidad (PEAD), polietileno de baja densidad (PEBD), cloruro de
polivinilo (PVC), nylon, polipropileno (PP), poliestireno (PS), tereftalato de polietileno
(PET), poliuretano (PU), entre otros (Devi et al., 2015).

Los polimeros sintéticos se comenzaron a utilizar en la agricultura a inicios de la década
de los sesentas, estos reemplazaron los invernaderos de vidrio y ensilados de acero los
cuales tenian costos muy elevados, permitiendo convertir tierras aparentemente
improductivas en explotaciones agricolas altamente rentables (De los Angeles et al.,
2003).

El plastico en la agricultura es utilizado a lo largo de toda la cadena productiva, pero
principalmente es utilizado para proteccién, como, por ejemplo, en acolchados, tuneles e
invernaderos, mallas de sombreo, cortavientos, antigranizo, o bien otros usos como
tuberias para riego y drenaje. También en los procesos finales para envasado y embalado

de los productos (De los Angeles et al., 2003).

Sin embargo, una vez cumplida la mision del plastico éste se convierte en un residuo el
cual posee una capacidad de descomposicion y degradacion aparentemente nula (entre
cincuenta y seiscientos afos) por lo tanto la eliminacion o tratamientos que se han
implementado no han resultado los adecuados (GREENPEACE, 2017).



Durante muchos anos los agricultores eliminaron el plastico procedente de su actividad
incinerandolos o acumulandolos, esta accion provoca graves riesgos de incendios,
contaminacion y un importante impacto visual y paisajistico que genera la degradacion del

entorno. (De los Angeles et al., 2003).

El aumento en la produccién y el uso de estos polimeros artificiales han creado un
problema que afecta negativamente el medio ambiente, generando altos niveles de
acumulacion, contaminacion de rios, mares y aguas subterraneas, contaminacion del
suelo debido a la lixiviacion de productos quimicos alterando el habitat de flora y fauna y

ademas causando problemas de salud para la humanidad (Derraik, 2002).

En los ultimos anos ha sido objeto de estudio y de interés comunitario cada vez mas
fuerte el contar con un sistema que reduzca el impacto de los plasticos en el medio
ambiente, ya que el amplio uso de estos materiales no ha sido desarrollado en conjunto
con protocolos de seguridad y de degradacion en forma segura, provocando que
anualmente 25 millones de toneladas de estos compuestos sintéticos se hayan

acumulado en medio ambientes costeros y terrestres (Devi et al., 2015).

Muchos de estos tipos de polimeros han demostrado ser vulnerables a los efectos
biodegradantes de microorganismos, debido a su composicién con enlaces resistentes.
Sin embargo, actualmente gracias al desarrollo de la microbiologia y la biologia molecular,
se han proporcionado herramientas conceptuales y materiales para abordar el tratamiento

bioldgico de este tipo de residuos (Devi et al., 2015).

Se han investigado las rutas de degradacion de numerosas cepas tanto de hongos y
bacterias capaces de degradar polimeros sintéticos a través de la accién de enzimas que
estos microorganismos producen, obteniendo en algunos casos la descomposicion
completa del material plastico. La potencialidad de estos microorganismos
biodegradadores de residuos plasticos da posibilidades a futuro de aportar ideas y nuevas
alternativas para iniciar mejoras en los procesos implicados en el tratamiento de residuos
plasticos generados por la agricultura, que por medio de su evolucion y adaptacién han
demostrado ser agentes biodegradantes de gran alcance en la naturaleza (Devi et al.,
2015).



3. Hipétesis

Hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium presentes en vertederos de la
Region de Valparaiso son capaces de biodegradar polietileno de alta densidad (PEAD)

proveniente de residuos plasticos agricolas.

4. Objetivos

41 Objetivo general

- Evaluar la capacidad de hongos recopilados en tres vertederos de residuos
urbanos de la region de Valparaiso de biodegradar polietileno de alta densidad,

proveniente de residuos plasticos agricolas.
4.2 Objetivos especificos

- Aislar e identificar los principales hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicillium, potencialmente capaces de biodegradar polietileno de alta densidad.

- Medir la capacidad biodegradante de los hongos en el tiempo.

- Identificar los principales compuestos que resultan de esta biodegradacion, para
hacer uso de estos microorganismos y asi proponer un destino final de los

residuos plasticos agricolas a partir de métodos de degradacién microbiolégica.



