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RESUMEN

El polietileno es uno de los plasticos méas usados en el sector agricola para cubiertas
de invernaderos, mallas, revestimientos, tuneles, entre otros usos. Se estima que a nivel
mundial, el consumo de polietileno en este sector es de 2 millones de toneladas métricas. En
el Ecuador, la cantidad de pléastico utilizado para cubrimientos de invernadero es de alrededor
de 1000 kg de plastico por hectarea de invernadero anualmente. Los plasticos de
invernaderos, en su mayoria, tienen un tiempo de vida atil de dos afios y al cabo de este
periodo deben ser reemplazados. La mayor parte de estos plasticos terminan desechados en
vertederos, ecosistemas terrestres, marinos, o son incinerados en los campos, causando un
grave impacto ambiental. Por tales motivos, yace la necesidad de encontrar alternativas de
gestion para los residuos plasticos. En este sentido, el compostaje es un sistema dindmico que
promueve la biodegradacion de la materia organica por accion de una diversidad de
microorganismos y temperatura, por lo que el presente estudio se aprovechd este ambiente
para exponer polietileno de baja densidad nuevo y usado de cubiertas de invernaderos, y de
esta manera promover su biodegradacion. Este estudio se dividié en dos actividades
principales: (1) la caracterizacion de parametros fisico-quimicos y biolégicos del compostaje
que influyen en la descomposicion de la materia organica; y (2) la evaluacion de la
biodegradabilidad de LDPE nuevo y usado bajo condiciones de compostaje de rosas. Se
trabajo con 50 muestras (25 por cada tipo LDPE) que fueron expuestas a compostaje, y 2
muestras (1 por cada tipo) que fueron expuestas al tratamiento térmico simulando las
temperaturas del compost. Cada 30 dias se retiraron 6 muestras de cada tipo de LDPE para
realizarles analisis de biodegradacion mediante pérdida de peso, FTIR, SEM, propiedades
mecanicas, y adicionalmente se realizd cultivos microbianos para identificacion morfoldgica
de los potenciales degradadores de LDPE. Los resultados obtenidos para la caracterizacién
del compost mostraron que los parametros estaban dentro del rango esperado de otros
compost que tiene otras materias primas. Por otra parte, las condiciones de compostaje no
influyeron sobre la degradacion de LDPE. Sin embargo, se reporté el deterioro de muestras
de LDPE usado al determinar cambios en la morfologia del polimero, a la pérdida de
propiedades mecanicas en mas del 50% respecto a sus iniciales y los cambios en los espectros
del analisis de FTIR. Finalmente, se aislaron e identificaron a nivel morfoldgico
microorganismos que pueden ser potenciales degradadores de polietileno, por lo que se
requieren de posteriores estudios para determinar si tienen capacidad degradativa.



ABSTRACT

Polyethylene is one of the most used plastics in farming. Its applications cover a wide
range of areas including greenhouse covers, meshes, coatings and tunnels. It is estimated that
two million metric tons of polyethylene are expended in this sector worldwide. In Ecuador,
the amount of plastic used in greenhouse covers is about 1000 kg per hectare annually. The
useful life of these plastics, for the most part, is two years. After this period, they have to be
replaced. Most of the old plastics end up discarded in landfills, terrestrial and marine
ecosystems, or they are rather incinerated in open fields, causing a serious environmental
impact. Hence, there is an urgent need to find alternatives to the current measures of plastic
waste management. Thus, composting appears as a potential candidate. It is a dynamic
system that promotes biodegradation of organic matter by the action of a variety of
microorganisms and temperature. It is for this reason that this study took advantage of these
properties to expose new and old LDPE from greenhouse covers to compost conditions to
promote their biodegradation. This study was divided in two main activities: (1)
characterisation of physical-chemical and biological composting parameters that influence
the decomposition of organic matter; and (2) evaluation of biodegradability of new and used
LDPE under conditions of rose composting. We worked with 50 samples (25 for each LDPE
type) that were exposed to composting, and 2 samples (1 for each type) that were exposed to
thermal treatment simulating the temperatures of the compost. Every 30 days, 6 samples of
each LDPE type were withdrawn from the compost for biodegradation analysis by means of
weight loss, FTIR, SEM, and mechanical properties. Additionally, microbiological cultures
were carried out for the morphological identification of potential LDPE-degrading organisms.
The results obtained from compost caracterisation showed that the parameters were within
the expected range as compared to other composts made of different raw materials. It was
found that composting conditions had no influence on LDPE degradation. However,
deterioration of old LDPE samples was reported by determining changes in polymer
morphology, loss of mechanical properties by more than 50% with respect to their initial
features, and changes in the spectra of the FTIR analyses. Finally, microorganisms with the
potential of degrading LDPE were isolated and identified at the morphological level, so
further studies are required to determine whether they do have degradative capacity.
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los plasticos son largas cadenas poliméricas sintéticas de alto peso molecular
conformados principalmente por carbono e hidrogeno. Estos compuestos se derivan
generalmente del petrdleo o del gas natural (Huang y Almeida, 2015), y son materiales que se
han producido a nivel industrial a partir de 1950. En la actualidad, se siguen usando plasticos
a una tasa de crecimiento del 12% al afio debido a su bajo costo, flexibilidad, durabilidad,
resistencia, entre otras propiedades. Sin embargo, son estas caracteristicas las que han llevado
a un consumo desmesurado de estos materiales causando una problematica global y
emergente (Gémez y Michel, 2013). Anualmente la produccion de plastico alcanza los 140
millones de toneladas (Greene, 2018), y para el 2015 se han generado 6300 millones de
toneladas métricas de residuos plasticos, de los cuales unicamente el 9% del total fue
reciclado (Geyer, et al. 2017).

El polietileno es uno de los plasticos mas usados para fundas, empaques, envases,
peliculas para cubrimientos de invernaderos, entre otros usos (Callister, 1996). Este es un
polimero sintético conformado por monémeros de etileno, y dependiendo de su grado de
polimerizacion que hace referencia al niUmero de unidades de monomeros repetidas en la
cadena, se pueden obtener varios tipos de polietileno. Estos se clasifican en base a su
densidad y estructura molecular en: polietileno de baja densidad (LDPE), polietileno de alta
densidad (HDPE), y polietileno lineal de baja densidad (LLDPE) (Peacock, 2000).

El polietileno de baja densidad (LDPE) tiene una estructura quimica ramificada, alrededor
del 2% de los atomos de carbono, lo que causa que su densidad sea baja (~0,91 g/cm?)
(Kumar y Raut, 2015). Generalmente es el méas utilizado debido a sus buenas propiedades
mecanicas, opticas, y bajo costo (Dilara y Briassoulis, 2000). La demanda global para LDPE

en 2009 fue de 18,4 millones de toneladas y se proyecta que hasta el 2020, esta demanda
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tenga una tasa de crecimiento del 2% anual (Pinzén, D. y Clodoaldo, S., 2017). En el sector
agricola, se utilizan laminas de LDPE para cubrimiento de invernaderos, tuneles,
revestimientos temporales y otros usos. Por lo que su consumo para este sector a nivel
mundial asciende a 2 millones de toneladas por afio (Dilara y Briassoulis, 2000; Kasirajan y
Ngouajio, 2012).

En el sector floricola del Ecuador existen alrededor de 4000 ha correspondientes a
cultivos de flores, los cuales demandan una gran cantidad de recursos hidricos y a su vez se
producen grandes cantidades de desechos plasticos utilizados para los invernaderos y control
de plagas, mallas antigranizo, botellas, desechos liquidos, quimicos, y residuos vegetales,
siendo estos Ultimos los de mayor peso y volumen (Cordero, 2010).

En Ecuador, anualmente se utilizan alrededor de 1000 kg de plastico para cubrir una
hectarea de invernadero (Cazar, 2010). En su mayoria, tienen un tiempo de vida util de dos
afios y al cabo de este periodo deben ser reemplazados. Se estima que desde 1998 hasta 2003
habrian entrado al ambiente 2400 toneladas de plastico provenientes de la industria
agroforestal (Cordero, 2010), ya que la mayor parte de estos plasticos terminan desechados
en vertederos, ecosistemas terrestres, marinos, o son incinerados en los campos (Dilara y
Briassoulis, 2000).

Por otra parte, se considera que en Ecuador, la industria de los plasticos es uno de los
sectores productivos mas importantes del pais, ya que genera alrededor de 1200 millones de
doélares y mas de 10000 empleos directos (Camara de Industrias de Guayaquil, 2018). No
obstante cabe recalcar que la acumulacion de estos desechos se ha convertido en un problema
emergente a nivel mundial, ya que estos pueden permanecer en el ambiente desde 100 hasta
mas de 500 afios (Kale et al., 2015). Debido a esto, varios estudios se han centrado en buscar

metodologias de degradacion de plasticos.
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La degradacidn consiste en un proceso irreversible que provoca un cambio significativo
en la estructura quimica del material. Estos cambios incluyen pérdida de peso molecular,
integridad, estructura, resistencia mecanica o fragmentacion (Yepes, 2014). Las Unicas
formas de descomponer totalmente los plasticos provenientes del petrdleo hasta la actualidad
son la combustién o la pirolisis. La incineracion genera gases toxicos y de efecto invernadero
(Geyer, R. et al., 2017) y tiene una huella de carbono aproximada a 6 kg de CO, por cada
kilogramo de pléastico (Veletanga, 2017). Mientras que pirdlisis es un proceso costoso. Por
tanto, aln se requieren de métodos alternos a los tratamientos térmicos mencionados. Por
ejemplo, la biodegradacion, un proceso donde intervienen microorganismos, su actividad
metabdlica y factores abidticos para degradar el material (Kale et al., 2015). La
biodegradacion puede ocurrir naturalmente en el suelo, en el sistema de compostaje o usando
microorganismos especificos con capacidad degradativa (Gilan, 1., Hadar, Y. y Sivan, A,
2004).

El compostaje es un proceso dinamico de descomposicion aerobia que combina fases
mesofilas y termofilas; promueve la biodegradacién de la materia organica en conjunto con
las actividades metabolicas de una diversidad de microorganismos. ElI compost puede
componerse por residuos vegetales, hojas, cascaras de frutas, restos de jardineria,
excrementos, entre otros, para obtener un producto estable denominado humus, el cual puede
ser utilizado como abono organico para los cultivos (Iglesias, 2014). Se considera que este
ambiente brinda la posibilidad de exponer polimeros sintéticos para promover su
biodegradacion (Vaverkova et al., 2012). Estudios han reportado la capacidad de algunos
microorganismos para degradar polimeros sintéticos, como el polietileno de baja densidad
(Das y Kumar, 2015; Greene, 2018; Ndahebwa et al., 2018). Varias cepas de Bacillus sp.,
Aspergillus sp., Penicillium sp.,y Pseudomonas sp. son microorganismos identificados como

potenciales degradadores de LDPE, y han sido aislados de suelos, de vertederos o rellenos
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sanitarios y de compost (Gajendiran et al., 2016; Ndahebwa et al., 2018; Zahra et al., 2010;
Mahalakshmi et al., 2012). Por tanto, en el proceso de compostaje, las cadenas poliméricas se
pueden descomponer y/o fragmentar a partir de la formacion de biofilm en la superficie del
polimero, atrayendo a otros microorganismos para actuar, y mediante procesos enzimaticos,
como la secrecion de enzimas degradadoras, formar productos asimilables y mineralizados
(Teran, 2017; Huang y Almeida, 2015; ).
1.2. Fases del compostaje

Durante el proceso de compostaje existen cuatro fases basadas en la temperatura:
mesofilica, termofilica, enfriamiento y maduracion. En cada una de estas fases, el
crecimiento microbiano varia continuamente debido a los cambios de temperatura durante el
compostaje y a su vez promoviendo la degradacion de la materia organica (Porras y

Rodriguez, 2016; Iglesias, 2014).
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Fig. 1 Fases y microorganismos en el compostaje (Eldor, 2007)
En la Figura 1 se observan los procesos que ocurren durante el compostaje en
condiciones Optimas de temperatura y humedad (Eldor, 2007). Durante la fase mesofilica
proliferan microorganismos mesofilos, se alcanza una temperatura de hasta 45 °C en pocos

dias debido a la actividad metabdlica microbiana (Mendoza, 2012) donde se utilizan fuentes
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sencillas de carbono y nitrogeno generandose calor y se descomponen compuestos solubles,
como azucares, lipidos, proteinas y, por tanto, se producen acidos organicos que pueden
causar una acidificacion del medio (Cuervo et al, 2014).

La fase termofilica alcanza una temperatura desde 45°C hasta 70 °C, etapa en la que los
microorganismos mesofilos son reemplazados por termofilos, como actinomicetos. Se
eliminan microorganismos contaminantes, patogenos como son Escherichia coli, esporas de
hongos fitopatdgenos (Figura 1) (Teran, 2017; Mendoza, 2012). La actividad metabolica de
estos microorganismos termoéfilos causa calor, el nitrogeno se transforma en amoniaco, por
ende el pH incrementa hasta estabilizarse y permanecer constante hasta el final del proceso
del compostaje. Estos microorganismos, ademas, facilitan la descomposicion de fuentes méas
complejas de carbono, como son los polimeros de lignina y celulosa (Romén y Martinez,
2013). La fase termofila termina cuando el sustrato se ha agotado y la temperatura disminuye
lentamente hasta los 40°C. En esta etapa de enfriamiento, los microorganismos mesofilos
comienzan a proliferar nuevamente, especialmente hongos que todavia tienen la capacidad
para degradar polimeros restantes. La fase de enfriamiento requiere de algunas semanas hasta
alcanzar los 20 °C, temperatura que indica la fase de maduracion. En la etapa de maduracion
la temperatura y pH se estabilizan. Durante los meses de duracion pueden proliferar
actinomicetos e inducen a la formacion de materiales himicos (Teran, 2017), el producto del
compostaje tiene una coloracién marrén oscura debido a la formacién de grupos croméforos

y sintesis de melanoidinas (Cuervo et al, 2014; Iglesias, 2014).

1.2.1. Parametros fundamentales en el proceso de compostaje
Existen varios factores que influyen el proceso de compostaje y la obtencion de un
producto final Gtil y de calidad; la calidad del compost comprende estabilidad, contenido de

nutrientes, y estd determinada por el material de partida, las condiciones ambientales, y otros
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elementos que pueden variar dependiendo del sistema de compostaje. Sin embargo, para que
estén dentro de un rango 6ptimo, y asegurar las condiciones de crecimiento de los
microorganismos responsables de la descomposicion de la materia organica se debe
controlar: temperatura, humedad, pH, relacion C/N, entre otros (Romén y Martinez, 2013;

Terén, 2017).

a. Temperatura
La temperatura es uno de los factores que indican el desarrollo del proceso de
compostaje, de hecho, en base a este parametro, se pueden establecer las cuatro etapas del
proceso mencionadas anteriormente (mesdfila, termofila, enfriamiento y maduracion). Cada
una de las etapas tiene su temperatura Optima que promueve la diversidad y actividad
microbiana, descomposicion de la materia organica y eliminacién de microorganismos
contaminantes (Mendoza, 2012). La fase mesoéfila alcanza una temperatura de 20°Ca 45 °C; la
termofila un rango de 45 °Ca 70 °C; la fase de enfriamiento corresponde a la disminucién de
temperatura lentamente hasta alcanzar los 40 °C; y finalmente la fase de maduracién en donde
la temperatura.
b. Humedad
El contenido éptimo de humedad se encuentra entre el 40% y 60%. En caso de
exceder estos porcentajes, el agua puede saturar los poros por lo que el proceso puede
volverse anaerobio e incluso causar podredumbre de la materia organica. Al contrario, si la
humedad del compost esta por debajo del rango 6ptimo, la actividad microbiana disminuye
causando que la velocidad de descomposicion de la materia también se reduzca (Roman, P. y
Martinez, M., 2013).

c. Valorde pH
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El valor de pH es un indicador del ambiente microbiano y la estabilizaciéon de los
residuos ya que varia en el proceso del compostaje. Se recomienda rangos entre 6,5 y 8 para
promover crecimiento microbiano y lograr un proceso de compostaje efectivo. Sin embargo,
esos valores pueden variar durante el periodo de compost (Vakili et al., 2012). En la fase
mesofila el pH puede disminuir desde un valor neutro hasta a 4 a 5,5 debido a la produccion
de acidos organicos por descomposicion de la materia organica. A medida que continua el
proceso, se forman compuestos como amoniaco producto de la transformacién de proteinas,
por lo que el pH se vuelve ligeramente alcalino (Sundberg, 2005; Ascézubi, 2011). La
estabilizacion del pH entre 6 y 8 indica que el compost estd en su fase de maduracion
(Sharma et al., 2017)

d. Relacion carbono nitrogeno.

Considerando que el carbono es la fuente de energia para los microorganismos y el
nitrégeno necesario para la sintesis de proteinas y compuestos que son parte del desarrollo
bioldgico, la relacion C/N es un indicador del avance del proceso de compostaje por lo que
influye en la velocidad de descomposicién. Es decir, que si existen altos niveles de nitrégeno
(menor relacion C/N) se aceleran los procesos de asimilacion e incorporacion metabdlica, asi
como rapida mineralizacion del carbono. Mientras que un aporte bajo en nitrdgeno causa
una disminucién en la tasa de descomposicion y mineralizacion (Teran, 2017). Los
microorganismos que participan en el compostaje absorben 30 partes de carbono por cada
parte de nitrogeno (Diaz, 2002). Se considera que alcanzar una relacion C/N de 25 a 35 es la
idonea para lograr una adecuada descomposicion de la materia y calidad del producto final

(Ascézubi, 2011).
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1.3 Técnicas de medicion y cuantificacion para determinar biodegradacion de
polimeros.