5. Estado del arte

5.1 Antecedentes de los plasticos

Antes de que se descubrieran los polimeros sintéticos la naturaleza era la unica fuente de
materiales y recursos con que el hombre contaba para la elaboracion de sus herramientas
de uso cotidiano. Las piedras, maderas o metales no satisficieron las demandas de una
poblacion en crecimiento, por lo tanto, en su innato afan de busqueda, el hombre
comienza a manipular los polimeros naturales como lo fue el ambar, la goma laca y la
gutapercha, siendo estos los precursores de los polimeros sintéticos que actualmente

llamamos plasticos (Garcia, 2009).

Los plasticos sintéticos aparecen por primera vez después del descubrimiento de la
reaccion de polimerizacion. Por definicion, los plasticos sintetizados son productos
manufacturados compuestos por numerosas cadenas de polimeros organicos (petroleo,
carbén y gas natural) unidos por enlaces covalentes y que pueden poseer grupos

laterales o radicales con uno o mas atomos (Garcia, 2009).

Con este descubrimiento se avecina una nueva era al saber, ya que se logran obtener
nuevos plasticos a partir de la quimica, capaces de imitar y superar las prestaciones de
los plasticos naturales que quedaron obsoletos. Todo esto en una fase que tenia lugar la
industrializacion y una creciente demanda por parte de una sociedad cada vez mas

consumista, estimulando la produccion masiva de objetos plasticos (Garcia, 2009).

El consumo de plasticos aumento de 1,5 millones de toneladas por ano (Mt/afio) en 1950
a 265 Mt/afio en 2011, su produccidon comenzd a masificarse en gran parte del mundo
para evitar costos de importacion. Sin embargo, como efecto de esta oleada industrial se
genera una cantidad increible de contaminacién, las plantas de produccién en todo el
mundo son responsables de la contaminacién local generada por los desechos de la

produccion, resultando en una contaminacién globalizada (Cregut et al., 2013).



5.2 El plastico en la industria agricola

Los precios relativamente estables del petrdleo y el aumento en el conocimiento sobre las
innumerables aplicaciones que poseen los diferentes tipos de plasticos han permitido un
crecimiento continuo de los volumenes destinados a uso agricola en el mundo. A estos
materiales se les puede adjudicar una parte importante del progreso alcanzado por la
agricultura, siendo actualmente un componente esencial en los diferentes eslabones de la

cadena productiva (Malagamba, 2015).

En la agricultura moderna se utilizan plasticos para mejorar diversas técnicas e innovar a
través de nuevas tecnologias con el fin de mejorar la productividad, siendo una de estas
el cultivo bajo condiciones ambientales controladas como lo son los invernaderos. Estos
facilitan el manejo de temperaturas, humedad y otros factores que hacen posible tener
alimento en toda época del afno. Ademas, los plasticos son utilizados en la conservacion y
comercializacion de los productos agricolas, también en la tecnificacion del riego a través
de obras de regadio, revestimiento de embalses y canales. Una enorme cantidad es
destinada a elaborar diversos formatos de contenedores como “bins” para cosechas vy

“speedlings” para produccion de plantulas (Malagamba, 2015).

5.21 Materiales plasticos mas usados en la industria agricola

Dentro de la cadena productiva agricola el plastico se ha posicionado como un
componente fundamental. Los plasticos de mayor uso en la industria agricola son el
PEAD y PEBD, el PVC, el PP y el PS de alta resistencia, siendo el PEAD y PEAB los mas
consumidos debido a que a partir de estos se fabrican los films de plastico utilizados para
recubrir invernaderos y mulch. Por otra parte, y no menos importante existe una gran
cantidad de plastico destinado al uso de envases y contenedores a partir del PP y el PS
(Malagamba, 2015).

El PEAD fue el plastico que demostr6 mas tempranamente sus bondades al cubrir
estructuras simples o naves en la produccion de hortalizas y flores a un costo

relativamente facil de recuperar. Ademas, se comenzé a utilizar en la agricultura intensiva



como cubierta de suelo, sin embargo, este material es de limitada durabilidad al ser
afectado por la radiacion ultravioleta (UV) (Malagamba, 2015).

El polietilieno de alta densidad (PEAD), es uno de los plasticos de mayor difusion
actualmente, a diferencia del PEBD posee mayor densidad, resistencia a agentes
quimicos y a temperaturas mas elevadas sin que se degrade facilmente por accién de los
rayos UV. Debido a su dureza se ha utilizado en muchas aplicaciones agricolas como
fabricacion de macetas, jardineras, cajas, bandejas, tuberias de agua, botellas y envases
para alimentos. Una de las grandes ventajas del PEAD es que mantiene sus propiedades

fisicas y mecanicas después de ser reciclado (Malagamba, 2015).

5.3 Manejo y biodegradacion de los residuos plasticos agricolas

Dentro de la actividad agropecuaria los residuos mas comunes son los residuos
vegetales, plasticos y envases de productos agroquimicos, debido a la magnitud de estos
dos ultimos es que se hace absolutamente necesario la gestién de los residuos, ya que

son compuestos dificiles de degradar (Mendoza, 2017).

Con respecto al reciclaje y reutilizacion de los plasticos producidos por la agricultura en
Chile, no existen reportes por parte de las entidades publicas ni privadas que permitan
establecer o cuantificar la generacion y la gestién de los residuos plasticos agricolas,
aunque estas deberian ser practicas de absoluta exigencia tanto de las empresas que los

producen como las que los utilizan (Mendoza, 2017).

Hay zonas de Chile donde el uso de los plasticos en la agricultura es muy intensivo,
especificamente en la Region de Valparaiso en el sector agricola de Olmué, Limache,
Quillota, siendo estas unas de las zonas con mayores hectareas de cultivos bajo
invernadero. Aproximadamente 1.300 hectareas (ha) de cultivo son bajo plastico,
produciendo alrededor de 2.400 toneladas por hectarea (ton/ha) de residuos provenientes

principalmente de invernaderos, cintas de riego y mulch (Mendoza, 2017).

En estas zonas se ha formado una industria de reciclaje informal la que realiza

tratamiento a casi el 90% de los residuos plasticos generados, basado en la recoleccion,



pre-tratamiento, distribucién y comercializacion del residuo a empresas recicladoras
principalmente de Santiago (Mendoza, 2017).

De esta actividad se generan residuos tanto solidos como liquidos, proveniente de los
plasticos no reciclables y de la operacion de lavado del material, los que no alcanzan una
buena disposicion, ya que los residuos liquidos son vertidos en las fuentes de agua
cercanos a los centros de reciclaje como canales de regadio, sin un tratamiento que

permita eliminar posibles agentes contaminantes (agroquimicos) (Mendoza, 2017).

Mientras que los residuos sélidos, son incinerados de forma ilegal o mezclados con otros
residuos con destino a vertederos. Por lo que se estima se generan 3.300 m? de residuos

liquidos, y un poco mas de 19 ton. de plastico no reciclable (Mendoza, 2017).

5.31 Biodegradacion de polietileno de alta densidad

Uno de los principales problemas de los materiales sintéticos es que la degradacion es
muy lenta, debido a la composicion polimérica que estos poseen. Es por eso que en los
ultimos tiempos los esfuerzos se han enfocado hacia la busqueda de formas que aceleren
la descomposicion de los plasticos sintéticos, para reducir los impacto que genera la
industria agricola, y se ha demostrado la actividad biodegradante de diferentes

microorganismos con resultados muy promisorios (Malagamba, 2015).

La descomposicién de moléculas por accion de enzimas secretadas por microorganismos
se conoce como biodegradacion, en este proceso los polimeros se convierten primero en
monomeros y luego son mineralizados completamente por medio de un mecanismo
catalitico de degradacion, proceso en el cual las enzimas producidas por estos mismos

provocan un aumento en la velocidad de la reaccion quimica (Jasmala Joy et al., 2017).

Algunas de las enzimas que han sido identificadas en la accion biodegradante de
polimeros sintéticos son las cutinasas, hidrolasas, peroxidasas, oxidasas vy
oxidoreductasas, provenientes de microorganismos de los géneros Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Geotrichum, Mucor, Helminthosporium, Chaetomium,

Fusarium, Hormodendrum, Cephalosporium y Nigrospora. También se destacan bacterias



de los géneros Pseudomonas sp., Arthrobacter sp., Rhodococcus sp. y Bacillus circulans
(Acuna, 2017).

Como se revisé anteriormente el polietileno de alta densidad (HDPE) es el plastico mas
usado por la agricultura y segun diversos autores es el residuo solido de dificil
degradaciéon mas comunmente encontrado. Sin embargo, estudios han demostrado que
los actynomicetes y los hongos filamentosos son los microorganismos con mejores
rendimientos en la biodegradacion del polietileno y que medios solidos como el compost o
medios liquidos minerales serian los 6ptimos para que lleven a cabo esta labor (Devi, et
al., 2015).

La capacidad de estos microorganismos para utilizar polimeros sintéticos de HDPE como
fuente de carbono depende de la capacidad de formar biofilm sobre la superficie del
polimero. En general los microorganismos con mayor hidrofobicidad en su superficie

celular favorecen una asociacion mas estrecha con el PEAD (Devi et al, 2015).