La degradacién del polimero se puede determinar a partir de pérdida de masa. Sin
embargo, estos cambios no significan un indicador preciso de biodegradabilidad. Por lo que
se requiere de otras técnicas complementarias para evaluar biodegradacion o deterioro de los
polimeros (Rosario y Dell, 2010).

a. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica que puede aplicarse para
evaluar biodegradacion de polietileno. Esta permite observar la morfologia del polimero
superficialmente, de tal manera que se pueden identificar modificaciones y cambios en la
superficie de las muestras, adherencia de microorganismos o formacion de colonias
bacterianas o biofilm (Shah et al., 2008).

Este método utiliza un haz de electrones de alta energia a través de un dispositivo
(filamento) para interactuar con la superficie de las muestras sélidas y generar una sefial que
se deriva en una imagen, la cual revela informacion como forma, tamafio de particulas,
textura de la muestra (Ratner, 2013).

b. Espectroscopia infrarroja transformada de fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR), es un método que
permite el analisis cualitativo y cuantitativo de compuestos orgéanicos ya que proporciona
informacidn especifica acerca de la estructura molecular y enlaces quimicos (Gerwert,K. y
Kotting, C., 2010). Este método se basa en la interaccién de las moléculas organicas y la
cantidad de radiacion infrarroja que estas pueden absorber de acuerdo a su estructura
molecular, por lo que permite encontrar diferencias en la estructura quimica de la muestra al
observar cambios en el espectro emitido (Shah et al., 2008; Magda, 2008).

c. Analisis de propiedades mecanicas de polimeros
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Para el analisis de propiedades mecéanicas de los polimeros, las pruebas de técnica de
traccion o tensidn son las mas comunes para determinar deformacion, resistencia a cedencia,
a roturas, y a rasgado (Mancilla, 2013). Es decir que se mide la fuerza requerida para romper
la muestra del plastico y la extension de la muestra hasta llegar a un punto de ruptura

(Groover, 1997).

En el presente estudio se realiza la evaluacion de biodegradabilidad de polietileno de
baja densidad nuevo y usado por dos afios para cubiertas de invernaderos luego de someterse

a un proceso de compostaje de residuos forestales en condiciones reales.
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JUSTIFICACION

La gestion de residuos sélidos y plésticos en el pais ya se ha iniciado. Sin embargo,
los planes de manejo ambiental en muchas empresas, incluyendo el sector agricola y forestal,
aun son incipientes. En este sector, la gestion ambiental se centra en el tratamiento de los
residuos vegetales para reincorporarlos en el suelo como abono, mientras que los desechos
plasticos (cubiertas de invernaderos, recipientes, fundas, etc.) en ocasiones son enterrados en
fosas de las plantaciones, desechados en vertederos o quemados, convirtiéndose en un tema
de discusion debido a que se van en contra de la Legislacion ecuatoriana, ademas de que estas
précticas convencionales para eliminar los desechos plasticos son perjudiciales para el medio
ambiente (Cordero, 2010).

Por otra parte, debido a que la industria del plastico constituye uno de los principales sectores
en el pais y el uso del plastico en los distintos sectores tiene un crecimiento acelerado.
Ecuador deberia tomar medidas para el manejo de los residuos plasticos y de esta manera
reducir contaminacion ambiental. Considerando que el compostaje es un sistema que
promueve la biodegradacion de materia organica, el presente estudio aprovecha las
condiciones reales de un sistema de compostaje de residuos floricolas para evaluar el nivel de
biodegradacion de los plasticos. De esta manera se busca una adecuada gestion de los
desechos plésticos y a su vez se pretende encontrar microorganismos potenciales que

promuevan la biodegradacion de dichos polimeros.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas de degradacion durante el
compostaje de residuos de rosas con LDPE agroindustrial.

3.2. Objetivos especificos

e Realizar andlisis fisico-quimicos y bioldgicos del compost durante el periodo de
estudio.

e Determinar y comparar el grado de degradacion de LDPE nuevo y usado mediante
diferentes métodos (pérdida de peso, microscopia electrénica de barrido, andlisis de
tensidn y espectroscopia FTIR).

e Identificar a nivel morfolégico microorganismos que se encuentren adheridos en las

muestras de plastico al final de los periodos de analisis mediante cultivos.

AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se llevd a cabo en la empresa Agroplantas Cia Ltda. ubicada a
2600 s.n.m, en la parroquia de Pifo, Sector Itulcachi de la provincia de Pichincha (Via Pifo-
Sangolqui). Agroplantas Cia Ltda.,, se dedica principalmente a la seleccion, cultivo,
comercializacion y exportacion de variedades de rosas, y trabaja en conjunto con Rosen

Tantau de Alemania, siendo su representante en Ecuador (Capelo, 2013).

Agroplantas Cia Ltda. cuenta con alrededor de 18 hectareas de cultivo que en su
mayoria corresponde a rosas. Sin embargo, dispone al mercado una variedad de productos a
parte de las rosas como son yemas, tallos, patrones, miniplantas. Debido a que la empresa

ofrece altos estandares de calidad en sus productos, las rosas son seleccionadas y aquellas que
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no cumplan con los requisitos establecidos, son desechadas. Los residuos de flores de
Agroplantas Cia. Ltda. se manejan mediante el compostaje para reincorporar el abono
obtenido a sus propios cultivos. Mientras que los residuos plasticos de cubiertas de

invernadero se generan anualmente ya que son reemplazados al cabo de este periodo.

MATERIALES

5.1. Caracterizacion fisico-quimica y biologica del compost
5.1.1. Medicién de temperatura

e termoOmetro digital con conexidn a termocupla tipo K (40 cm de longitud).

5.1.2. Medicién de pH
e 20 g de muestra de compost
e balanza analitica
e agua destilada
e frascos de vidrio, vaso de precipitacion
e colador
e maquina de agitacion (Shaker Orbit 3525)

e potenciometro

5.1.3. Porcentaje de humedad, sélidos totales, sélidos totales organicos.

e 5 gramos de muestra de compost

e Dbalanza analitica (RadwagAS 220-R2)
e crisoles

e estufa (Fanem 315 SE)

e mufla (Thermolyne 1400 Fumace)

e desecador



5.1.4.

Determinacion de nitrégeno total

0,5 g de muestra seca de compost

balanza analitica (Sartorius M-Power)

papel filtro

equipo de digestion Kjeldahl (VELP SCIENTIFICA, DK6 Heating Digester)
pastillas catalizadores y antiespumantes

acido sulfurico

acido clorhidrico [0,2 N]

acido borico

Erlenmeyer (25ml)

pipeta volumétrica

indicador de Tasio

equipo de destilacion por arrastre de vapor (VELP SCIENTIFICA, UDK139)

hidroxido de sodio al 35%

. Analisis microbiol6gico de compost.

25 gramos de muestra de compost, balanza analitica
tubos de ensayo, frasco de vidrio.

solucidn salina esteril.

vortex

micropipeta, puntas estériles.

varilla triangular de vidrio

medio Agar nutriente

medio PDA

24
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5.2. Evaluacién de biodegradabilidad de polietileno de baja densidad
5.2.1. Analisis FTIR de polietileno baja densidad

e hipoclorito de sodio al 5%

e SDS1%

e agua destilada

e desecador

e balanza analitica de cinco digitos (modelo Ohaus)

e espectro FTIR (Cary 630 de Agilent Technologies)

5.2.2. Andlisis de propiedades mecanicas
e maquina para pruebas de tension y elongacion (Lloyd Instruments LFPlus 1kN single
column tester)
e muestras de LDPE

5.2.3. Anadlisis SEM

e SDS1%

e formaldehido 3.7%

e PBS

o refrigerador

e agua destilada

e etanol (50%, 70%, 95%, 100%),
e campana de vacio.

e microscopio Electrénico de barrido (JEON JSM-1T300)

5.2.4. Cultivos de polietileno

e muestras de polietileno (1x1 cm)

e medios de cultivo (Agar Nutriente, PDA, Sabouraud)



pinzas, palillos estériles

asa para estriado

azul de metileno

colorantes para tincion Gram (cristal violeta, lugol, safranina, alcohol cetona)
portaobjetos y cubreobjetos

microscopio (Olympus CX22)

26
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METODOLOGIA

6.1 Disefio Experimental

En el estudio se determind el grado de biodegradabilidad de muestras de LDPE nuevo y
LDPE usado para cubrimientos de invernadero bajo las condiciones de compostaje que se
llevan a cabo en Agroplantas Cia. Ltda, ubicada en la provincia de Pichincha (Via Pifo-
Sangolqui). Se trabajo con un total de 50 muestras de polimero sintético LDPE; 24 muestras
corresponden a LDPE nuevo y 24 muestras a LDPE usado. Estas fueron colocadas en el
compost durante un periodo total de 124 dias. Adicionalmente se trabajo con una muestra de
LDPE nuevo y una de LDPE usado para someterlas a tratamiento térmico simulando el

periodo de compostaje.