Segun Albertson et al. (1987), un paso inicial para lograr la biodegradacién del polietileno
involucra un pre-tratamiento por medio de una degradacién oxidativa abiética por accion
de luz (fotoxidacion) o por degradacion térmica. Esto facilita el rompimiento de enlaces, lo
que produce un material de bajo peso molecular y provoca un aumento en la superficie de

contacto del material con el microorganismo produciendo el biofilm antes mencionado.

Luego en la segunda etapa se lleva a cabo la biodegradacion de los productos obtenidos
de la oxidacion de la primera etapa, por parte de los microorganismos, los que consumen
los fragmentos de las cadenas de carbono oxidadas para formar diéxido de carbono
(COy), agua (H,0) y biomasa (Martin, 2012).

Los medios de cultivo para realizar las pruebas de biodegradacion utilizando este tipo de
microorganismos han resultado ser suelos con compost y también medios liquidos
minerales. La composicion del suelo con compost ayudara a la biodegradacion del
polimero, sin embargo, el medio liquido (medio sintético (MS)) proporciona condiciones
mas controladas, ya que el polimero seria la Unica fuente de carbono del microorganismo

asegurando el desarrollo de estos (Fontanella et. al., 2010).
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La morfologia tanto del microrganismo como la de los polimeros afectan la tasa de
biodegradacion, en conjunto con parametros ambientales como humedad, temperatura, el

pH vy la luz solar (Devi et al, 2015)

El PEAD se ha convertido en una parte integral de las actividades agricolas, provocando
basura indiscriminada y la lenta degradacion del HDPE plantea varios problemas
ambientales. Por lo que la biodegradacion de PEAD por microorganismos y enzimas

parece ser el proceso mas efectivo (Devi et al., 2015).

Zahra et al. (2010) y Ojeda et al. (2009) coinciden en que cepas fungicas del genero
Aspergillus son capaces de biodegradar polietileno, asi como hongos del genero
Penicillium. Fusarium es otro género que también ha demostrado ser capaz de
biodegradar polietileno, y puede utilizar este como fuente de carbono, aunque haya

disponibilidad de carbono organico de otros materiales.

Basado en los resultados de la investigacién de Devi et al. (2015), la cepa Aspergillus
flavus y A. tubingensis son potenciales biodegradadoras de polietileno de alta densidad de
acuerdo a la pérdida de peso, formacion de biofilm sobre la superficie de la pelicula de

polietileno, siendo A. flavus el microorganismo que mostré mayor eficiencia.

Con respecto a microorganismos del genero Penicillium, segun los resultados de los
estudios de Yamada-Onodera et al. (2001), indica que la cepa fungica P. simplisssicium,
utiliza el polietileno sin la necesidad de aditivos que ayuden en la biodegradacion.
Ademas, logra colonizar mas efectivamente laminas de polietileno con pre-tratamiento
oxidativo, que da lugar a la degradacion de los dobles enlaces de carbono donde luego la
biodegradacion dependera de la fase de crecimiento del cultivo sobre la lamina de

polietileno

Recientemente los esfuerzos se han centrado en la biodegradacion de los desechos
debido a las desventajas de otros métodos como el costo y la contaminacién y como se
logré evidenciar a través de estos diversos estudios, existen técnicas que pueden facilitar

y aumentar la eficiencia de biodegradacion de las cepas fungicas mencionadas, que dan
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origen a nuevas perspectivas de tratar las problematicas asociadas a la produccion y uso

de materiales sintéticos de dificil degradacion.

6. Metodologia

Materiales y métodos

6.1 Preparacion de la pelicula de polietileno de alta densidad

El plastico que sera utilizado para realizar las pruebas de biodegradacion sera polietileno
de alta densidad proveniente de residuos plasticos agricolas con una vida de uso de al
menos tres afos, el cual sera recolectado en predios aledafios a la Escuela de Agronomia
de la PUCV, en La Palma, asi como también de la misma Estaciéon Experimental.

El polietileno recolectado sera cortado en tiras pequefias, se desinfectara con etanol al
70% vy se secara bajo condiciones estériles en cuatro cajas de cristal y sera conservado
hasta su uso. Para asegurar que este plastico es realmente polietileno de alta densidad se
le realizara una prueba de identificacion mediante observacion. Primero se dejara en
agua, si esta flota es porque es polietileno, luego al rascarlo con la ufa si queda la marca
es de baja densidad, si no queda la marca sera de alta densidad. Cuidadosamente se
expondra una lamina del plastico a una llama, si la superficie es brillante, se quema y

gotea como cera, se tratara de polietileno de alta densidad.
6.2 Las muestras de suelo

Las muestras de suelo para la aislacion de los organismos biodegradadores seran
recolectadas de los vertederos de Olmué, San Pedro de Quillota y del vertedero de
Limache de la Region de Valparaiso. El suelo se limpiara de cualquier residuo o basura y
luego sera almacenado en frascos de vidrio previamente esterilizados con etanol, los
cuales se llevaran a laboratorio y se dejaran a temperatura ambiente en oscuridad hasta

SuU uUSO.