6.2 Obtencion de polietileno

Las muestras de polietileno de baja densidad (LDPE) usadas por dos afios fueron
recolectadas en la planta industrial AndesSpirulina C.A., una empresa que se dedica al cultivo
de algas y se encuentra en la sierra ecuatoriana a 2800 m.s.n.m. en la parroquia de Pintag. El
plastico proporcionado pertenece al tipo AGROLENE TRANSPARENTE AT, de la empresa
Plastilene S.A. Las muestras nuevas de LPDE (Infralene Transparente Rosa Roja) fueron

donadas por la empresa Plastilene S.A.

6.3 Preparacion de las muestras

Previo a la realizacion de los ensayos, las muestras de LDPE nuevo y LDPE usado
fueron recortadas a un tamafio estandar (21 cm x 14,7 cm) obteniéndose 25 pedazos de cada
LDPE. Cada muestra fue lavada con hipoclorito de sodio 5%, luego con SDS 1% , y por
altimo 3 veces con agua destilada (15 minutos cada lavado). Finalmente, una vez lavadas y
secadas las muestras en un desecador, se pesaron en una balanza analitica de cinco digitos y a

cada muestra se le asign6 un nimero para su posterior diferenciacion.
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6.4 Preparacion de pila de compost

Los residuos de material vegetal en la floricola Agroplantas Cia. Ltda., se manejan a
través de compostaje en cajones de 240 cm de largo, 140 cm de ancho y 110 cm de alto. Por
lo que para el presente estudio se siguio el mismo disefio y tamafio de cajon. Se trituraron los
residuos de flores y se ubicaron en el cajon hasta alcanzar una altura de 73 cm. A esta altura,
se colocaron aleatoriamente las muestras de LDPE (nuevas y usadas) con una distancia
promedio entre muestras de 20 cm. Se rellend el cajon nuevamente con aproximadamente 10
cm de residuos vegetales, y se colocaron aleatoriamente las muestras restantes de LDPE.

Finalmente, la pila de compost fue completada con material vegetal de flores.

6.5 Monitoreo de compostaje
6.5.1 Medicidn de temperatura

Se realizaron mediciones de temperatura en cuatro puntos distintos de la pila de
compost durante 4 meses. EI primer mes se realizaron mediciones cada semana y a partir del
segundo mes, se realizaron mediciones mensuales. Para la determinacion de la temperatura se
utiliz6 un termometro digital con conexion a una termocupla tipo K de alrededor de 40 cm de

longitud.

6.5.2 Tomay preparacion de muestras de compost

Cada semana se tomaron muestras aleatoriamente de la pila de compost en estudio
para un total de 5 muestras. Se trat6 de tomar las muestras a unos 20 cm de profundidad, y se
colocaron en fundas herméticas (26,8 cm x 27,3 cm) para ser transportadas al laboratorio
donde se realizaron andlisis de pH, solidos totales, materia organica, humedad y nitrégeno
total. En el laboratorio se homogeneizaron las 5 submuestras de compost en una sola funda

hermética para proceder con la caracterizacion del compost.
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6.5.3 Determinacion de pH

Se pesaron 20 g de muestra y se colocaron en un frasco con 100 ml de agua destilada,
teniendo una relacién muestra-agua de 1/5. Se mezcld la muestra con agitacion mecanica
constante durante 30 minutos, luego se filtré con un cernidor para proceder con la lectura del

pH (Soliva et al., 2002).

6.5.4 Andlisis de solidos totales y determinacion de humedad

Los andlisis se realizaron por triplicado siguiendo la metodologia propuesta a
continuacién (Huang y Almeida, 2015): Se pesaron los crisoles estériles vacios, se pesaron 5
g de la muestra y se colocaron en el crisol. Se secaron las muestras a una temperatura de 105
°C en una estufa durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se retiraron los crisoles y fueron
colocados en un desecador para enfriarlos y posteriormente pesarlos. Para calcular los sélidos

totales se aplico la siguiente ecuacion (1):

TS = T27™0) 100 [9%)] (1)

mi—my

Donde mg es el peso del crisol vacio, my es el peso del crisol con la muestra, y m, es el peso

del crisol con la muestra seca.

Para determinar el porcentaje de humedad de la muestra se aplico la ecuacion (2)

Humedad = 272 4 100 [%] (2)

mi—mo

6.5.5 Materia organica

Para el analisis de materia organica se siguidé el procedimiento mencionado a
continuacion (Huang y Almeida, 2015). Los crisoles con las muestras secas previamente
fueron calcinados en una mufla de 6 a 8 horas a una temperatura de 550 °C. Los crisoles

fueron retirados y colocados en el desecador para enfriarlos y luego pesarlos. Para calcular
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los sélidos totales organicos, que hacen referencia al contenido de materia organica que

queda presente en la muestra, se aplicé la ecuacion (3):

Mo = T2 4 100 [%] 3)

ma—mg

Donde mj es el peso del crisol con la muestra calcinada.

6.5.6 Determinacion de contenido de carbono organico

Para determinar el porcentaje de carbono organico presente en la materia organica de
la muestra, se aplico la ecuacién (4) (Sharma y Yadav, 2017). La utilizacion del factor de
conversion para transformar materia organica a carbono organico total se basa en que la
materia organica contiene alrededor del 54% al 58% de carbono organico (Iglesias, E. y

Pérez, V., 1992).

%C = 20 (4)

6.5.7 Determinacion de nitrégeno total

El contenido de nitrogeno se realizo por triplicado utilizando el método Kjeldahl. Para
la digestion se pesaron alrededor de 0,5 g de la muestra en papel filtro y se colocaron en los
tubos de digestion Kjeldahl. Se afiadieron 12 ml de &cido sulfurico concentrado, una pastilla
catalizadora y 2 pastillas antiespumantes a cada tubo de digestién. Las muestras fueron
digeridas en un digestor a una temperatura de 420 °C durante 1,5 horas aproximadamente
hasta que la muestra se haya digerido completamente tomando un aspecto cristalino, con
cierta tonalidad verdeazulada. Se dejo enfriar para la destilacion. Para la destilacion se
colocaron 25 ml de acido bérico medidos con una pipeta en Erlenmeyer. Simultaneamente se
colocé en un aparato de destilacion por arrastre de vapor, un tubo con la solucion digerida, y
el frasco con &cido bdrico. Se procedio a destilar dosificando 50 ml de agua y 50 ml de

NaOH al 35%. Finalmente se titulé con acido clorhidrico 0,2 N utilizando el indicador Tasio.
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6.5.8 Analisis microbiologico de compost: recuento de hongos y bacterias

Se prepar0 una solucion madre de 25 gramos de muestra de compost pesadas en una
balanza analitica, y se agregaron a un frasco con 225 ml de solucion salina estéril. Se
mantuvo en agitacion durante 20 minutos. A partir de la primera dilucion, se realizd
diluciones seriadas, transfiriendo 1 ml de muestra a otro tubo con 9 ml de solucion salina
estéril, sequidamente se agito en vortex. Se realizo el mismo procedimiento hasta llegar a la
dilucién 10°. Posteriormente, se tomé 0,1 ml de cada dilucién con ayuda de una micropipeta
para sembrar por triplicado en medios de cultivo Agar Papa Dextrosa con rosa de bengala y
gentamicina, y Agar nutriente previamente preparados. Se dejaron en incubacion durante 24
horas a 30 °C para mesofilos y 50 °C para termofilos, en Agar Nutriente y hasta una semana
para PDA. Una vez crecidas las colonias se realizo el recuento por método directo. Se tomd
en cuenta valores entre 30 y 300 colonias para bacterias, y para hongos entre 10-150.
Finalmente se calcul6 el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) de hongos y

bacterias tomando en cuenta la dilucién mas alta (adaptado de Gebeyehu y Kibret, 2013).

6.6 Evaluacion de degradabilidad de las muestras de polietileno
6.6.1 Analisis fisico-quimicos para determinar degradabilidad de LDPE

Se realizd6 un monitoreo de evaluacion de la degradabilidad de las muestras de
polietileno cada 31 dias. Para ello se tomaron aleatoriamente del compost 6 muestras de
LDPE nuevo y 6 muestras de LDPE usado. De estas, 3 muestras de cada tipo de LDPE fueron
lavadas con hipoclorito de sodio 5%, luego con SDS 1%, y por ultimo 3 veces con agua
destilada (15 minutos por cada lavado). Las muestras fueron secadas en un desecador y
Ilevadas al Laboratorio de Ingenieria Quimica para analisis de pérdida de pesoy FTIR; y a la

industria Plastilene S.A para analisis de propiedades mecanicas.
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Para cambios en peso se utiliz6 una balanza analitica de cinco digitos. El porcentaje
de pérdida de peso se determind aplicando la ecuacion (5) propuesta por (Gajendiran et al.,

2016).