6.3 Aislamiento de los hongos degradadores de polietileno
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Para aislar los microorganismos biodegradadores de polietilieno de alta densidad se le
afadiran a las muestras de suelo contenidas en los frascos de vidrio, peliculas de
polietileno de alta densidad previamente recolectado y preparado, estas seran enterradas
a 10 cm de profundidad, ademas se le afiadiran 2 mg de glucosa diluida en 200 ml de
medio sintético (MS). Luego de un mes se retira la pelicula de polietilieno y se lava
suavemente con agua destilada. De las muestras de polietiieno se aislaran los
microorganismos buscados, se le otorgara a cada uno de estos el medio de cultivo mas
optimo para su proliferacion. En el caso de Aspergillus se lleva a placas Petri con
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) y se deja incubando a 37°C en oscuridad durante una
semana. En el caso de Fusarium la cepa sera cultivada sobre agar de extracto de malta
(AEM) a 20 ° C y sera almacenado a 4 ° C hasta su uso. Para Penicillium se cultivara en
agar PDA, el cual se incuba a 30°C durante 10 dias. Luego los hongos que logran
colonizar la lamina se vuelven a cultivar en otra placa separada, con las mismas
condiciones y se dejan nuevamente a la temperatura indicada durante 20 dias, con

revision una vez al dia.

6.4 Identificaciéon de los microorganismos degradantes

Las cepas fungicas purificadas en las placas seran observadas en microscopios y lupa
estereoscopica, sobre la base de la morfologia de las colonias y analisis filogenéticos. Se
observara la estructura de los conidios, hifas, cabeza conidial y conidiéforos.

Para el analisis molecular se solicitara al laboratorio de fitopatologia de la Escuela de
Agronomia de la PUCV realizar el correspondiente analisis. Luego de identificar cada
cepa estos seran utilizados en las pruebas de biodegradacion con el polietileno de alta

densidad previamente preparado.

6.5 Pruebas de biodegradacion de polietileno de alta densidad

Los hongos de los géneros mencionados obtenidos del paso anterior se cultivaran en
medio liquido. Se anade glucosa al dos por ciento 4 g a 200 ml de medio de sal mineral
(MSM) en un matraz de 500 ml que tendra peliculas de polietileno previamente
esterilizadas. En el matraz se inocularan 2 ml de suspension de esporas a concentracion

de 1x10°> esporas/ml, y a continuacién se incuba a 37°C en una incubadora agitadora a
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150 rpm durante tres semanas después de la inoculacién con los 2 ml de esporas.
Después de 20 dias de incubacion, las peliculas se lavaran con agua destilada y se

analizaran para detectar cambios degradativos.

6.6 Analisis de los productos intermediarios de la biodegradacion
Se realiza analisis de cromatografia de gases y espectrometria de masas para reconocer
los productos que surgen de la biodegradacién del polietileno. El servicio se solicitara al
laboratorio del Laboratorio de Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de
Santiago de Chile.

6.7 Analisis de la eficiencia de biodegradacion

Se medira la eficiencia de biodegradacién del microrganismo por medio del porcentaje de

pérdida de peso de la pelicula de polietileno de alta densidad que fue sometido a prueba.

Se calculara un promedio entre las repeticiones de cada tratamiento y se calculara el %

de pérdida de peso mediante la formula que se muestra en la figura 1. :

Weight loss % = [(wi . wf)/wi] % 100

Figura 1. Donde W; y W; es el peso de las muestras antes y después de la degradacion
respectivamente. Fuente: Sponton et al., 2012.