% Pérdida peso = peso inicial—peso final +100 (5)

peso inicial

El analisis de FTIR fue realizado para determinar cambios estructurales en las
muestras de LDPE debido a los tratamientos aplicados. Se utilizé el equipo Cary 630 de

Agilent Technologies.

Las pruebas mecénicas de tension se realizaron para establecer cambios en el
porcentaje de elongacion de LDPE en direccion axial y en direccion transversal antes de la
ruptura respecto a sus propiedades iniciales. La determinacién de elongacién antes de la

ruptura se realiz6 por triplicado mediante el método ASTM D-882-83.

Para los analisis de SEM se obtuvieron submuestras de los 3 restantes por cada tipo LDPE
(0,5 x 0,5 cm). Las muestras fueron lavadas con SDS 1% por 10 minutos para eliminar
impurezas, luego se fijaron formaldehido 3.7% en PBS durante 1 hora 30 minutos a 4°C.
Luego se lavaron con agua destilada, seguido de PBS, y deshidratacion con etanol en
gradiente durante 15 minutos cada uno (50%, 70%, 95%, 100%), finalmente las muestras
fueron secadas en una campana de vacio (modificado de Bonhome, 2003; Das y Kumar,

2015).

6.7 Cultivos de LDPE para identificacion de microorganismos

Para realizar los cultivos se realizd un lavado superficial a muestras de 1x1 cm de cada
tipo de LDPE, y luego fueron cultivados en medio Agar Nutriente, PDA, y Sabouraud. Se
aislaron e identificaron morfolégicamente los microorganismos que crecieron de las

muestras. Para identificacién de bacterias se realiz6 tincién Gram. Para identificar los
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hongos, se tom6 muestras de micelio y conidios con una cinta adhesiva y se coloc6 en un
portaobjetos con una gota de azul de metileno para tefir las estructuras. Hongos y bacterias

fueron visualizados en microscopio a 40X y 100X para la identificacion morfoldgica.

RESULTADOS

7.1 Caracterizacion fisico-quimica y bioldgica del compost
7.1.1 Temperaturay pH

La temperatura y el pH son indicadores del ambiente microbiano y estabilizacién del
compostaje (Fig. 2). En este estudio, la fase mesofila empezé con 21,53+1,36°Cy un pH de
5,30. La fase termofila registr6 un pH de 7,20 y a los 12 dias alcanzd una temperatura
méaxima de 56,50+1,55°C. La fase de enfriamiento alcanzd una temperatura de 34,63+7,78°C,
y un pH de 8,00. Finalmente, a los 60 dias el compost alcanzé la fase de maduracién con un
pH de 8,24 y una temperatura de 19,55+2,16°C. Cabe mencionar que se registro
heterogeneidad en los valores individuales de temperatura en la pila de compost, lo cual se

evidencia en las barras de error presentadas (Anexo 1).
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Fig. 2 Medicion de temperatura y pH de compost durante 124 dias de compostaje.
7.1.2 Contenido de humedad, sélidos totales, materia organica y carbono orgéanico.

En el sistema de compostaje evaluado, el contenido inicial de humedad fue de
67,07+0,82 %, y disminuyo periédicamente hasta llegar a un valor de 16,21+0,53% a los 124

dias de compostaje. En los solidos totales, se observa un incremento de 32,93+0,82% hasta
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83,79 %0,53%. El contenido de materia organica disminuye durante el composteo de
91,19+0,66% a 88,03+£0,58% debido a su descomposicion y mineralizacion. El contenido de
carbono organico disminuye ligeramente de 50,66+0,37 % a 48,90+0,32 % (Fig. 3). Sin
embargo, la reduccion del contenido de materia orgénica y de carbono organico, no

representan una diferencia significativa.
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Fig. 3 Contenido de humedad, sélidos totales (TS), materia organica (MO) y carbono
organico (C) durante 124 dias de compostaje.

7.1.3 Contenido de nitrogeno total y relacién C/N

El contenido inicial de nitrgeno total en la pila de compost fue en promedio de
1,19+0,10%, y aumentd hasta 2,93 +0,07 % luego de 124 dias de compostaje (Fig. 4). La
relacion C/N durante el compostaje disminuy6 gradualmente hasta los 60 dias, después del

cual aument6 progresivamente a una relacion C/N igual a 14 (Fig. 4).
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Fig. 4 Contenido de nitrégeno total (en base seca) y relacién C/N durante 124 dias de
compostaje.
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7.1.4 Caracterizacién microbiana del compost

La poblacion microbiana presente en el compost fue determinada por recuento directo de
Unidades Formadoras de Colonias por gramo de compost (UFC/g). En la Fig. 5 se observa la
evolucion de la poblacion microbiana; se encontrd que la poblacion de bacterias estuvo en
mayor proporcion respecto a la poblacion fungica durante el periodo de compostaje. Al inicio
del compost, se encontré que la poblacién bacteriana y fingica fue de 10” UFC/g compost; en
14 dias, correspondiente a la fase termdéfila, las bacterias aumentaron a 10'° UFC/g compost y
los hongos a 10® UFC/g compost. Posterior a la etapa terméfila se observé variacion en el
nimero de UFC/g para bacterias y hongos, sin embargo se mantuvieron en un rango de 10° a
10®. Cabe mencionar que las bacterias que se reportan en la Fig. 5 corresponden a aquellas
que crecieron a 50°Ca 55 °C. Ademas, no se encontraron hongos UFC/g compost cultivados a
50°C. Sin embargo, durante todo el periodo de compostaje existio poblacion de hongos

mesofilos.
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Fig. 5 Evolucion de la poblacion bacteriana y fungica del compost durante 124 dias.

7.2 Evaluacion de degradacion de polietileno de baja densidad
7.2.1 Evaluacion fisico-quimica de LDPE

La evaluacion fisico-quimica de la degradacion del LDPE se realizd6 mediante tres

metodologias: medicién de cambios fisicos por pérdida de peso, composicién quimica por
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analisis de FTIR y propiedades mecanicas por ensayos de tension (direccion axial y
transversal). Se determiné el promedio del porcentaje en pérdida de peso para las muestras de
LDPE nuevo y usado retiradas para un mismo mes. En LDPE nuevo se registré mayor
pérdida de peso (0,639%) después de 31 dias de compostaje (Fig. 6). Mientras que, en el
LDPE usado la maxima pérdida de 1,92% se encontrd luego de 91 dias en compostaje. Los

valores negativos indican aumento de peso (Fig. 6).
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Fig. 6 Pérdida de peso (%) de LDPE NUEVO (izquierda) y LDPE USADO (derecha)
compostado durante 30, 61, 91y 124 dias.

Para caracterizar la composicion quimica de las muestras, se realizd andlisis de FTIR a
los pléasticos luego de ser sometidas al compostaje o tratamiento térmico. La Fig. 7 muestra la
diferencia en los espectros de LDPE nuevo y usado. EI polimero nuevo sin tratamientos
presenta picos a 730 cm™, 864 cm™, 1467 cm™, 2850 cm™ y 2917 cm™ correspondientes a
vibraciones de las cadenas CH,. El pico a 1548 cm™ podria corresponder a grupos metilos
CH, o a grupos aminos provenientes de los aditivos estabilizantes y absorbedores de luz UV.

Se observé formacién de un pico a 1615 cm™ para LDPE nuevo con tratamiento térmico
(Fig. 7).

En las muestras nuevas compostadas se observé desaparicion de picos a 864 cm™ y 1548
cm™ conforme avanza la exposicién de LDPE nuevo a compostaje durante 30, 61, 91 y 124

dias (Fig. 8) comparado con LDPE nuevo con tratamiento térmico y sin tratamientos.
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Ademas, se formé un pico leve a 1615 cm™ en las muestras nuevas compostadas por 61 dias

(Fig. 8; 61d).

En el espectro original del LDPE usado ya no se observan picos asociados a grupos CH; a
864 cm™, ni el pico a 1548 cm™ que puede ser vibracion de grupos amino correspondientes a
los aditivos o bien de grupos CH,, vy se observa formacién de un pico leve a 1735 cm™
correspondiente a enlaces C=0 (Fig. 9). En el LDPE usado compostado se observé cambios
s6lo para una muestra (Fig. 9; 91d) donde se formé un pico entre 3000 y 3500 cm™ y mayor
intensidad a 100 y 1150 cm™. Esta muestra corresponde a aquella que presenté un mayor
porcentaje en pérdida de peso (Anexo 3). Para las demas muestras compostadas de LDPE

usado no se observaron cambios en el espectro de FTIR.
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Fig. 7 Analisis FTIR de LDPE NUEVO y USADO, con y sin tratamientos térmicos.

Fig. 8 Andlisis FTIR para muestras de LDPE NUEVO sin tratamientos, con tratamiento
térmico, y muestras sometidas a compostaje durante 30 dias (30 d), 61 dias (61 d), 91 dias

(91d) y 124 dias (124 d).
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Fig. 9 Analisis FTIR para muestras de LDPE USADO sin tratamientos, con tratamiento
térmico, y muestras sometidas a compostaje durante 30 dias (30 d), 61 dias (61 d), 91 dias

(91d) y 124 dias (124 d).

Las propiedades mecéanicas de las muestras de cada tipo de LDPE se realizaron por
triplicado para la direccion de maquina (AD) y para la direccion transversal (TD). No hubo

cambios en propiedades mecanicas de LDPE nuevo (Fig. 10). Sin embargo, se determind
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degradacion en algunas de las muestras LDPE usado, obteniéndose méas del 50% en pérdida
de propiedades mecénicas respecto a la elongacién a rotura inicial (Fig. 11); en otras
muestras de LDPE usado no se observd deterioro. Debido a esta variabilidad en el porcentaje

de elongacidn antes de la rotura en LDPE usado, se observa que las barras de error estandar

son grandes.
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Fig. 10 Porcentaje de elongacion antes de la ruptura de LDPE NUEVO en direccion de axial
(AD) vy direccion transversal (TD). Pruebas realizadas a muestras sin tratamientos; con

tratamiento térmico durante 124 dias (Trat. térmico); compostadas durante 30 dias (30) y 124
dias (124).
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Fig. 11 Porcentaje de elongacién antes de la ruptura de LDPE USADO en direccion de axial
(AD) y direccion transversal (TD). Pruebas realizadas a muestras sin tratamientos 0; con
tratamiento térmico durante 124 dias (Trat. térmico); compostadas durante 30 dias (30) y 124
dias (124). Las lineas entrecortadas representan los valores de elongacion a la rotura,
obtenidos de la ficha técnica del material. La linea de color azul corresponde a direccién
axial; linea azul a direccion transversal.
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7.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El LDPE nuevo sin tratamientos presenta una morfologia de superficie lisa a pesar de
las impurezas observadas (Fig. 12; izquierda). EI LDPE usado sin tratamiento de compostaje
muestra deterioro en su morfologia al observarse hoyos, ruptura de la superficie del plastico
(Fig. 12; derecha). Asi mismo, en la Fig. 13 se observan agujeros, grietas, rasgados y erosion
en muestras de LDPE usado compostado durante 61 y 91 dias. Se observa material organico

adherido en la superficie de LDPE usado compostado por 4 meses (124 dias) (Fig. 13; F).

Fig. 12 Microscopia electronica de barrido de LDPE nuevo sin tratamientos a 50 pm
(izquierda) y LDPE usado por dos afios para cubrimiento de invernadero, sin tratamientos a
50 pm (derecha).
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Fig. 13 Microscopia electronica de barrido de LDPE usado compostado durante 61 (A'y B),
91(CyD)y 124 dias (EyF)
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7.2.3 Cultivos e identificacion morfologica de microorganismos potenciales
degradadores de LDPE

Luego de sembrar las muestras de LDPE nuevos y usados por dos afios en PDA, Agar
Nutriente y Sabouraud a 27°C, se identificé a nivel morfoldgico el crecimiento de Aspergillus

sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., y bacilos Gram negativos (Tabla 1).
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Tabla 1 Cultivos de LDPE e identificacién morfoldgica de microorganismos potenciales de biodegradacion.

Género Cepas |Vista frontal Vista posterior Microscopia Bibliografia
identificado

Penicillium
sp.
2
Aspergillus
sp. 1
2

Cladosporium 1
sp.

Bacterias
Gram 1
negativas
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DISCUSION

8.1 Caracterizacion fisico-quimica y bioldgica del compost.
8.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Las caracteristicas fisicoquimicas del compost pueden ser analizadas conjuntamente
en base a los pardmetros previamente descritos. La temperatura es uno de los
indicadores de la tasa de degradacion de la materia organica y del tipo de biomasa
microbiana (Ascdzubi, 2011). En este estudio, la fase mesofila comenz6 con
21,53+1,36 °C y a los 8 dias de compostaje se registrd la fase termdfila, con una
duracion de 14 dias, alcanzando una temperatura maxima de 56,50 £1,55 °C (Fig. 2),
valores que difieren con estudios de composteo de residuos forestales (Sharma et al.,
2017). El calor generado es el resultado de la actividad metabdlica de compuestos
labiles y ricos en carbono (Eldor, 2007). La heterogeneidad en los valores individuales
de temperatura en la pila de compost (Anexo 1) posiblemente fue por una aireacion
continua, factor que aceler6 el proceso de enfriamiento; el mantenimiento de la
temperatura depende principalmente de la cantidad de calor producida por la actividad
metabolica de los microorganismos y la pérdida a través de aireacion. Otros factores que
influyen sobre la temperatura son: la composicion de los residuos, disefio del sistema de
compost, humedad (Trautmann et al., 1996; Pérez et al., 2011). Ademas se considera
que la termocupla utilizada no fue lo suficientemente larga como para alcanzar la

profundidad adecuada y obtener una medicion més precisa.

Por otra parte, el pH es un indicador del proceso y maduracién del compost. El
valor inicial obtenido de pH de 5.3 (Fig. 2) concuerda con otros estudios relacionados,
donde se menciona que el pH inicial del proceso de compostaje depende del material de

partida (Ascazubi, 2011). En este estudio, el pH neutro se obtuvo después de 8 dias,
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debido a la formacion de &cido carbonico, carbonatos, bicarbonatos, compuestos que
tienden a neutralizar el pH del compost. Ademas de la liberacion de amoniaco y amonio

por la descomposicion de proteinas (Sundberg, 2005).

La humedad es un factor fundamental en el proceso de compostaje ya que
promueve la actividad y supervivencia microbiana. Esta relacionada con la temperatura,
la tasa de descomposicion de la materia organica y el contenido de oxigeno presente
(Diaz, 2002). La cantidad de agua presente en la pila de compost facilita el transporte de
nutrientes y sustancias que seran utilizadas por los microorganismos (Mendoza, 2012).
El contenido inicial de humedad obtenido durante el proceso de compost fue de 67,07%
(Fig. 3), valor que se encuentra sobre el rango éptimo sugerido entre 40% y 60%
(Roman y Martinez, 2013). A diferencia de Mendoza (2012) que menciona que entre
40% y 70% de humedad son rangos tolerables. Adicionalmente, se obtuvieron valores
de humedad dentro del rango recomendado, exceptuando por el contenido final de
humedad registrado igual a 16,21%, valor que indica baja actividad metabdlica y

maduracion del compost (Roman y Martinez, 2013).

Los cambios en el contenido de carbono indican la mineralizacion de la materia
organica y el proceso de maduracion del compost (Yadav et al., 2013). La
descomposicion de la materia organica presente se lleva a cabo en el inicio de la fase
termofilica del compostaje; su contenido final dependera del tipo de material de partida,
asi como de su tasa de descomposicion y transformacion (Navarrén, 2016). En este
estudio, la reduccion en el contenido de materia organica y de carbono organico total no
fue significativo (Fig. 3) probablemente, al igual que en otros estudios, debido a que no
se agregaron indculos como gallinaza o estiércol de vaca, y el aumento de temperaturas

al inicio del proceso de la fase termofilica fue limitado (Sharma, et al., 2017; Navarron,
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2016). Por otra parte la tasa del proceso de compostaje es inversamente proporcional a

la cantidad de celulosa presente en el compost (Shouche, Pandey y Bathi, 2011).

La relacion C/N es otro factor que se relaciona con la madurez y estabilidad del
compost. Esta relacion debe disminuir durante el composteo (Yadav et al., 2013). En
esta investigacion, la relacion C/N inicial fue de 42; valor que no concuerda con otros
estudios similares, donde se reportan valores iniciales de 25 a 30. Sin embargo, cabe
mencionar que esto pudo deberse al material de partida que fueron exclusivamente
diferentes tipos de rosas, incluyendo tallos. La baja tasa de degradacion de la materia
organica también hace que incremente la relacion C/N (Yadav, 2013; Sharma et al.,
2017). Por otra parte, se observé un aumento en el contenido de nitrogeno durante el
composteo de 1,17% a 2,93% debido a la mineralizacion de la materia organica

(Sharmay Yadav 2017).