6.8 Disefio experimental

Para cada prueba de degradacion de polietieno de alta densidad usando los
microorganismos se realizara triple repeticiones por cada prueba, es decir, habra doce
pruebas con 4 tratamientos distintos y tres repeticiones para cada tratamiento. Tres

utilizando Aspergillus, tres con Fusarium y tres con Penicillium, ademas se dejaran tres
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muestras control donde se depositara el plastico en el medio sin inoculacion. Luego se

calcularan los promedios de pérdida de peso para conocer la eficiencia de biodegradacion
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7. Plan de trabajo

71 Carta Gantt

Nombre de tarea - |Duracién [2019 [2020 [2021
tri 4[tri 1tri 2 [tri 3[tri 4 |tri 1Jtri 2[tri 3tri 4 [tri 1tri 2[tri 3
1 = Presencia de hongos capaces de biodegradar polietileno en la 549 dias : ! ! J
region de Valparaiso :
2 = Cotizacion, compra de insumos y recoleccion de muestras 83 dias =
3 Cotizacién y compra de insumos 44 dias IH%
4 Recoleccion pelicula de polietileno 38 dias
E Recoleccién muestras de suelo 38 dias =
=] Cotizacion, compra de insumo y recoleccidn de muestras 0 dias 4 25-06
realizado :
7 = Aislamiento e identificacion de los hongos biodegradadores 200 dias pr—w
. 8 Aislamiento de los microorganismos biodegradadores 70 dias .
= ° Identificacion de los organismos biodegradadores 130 dias :
E 10 Aislamiento e identificacion completado 0 dias 01-04
=811~ Pruebas de biodegradacién de polietileno de alta densidad 177 dias
[ag 12 Pruebas de biodegradacion de polietileno de alta densidad 44 dias
realizada
13 Medicién productos intermediarios 132 dias
14 Medicidn eficiencia de biodegradacion 44 dias
15 Pruebas de biodegradacidn realizadas 0 dias
16 = Obtencion y andlisis de resultados 890 dias
17 Anélisis de la eficiencia de biodegradacion 22 dias
18 Analisis de productos intermediarios 22 dias
19 Informe final 45 dias
20 Obtencidn y analisis de resultados realizado 0 dias :

Figura 2. Plan de trabajo en Carta Gantt.
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7.2 Plan de trabajo

7.21 Cotizacion y compra de insumos

Se cotizaran y compraran los insumos necesarios para realizar las muestras y pruebas de

biodegradacion que se detallan en la Tabla x del Anexo. Duracién: 44 dias.

7.2.2 Recoleccioén y preparacion de la pelicula de polietileno

Se arrendara vehiculo y se pedira a la Estacion Experimental permiso para recolectar
PEAD que haya tenido a lo menos tres afios de uso. Se recogeran en bolsas plasticas de
110 x 120 cm y se llevaran a laboratorio. Luego se cortara el plastico en tiritas, se
desinfectaran y se almacenara en cajas de cristal hasta su uso. Duracién: 38 dias.

7.2.3 Recoleccion de las muestras de suelo

Se solicitara permiso de acceso a los vertederos, a través de una carta formal. Se visitara
el vertedero y se pedira al encargado del lugar indicar la zona donde haya una alta
concentraciéon de residuos plasticos para seleccionar el sector de muestreo el cual sera
georreferenciado por GPS. Se recogeran 12 muestras de 500 g en frascos de vidrios
previamente esterilizados. Las muestras seran llevadas a laboratorio, se limpiaran de
restos y se mantendran a temperatura ambiente en oscuridad hasta su uso. Duracién: 40

dias.

7.2.4 Aislamiento de los hongos degradadores de polietileno

A los frascos con las muestras de suelo se le afiadiran 100 g de PEAD, estas seran
enterradas a 10 cm de profundidad. Se afadira 2 mg de glucosa diluida en 200 ml de
medio sintético (MS). Estos se mantienen a temperatura ambiente en oscuridad, durante
un mes. Luego de transcurrido el mes, se retira la pelicula de polietileno, se lava
suavemente con agua destilada y se lleva a placas donde queremos aislar los hongos que

buscamos. Para el cultivo de los microorganismos buscados, se otorgara a cada uno de
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estos el medio de cultivo mas 6ptimo para su proliferacion. Se realizaran 4 tratamientos,
uno para cada tipo de microrganismo mas un control sin inoculacion, con 3 repeticiones
cada uno.

En el caso de Aspergillus se lleva a 3 placas Petri con Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) y
se deja incubando a 37°C en oscuridad durante una semana. En el caso de Fusarium la
cepa sera cultivada sobre 3 placas Petri con agar de extracto de malta (AEM)a 20 ° Cy
sera almacenado a 4 ° C hasta su uso. Para Penicillium se cultivara en 3 placas con agar
PDA, el cual se incuba a 30°C durante 10 dias. Luego los hongos que logran colonizar la
lamina de plastico se vuelven a aislar en otras 3 placas, con las mismas condiciones y se
dejan nuevamente a la temperatura indicada durante 20 dias, con revisién una vez al dia.

Duracion: 70 dias.