8.1.2 Recuento de bacterias y hongos en el compost

Las condiciones ambientales del compost influyen sobre la comunidad
microbiana del compost. Sin embargo, esta comunidad cumple un rol fundamental en el
compostaje al promover la descomposicién de la materia organica (Bathia et al., 2015).
De acuerdo con la literatura, el rango de unidades formadoras de colonias bacterianas en
el compost varia entre 10" a 10° UFC/g (Bathia et al., 2015). En este estudio, la
poblacién bacteriana presente en el compostaje de flores fue de 10” a 10'° en 14 dfas de
compostaje. Luego de la fase terméfila el nimero se redujo a un rango de 10% a 10’
UFC/g de compost, manteniéndose en este valor; resultados similares se obtuvieron en
el estudio de Hassen, et al., 2002. Por otra parte, en este estudio no se encontraron
hongos termdfilos, sin embargo la poblacion de hongos meséfilos se mantuvo durante
todo el proceso de compostaje en un rango de 10° a 10°® UFC/g de compost. Estos

resultados a pesar de que difieren con la literatura se pueden justificar debido a que en
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este caso se trabajo exclusivamente con residuos floricolas, que incluyen distintas
variedades de rosas, tallos, hojas lo cual puede influir en la comunidad microbiana. No

existen estudios suficientes sobre la comunidad presente en este tipo de compostaje.

8.2 Evaluacién de biodegradabilidad de polietileno de baja densidad.
8.2.1 Pérdida de peso

Uno de los métodos mas sencillos para determinar degradabilidad en los
polimeros como LDPE es cuantificar la diferencia en pérdida de peso. Pues en caso de
registrar variacion se puede inferir que los microorganismos utilizan el polimero
sintético como fuente de energia causando un cambio en la integridad del material y

pérdida de peso (Shah et al., 2008).

Para el LDPE usado se obtuvo 1,92% en pérdida de peso durante 91 dias de exposicion
al compostaje. Cabe mencionar que solamente una muestra de las 3 correspondientes a
este mes, presentd un porcentaje en pérdida de peso de 5,46% y las otras dos
presentaron 0,042% y 0,259% . A los 124 dias se registré un porcentaje promedio de
0,028% entre las muestras. Por otro lado, los valores negativos (Anexo 3) significan que
las muestras ganaron peso, esto puede explicarse por las siguientes razones: los
microorganismos se adhirieron y se acumularon formando biofilm en el plastico, o
hubieron problemas con la limpieza de las muestras (Das, M. y Kumar, S., 2015)
quedando residuos e impurezas adheridos al plastico. Por tanto, este método no es una

evidencia directa de degradacion y se requieren mas analisis (Shah et al., 2008).

8.2.2 Analisis FTIR

El andlisis de la estructura quimica del LDPE es importante para identificar
cambios estructurales que pueden darse como resultado de la degradacién del plastico

(Gajendiran, A. et al., 2016). Para las muestras nuevas compostadas durante 30 dias se



47

observé una reduccién de los picos en 864 cm™y 1548 cm-1 . En el estudio de Awasthi
et al. (2017) se reportd la reduccion de picos a 1472 y 719 cm™ después de haber
sometido muestras a tratamiento con hongos. Mientras que en el estudio de Cristofoli et
al. (2012), se report6 la reduccién de un pico a 1534 cm™ correspondiente a grupos
aminos de los aditivos estabilizadores de luz de amina luego de exponerse a radiacion
UV. Adicionalmente debe considerarse la interaccion de los agroquimicos en las
plantaciones de flores sobre los aditivos colocados, ya que por lo general estos
compuestos reducen el tiempo de vida del material acelerando el proceso de
degradacién debido a que contienen compuestos como halégenos y sulfuros (Dilara y

Briassoulis, 2000).

La formacion de un nuevo pico a 1615 cm™ (correspondiente a enlaces -C=C-)
para la muestra de LDPE nueva sometida a tratamiento térmico y para las muestras
nuevas compostadas por 61 dias, se atribuye a la oxidacion del polietileno debido a

procesos térmicos y de biodegradacion (Shah et al., 2008).

La formacion del pico a 1735 cm™ en el LDPE usado por dos afios para cubrimientos de
invernadero, corresponden a vibraciones de enlaces C=0 que pueden ser de grupos
ésteres o carbonilos, estos se forman por la radiacion UV e indican degradacion (Zahra
etal., 2010; Hamzah et al., 2018). La formacion de picos a 3000 y 3500 observadas para
la muestra de LDPE usado y compostado por 91 dias corresponden a vibraciones de
grupos OH de alcoholes, que se pudieron haber formado por procesos de la radiacion

solar o procesos de biodegradacion del pléastico (Adelhafidi et al., 2015).

A pesar de que no se observé cambio alguno en los picos principales del LDPE
tanto nuevo como usado después de ser compostados 0 expuestos a tratamiento térmico
(temperatura similar a la del compost), la formacién y reduccién de picos mencionados

anteriormente pueden indicar cambios estructurales de los aditivos colocados al
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polimero, por ejemplo estabilizadores de luz de amina (1548 cm™). Esto se puede
corroborar con las muestras usadas y compostadas, ya que a excepcion de una muestra,
no se observaron cambios en los espectros FTIR; indicando entonces la protecciéon que

ofrecen los aditivos al polietileno; la estabilidad y durabilidad del plastico.

8.2.3 Propiedades mecanicas

En el presente estudio se midio6 el porcentaje de elongacién antes de la ruptura
como el indicador de degradacion, ya que no todas las propiedades se ven afectadas de
la misma manera. Es el indicador méas apropiado para determinar degradacion ya que el
material deteriorado se vuelve mas quebradizo, y por tanto no puede mantener su
elongacion plastica inicial antes de romperse (Dilara y Briassoulis, 2000). Algunas
muestras de LDPE usado por dos afios para cubiertas de invernadero presentan
degradacion ya que han perdido mas del 50% de las propiedades mecanicas iniciales
(Anexo 6). Este deterioro se atribuye a factores medioambientales como el viento,
variaciones de temperatura, y exposicion a largos periodos de radiacién solar (Kyrikou
y Briassoulis, 2007). La fotooxidacion térmica resultado de la radiacion solar y cambios
de temperatura producen grupos carbonilo, los mismos que desencadenan reacciones de
degradacion de los plasticos (Das y Kumar, 2015). En aquellas muestras utilizadas para
cubrimiento de invernaderos que no se observo deterioro en base a sus propiedades
mecanicas puede explicarse debido a la posicion en la que estas estuvieron colocadas en
la cubierta antes de ser desmontadas, por lo que probablemente las muestras escogidas
corresponden a los laterales de las cubiertas donde los factores medioambientales no

afectan tanto a sus propiedades mecanicas (ver tabla 5).

Por otra parte, en base a los resultados obtenidos de FTIR presentados en el
punto anterior donde se determind la estabilidad del LDPE ya que no se observaron

cambios en los picos principales del LDPE, y a los resultados de las propiedades
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mecénicas de los plasticos utilizados; se puede determinar que la pérdida de propiedades
fisicas, mecénicas y quimicas del LDPE usado se debe a las radiaciones ultravioletas de
la luz solar causando foto degradacion del polimero, este fendmeno afecta a las
propiedades anteriormente mencionadas ya que forma radicales libres en la superficie
del polimero que tienen la capacidad de atacar las estructuras polimeéricas. La foto
degradacién se produce también por la ruptura de los enlaces quimicos, como, C-C, O-
O, H-O en los polimeros debido a que la energia de la luz UV es mayor a la fuerza de
estos enlaces (Nikafshar et al., 2017). Las variaciones de temperaturas del invernadero,
humedad, vientos, anclajes de la estructura que sostiene los plasticos en el invernadero
y la manera en que se lo instald, son factores que pueden acelerar e intensificar el

deterioro y la foto degradacion (Nikafshar et al., 2017; Dehbi et al., 2018).

Adicionalmente, las peliculas de LDPE para cubiertas de invernadero tienen un
tiempo de vida util, ya que después de uno o dos afios de uso dejan de brindar las
propiedades necesarias para los cultivos. Por lo general, al cabo de este periodo el grado
de proteccién de las peliculas disminuye por la migracion de los aditivos, como son los
estabilizadores de luz de amina. Este fendmeno es causado por su interaccién con
factores ambientales como agroquimicos, exposicion prolongada a variaciones de

temperatura, humedad, entre otras condiciones (Murphy, 2001).

8.2.4 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido es una técnica que permite determinar
cambios en la morfologia de superficie del material (Das y Kumar, 2015). En el
presente estudio, se determinaron cambios morfoldgicos en el LDPE usado por dos afios
como ruptura de la superficie, formacion de agujeros y grietas (Fig. 13) que indican el
deterioro del plastico (Corcoran et al., 2009; Kumar Sen y Raut, 2015). Estos cambios

se deben a la exposicion del material a radiacién solar, variaciones de temperaturas, y
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otros factores ambientales que afectan la estructura y propiedades del plastico. En el
estudio de (Nikafshar et al., 2017) se establecié que la exposicion a radiacion UV causa
el cubrimiento de la superficie del polimero con pequefias grietas, tal como se observa

en la Fig. 13, c. obtenida en esta investigacion.