7.2.5 Identificaciéon de los microorganismos degradantes

Las cepas fungicas purificadas en las placas con la pelicula de PEAD seran observadas
mediante la estructura segun bibliografia. Para el analisis molecular se procedera a

solicitar a laboratorio. Duraciéon: 130 dias.

7.2.6 Pruebas de biodegradacion de polietileno de alta densidad

Los hongos obtenidos del paso anterior se procederan a cultivar en matraz de 500 ml en
un medio liquido, a este se le afiade glucosa al dos por ciento, 4 g a 200 ml de medio de
sal mineral (MSM). A este medio liquido se le afadiran 100 g de PEAD previamente
esterilizadas. Se inocularan 2 ml de suspension de esporas a concentracion de 1x10°
esporas/ml, y a continuacion se incuba a 37°C en una incubadora agitadora a 150 rpm

durante tres semanas. Duracién: 90 dias.
7.2.7 Analisis de los productos intermediarios de la biodegradacion
Se preparan las muestras y se enviaran a laboratorio indicado para reconocer los

productos que surgen de la biodegradacion del PEAD. Se realizara analisis de

cromatografia de gases y espectrometria de masas, (puede que este varie de acuerdo a
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la naturaleza de las muestras). Finalmente, el labrarlo entrega un informe final con los

resultados. En esta etapa se solicita asistencia de un Bioquimico. Duracion: 132 dias.

7.2.8 Analisis de la eficiencia de biodegradacion

La biodegradaciéon de polietileno de alta densidad se determinard midiendo la
desaparicidon del polimero en las placas con los cultivos. Una vez pasado el tiempo en las
pruebas de biodegradacion, se procede a pesar las peliculas de polietileno y seguir la

metodologia antes descrita. Duracién: 54 dias.

7.2.9 Obtencioén y analisis de resultados

Una vez realizada las labores anteriores, se procedera a recopilar los resultados y
llevarlas a un analisis, el cual se podra obtener una sistematizacion de los resultados y
con ello realizar una discusion y conclusion de estos. Para finalmente realizar un informe

final de investigacion. Duracién: 45 dias.
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8.1 Tabla 1. Resultados esperados

Objetivo especifico

Aislar e identificar los principales hongos
de los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicillium, potencialmente capaces de

biodegradar polietileno de alta densidad

Medir la capacidad biodegradante de los

hongos en el tiempo

Identificar los principales compuestos que
resultan de esta biodegradacion, para
hacer uso de estos microorganismos y asi
proponer un destino final de los residuos
plasticos agricolas a partir de métodos de

degradacion microbiologica

Resultado esperado

Cepas fungosas aisladas e identificadas

Biodegradacion del polietileno utilizando
las cepas fungosas aisladas e
identificadas y medicion de la eficiencia en
el tiempo de cada una de estas por
métodos de regresion lineal y vida media

del producto.

Conocer productos intermediarios de la
biodegradacion para luego proponer

técnica donde se utilicen estos
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9. Organizacién

9.1 Cargos y funciones

9.1.1 Tabla 2. Cargos y funciones

Costo del
Nombre del | Formacién/grado | Cargo en el Funciones (N°) personal Aporte
profesional académico proyecto (MM$) FONDO
CONCURSA
BLE (MM$)
Coordinar y dirigir las
Ingeniero Jefe de principales acciones | 16,8
A definir Agréonomo (a), proyecto para cumplir el proceso
Dra. del proyecto
Asistir al jefe de
proyecto en las
A definir Ingeniero Asistente de | acciones principales | 20,4
Agrénomo (a) proyecto para la ejecucion de las
tareas planificadas
Llevar la contabilidad y
A definir la administracion de los | 9,12
Contador (a) Subcontrato | recursos econdmicos
A definir Apoyo al Ing. Agrénomo
para las labores de
Ayudante de Subcontrato laboratorio, como 9,6
laboratorio preparacion de
muestras o limpieza de
utensilios
Apoyo para
identificacion de 5,1
A definir Bioquimico (a) | Subcontrato productos
intermediarios en el
proceso de
biodegradacion de los
hongos

La directora del proyecto debe otorgar 1 o 2 dias a la semana al proyecto, en el cual debe
reunirse con el Ingeniero Agrébnomo para dirigir, orientar, y evaluar semanalmente los

avances del proceso.

El Ingeniero Agronomo debe otorgar los cinco dias a la semana al proyecto, o bien de

acuerdo con el calendario cumplir las tareas propuestas en el plazo pre-dispuesto.
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El contador sera subcontratado para realizar las labores administrativas y de gestion de
los recursos, ademas de llevar las cuentas de la “caja chica”, esta labor sera realizada

una vez al mes con el fin de rendir cuentas y llevar el orden en las finanzas.

El ayudante de laboratorio debe asistir al Ingeniero Agrénomo los cinco dias de la semana
o bien de acuerdo con las labores predispuestas en el calendario con el fin de cumplir las

tareas en el plazo correspondiente.

El bioquimico sera subcontratado por un periodo de seis meses, ya que sera el encargado
de realizar las pruebas de identificaciéon de los compuestos intermediarios los que seran

enviados a muestrear al laboratorio ya mencionado.

9.2 Organigrama
Jefe de
Proyecto
o=
Contador (a) ——------ |

\

| Ing. Bioquimico
Agronomo (a) (a)

I
| | Ayudante de

laboratorio

Figura 3. Organigrama
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10.1 Presupuesto total por cuenta (MM$)
10.1.1 Tabla 3. Presupuesto total por cuenta
FONDO
Cuenta CONCURSABLE APORTE EMPRESA | Total(MM$)
P - No
ecuniario pecuniario
A. Total Recursos
Humanos 38,4 - - 38,4
B. Total Subcontrat 15,72
otal Subcontratos , 19.8 3552
C. Total Gastos de
Inversion - 0,5 0,5
D. Total Gastos de
Operacion 0,5 - - 0,5
E. Total Gastos de i 1.08
Administracion - 0,72 ’
SUBTOTAL (MM$) 75,64
Imprevistos 5 % 3,7 79,34
TOTAL(MMS) 79,34
Porcentaje de Aporte (%) 68,8% 31,2% 79,34




10.1.2 Presupuesto total por afio (MM$)

Cuenta

Ano 1

Ano 2

Total(MM$)

Total Recursos
humanos

Pecuniario
No Pecuniario

19,2

19,2

38,4

38,4

B. Total Subcontratos

35,52

Pecuniario

4,56

11,16

15,72

No Pecuniario

13,6

6,2

19,8

Total Gastos de
Inversion

0,5

Pecuniario

No Pecuniario

0,5

0,5

Total Gastos de
Operacion

0,5

Pecuniario

0,5

0,5

No Pecuniario

Total Gastos de
Administracion

0,72

Pecuniario

No Pecuniario

0,72

0,72

subtotal (MM$)

75,64

Pecuniario

24,26

30,36

54,62

No Pecuniario

14,82

6,2

21,02

Anexo. Hoja de calculo con detalle
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Anexo. Hoja de calculo

Las celdas con * representan los aportes no pecuniarios realizados por la empresa al

proyecto.

Recursos humanos Valor mes $ Valor total anual $
Ing. Agronomo, Dra. 700.000 8.400.000
Ing. Agrénomo 900.000 10.800.000
Total 1.600.000 19.200.000
Subcontratos Valor mes $ Duracion Valor total anual $
subcontrato
Ayudante de laboratorio* 400.000 12 meses 4.800.000
Bioquimico 850.000 6 meses 5.100.000
Contador 380.000 24 meses 9.120.000
Arriendo laboratorio* 400.000 20 meses 8.000.000
Arriendo oficina® 250.000 24 meses 6.000.000
PCR* 1.000.000 - 1.000.0000
GC-MS 1.500.000 - 1.500.000
Total 35.520.000
Gastos de administracion | Valor mes $ Valor total proyecto $
Luz* 15.000 360.000
Agua® 15.000 360.000
Total 720.000
Gastos de inversion Cantidad Valor l;nitario Total $
Cooler 1 104.000 104.000
Computador HP 1 350.000 350.000
Impresora multifuncional 1 39.990 39.990
Mouse + teclado USB 1 10.000 10.000
Total 500.000
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Gastos de operacion Unidades un\iltaalﬁg $ Valor total $
frascos de vidrio 12 500 6.000
etanol 70% 4 26.990 107.960
tijeras 2 2.000 4.000
cajas plasticas 6 5.000 30.000
glucosa 2 2.000 4.000
medio sintético 1 25.000 25.000
agua destilada 4 400 1.600
guantes 2 2.000 4.000
placa con agar PDA 20 282
placa con agar AEM 20 282
placa con agar SDA 20 202
micro pipeta 1 12.990
vaso precipitado 3 2.500 7.600
medio sal mineral 1L 12 9.000 108.000
matraz 500 mi 12 3.000 36.000
bencina (viajes) 5 20.000 100.000
viaticos (viajes, 2 10 7 000 20.000
personas)
Hojas para impresion 2 2.990 5.980
Total 517.000