No se observaron cambios morfologicos ni adherencias microbianas para el
LDPE nuevo compostado. La hidrofobicidad del polietileno es un factor que dificulta la
colonizacion y formacién de biofilm (Gilan, Hadar y Sivan, A., 2004). Sin embargo,
factores ambientales como la radiacién solar y variaciones de temperatura, aceleran el
deterioro del polimero y, por tanto facilitan la adhesion y ataque de los
microorganismos (Arutchelvi et al., 2008). En la Fig. 13, C., correspondiente a LDPE
usado y compostado durante 124 dias, se observa la posible formacion de biofilm. Sin
embargo, esta es una conjetura, y, probablemente muy apresurada. Es importante

considerar que puede tratarse de material residual adherido a la muestra.

8.2.5 Cultivos e identificacién morfolégica de microorganismos potenciales
degradadores de LDPE

Los microorganismos encontrados luego de cultivar los plasticos en los distintos
medios de cultivo corresponden en a Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp.
(Tabla 1) y bacterias gram negativas. Estudios anteriores reportan la biodegradacion de
LDPE por hongos de los géneros mencionados, entre las especies: Aspergillus niger, A.
fumigatus, A. oryzae, A. nidulans, A. clavatus, A. japonicus, Penicillium
simplicissimum, P. pinoohilum, P. chrysogenum, Cladosporium cladosporioides
(Gajendiran et al., 2016; Ndahebwa et al., 2018; Ojha et al, 2017; Kumar Sen. S., Raut,
S., 2015). Sin embargo, se requieren de analisis moleculares para determinar la especie
de los microorganismos obtenidos en este estudio. Adicionalmente para comprobar

biodegradacion por los microorganismos identificados se necesitan mas estudios, ya que
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la formacion de biofilm en la superficie no es un parametro que indique biodegradacion
a nivel de metabolismo, pero puede ser el primer indicio de ataque microbiano al

polimero (Shah, et al., 2008).

CONCLUSIONES

Los andlisis fisico-quimicos realizados en este estudio mostraron que las
caracteristicas del compostaje se encontraban dentro del rango establecido. Sin
embargo, se reportaron ciertos factores externos que afectaron las condiciones del
compostaje. La poblacién microbiana presente en el compostaje durante los primeros 14
dias se compuso por bacterias en un rango de 10’ a 10 (UFC/g compost),
posteriormente se redujo a 10" a 10® (UFC/g compost). Mientras que la poblacién de
hongos se mantuvo durante todo el proceso de compostaje en un rango de 10° a 10°

(UFC/g de compost).

Después de haber sometido las muestras LDPE nuevo y usado a compostaje
durante 124 dias se observaron pequefios cambios en pérdida de peso, pero no fueron
significativos; en los andlisis de FTIR se determind la formacion y reduccion de picos
que podrian indicar cambios estructurales en los aditivos presentes en las peliculas de
polietileno. En cuanto a las propiedades mecanicas realizadas a las muestras, se
determind deterioro en LDPE usado por dos afios para cubiertas de invernadero debido
a la pérdida de porcentaje de elongacion antes de la ruptura en mas del 50% respecto a

las propiedades iniciales. Mediante analisis de SEM se determind formacion de grietas,



52

agujeros, erosiones y ruptura de la superficie en el LDPE usado que indican deterioro

del polimero.

Se realizé identificacion morfoldgica de microorganismos potenciales degradadores de
LDPE, mediante el cultivo de muestras. Se identificaron los siguientes: Aspergillus sp.,

Penicillium sp., Cladosporium sp. y bacterias gram negativas.

RECOMENDACIONES

Se recomienda afiadir indculos al compost como gallinaza, estiércol de vaca, y
microorganismos termofilos y degradadores de lignina y celulosa para mejorar las
condiciones del compostaje y aumentar la tasa de degradacion de la materia organica

por accion de los microorganismos.

Se requiere de estudios sobre la ecotoxicidad de los plasticos con aditivos para

invernadero sobre el compostaje.

En un siguiente estudio se recomienda realizar estudios de biodegradacion de
LDPE con los microorganismos identificados en este estudio. Y realizar identificacion

molecular de los microorganismos descritos a nivel de morfologia.

En términos de la gestion de los residuos plasticos de invernadero, es necesario
el cumplimiento de la regulacion de los plasticos desechados luego de su vida dtil. Y
mas alla de su gestion, es fundamental buscar alternativas de economia circular a los
plasticos de invernadero que son desechados anualmente, debido a que la incorporacion

de los plésticos a las pilas de compost no es una solucion viable de tratamiento.
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ANEXQOS
Anexo 1 Medicién de temperatura en pila de compost durante 124 dias.

Dias T1[°C] |T2][°C T3 [°C] T4 [°C] Promedio T[°C] |Desv. Est
1 21,5 20,2 23,4 21 21,53 1,36
8 62,1 44 55,2 55,3 54,15 7,50
9 61,8 57,5 52,1 50,7 55,53 511
12 57,9 56,7 57,1 54,3 56,50 1,55
13 56,3 53,8 47 55 53,03 4,14
14 57,2 55,8 53,4 54,6 55,25 1,63
16 50,9 49,3 54,3 55,9 52,60 3,03
22 47,1 48,4 50,4 46,6 48,13 1,70
30 27 42,2 40,4 28,9 34,63 7,78
61 17,6 21 21,8 17,8 19,55 2,16
91 27,1 22,3 21,7 25,8 24,23 2,63
124 19,8 19,8 19,9 19,4 19,73 0,22

Anexo 2 Porcentaje de pérdida de peso de LDPE nuevo compostado. Muestras retiradas

cada 30 dias
Pérdida
Cddigo | Peso LDPE Peso LDPE Peso (%)
de la nuevo antes nuevo después | Pérdida LDPE
Dias |muestra |de compostar |de compostar Peso (%) | nuevo DE
9 4,88164 4,84715 0,707
14 5,02906 5,00274 0,523
30 16 5,15118 5,1158 0,687| 0,639 |0,101
1 512117 5,08422 0,722
3 5,19478 5,17488 0,383
61 17 5,00275 497411 0,572 0,559 0,170
8 5,09221 5,06253 0,583
18 5,0054 4,97212 0,665
91 20 5,12882 5,10275 0,508 0,585 |0,078
5 4,97425 4,96842 0,117
12 5,02652 4,99463 0,634 0,412 0,266
124 24 4,95225 4,92833 0,483
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Anexo 3 Porcentaje de pérdida de peso de LDPE usado compostado. Muestras retiradas

cada 30 dias
Pérdida
Cddigo  |Peso LDPE Peso LDPE Peso (%0)
de la usado antes de |usado después | Pérdida LDPE
Dias |muestra |compostar de compostar Peso (%) |usado DE
5 6,02228 6,00597 0,271
15 5,82747 6,02789 -3,439
30 18 6,06248 6,06085 0,027| -1,047 |2,075
3 6,12983 6,12758 0,037
4 6,03083 6,04141 -0,175
61 20 5,83719 5,80951 0,474| 0,112 0,331
2 6,08378 6,08125 0,042
13 6,19756 5,85879 5,466
91 24 5,5685 5,5541 0,259| 1,922 |3,071
6 5,7977 5,79157 0,106
21 6,08711 6,0803 0,112
124 23 5,68305 5,67879 0,075| 0,098 |0,020

Anexo 4 Propiedades mecanicas de LDPE nuevo sin tratamientos, nuevo sometido a
tratamiento térmico; LDPE usado por dos afios sin tratamientos y usado con tratamiento
térmico. Se midi6 el % Elongacién antes de la ruptura para direccién axial

direccion transversal (TD).

Muestra LDPE

AD Elongacion

TD Elongacion

(%) (%)

Nuevo sin tratamientos 687 713
Nuevo tratamiento térmico 648 651
Usado sin tratamientos 22 252
Usado tratamiento térmico 22 336

(AD) y
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Anexo 5 Propiedades mecénicas de muestras de LDPE nuevo sin tratamientos, con
tratamiento térmico, compostado durante 30 y 124 dias. Se midi6 el porcentaje de
elongacidn antes de la ruptura para direccion axial (AD) y direccion transversal (TD).

Muestra LDPE Elongacion | Elongacion
Nuevo (%) (AD) (%) (TD)
Sin tratamientos 687 713
Trat. térmico 648 886
30 dias 771 860
30 dias 768 872
Promedio 770 866
Desv. Est 2,12 8,49
124 dias 661 671
124 dias 631 694
Promedio 646 683
Desv. Est 21,21 16,26

Anexo 6 Propiedades mecéanicas de muestras de LDPE usado compostado durante 30;
61y 124 dias. Se midio el porcentaje de elongacion antes de la ruptura para direccion de
axial (AD) y direccién transversal (TD).

Muestra LDPE Elongacion | Elongacion
usado (%) (AD) (%) (TD)

Prop. Iniciales 540 873
Sin tratamientos 22 252
Trat. térmico 22 336
30 dias 23 152
30 dias 239 351
Promedio 131 252

Desv. Est 152,74 140,71
61 dias 30 225
61 dias 629 657
Promedio 330 441

Desv. Est 423,56 305,47
124 dias 495 579
124 dias 212 493
Promedio 354 536

Desv. Est 200,11 60,81




