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Abstract— The present study evaluated the application of 6 fungal microorganisms in the degradation of high-density polyethylene
(HDPE) and low-density polyethylene (LDPE), both in pellet form. The fungal microorganisms evaluated were: Aspergillus flavus,
Aspergillus Aspergillus niger, Fusarium culmorum, Penicillium italicum, Pycnoporus sanguineus, isolated from different sources (leaves,
fruits, agricultural soil, and vegetables). While, Pleurotus ostreatus was also provided by the Universidad Nacional Agraria la Molina
(UNALM). The degradative capacity of the fungi was evaluated in two stages. The first was carried out in an incubator for a period of 46
days at 26°C using an artisanal culture medium (Potato Dextrose Agar, PDA). The highest degradation percentages of 2.85 % and
1.83% were achieved with Fusarium culmorum on HDPE and LDPE, respectively, followed by Pycnoporus sanguineus with 2.16% on
HDPE and 1.73% on LDPE. These results were confirmed by Scanning Electron Microscopy (SEM), hyphae development, micelle
formation, as well as cracks and striations on the surface of the plastic were observed. In a second stage, both fungi and polymers were
evaluated for a period of 4 months, and a higher percentage of mass reduction was produced with Fusarium culmorum with values of
6.24% for HDPE and 7.81% for LDPE. The biodegradation of both polymers was evidenced, and further research is needed to improve
efficiency by optimizing parameters such astime, temperature, and culture medium.
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Abstract- The present study evaluated the application of 6
fungal microorganisms in the degradation of high-density
polyethylene (HDPE) and low-density polyethylene (LDPE), both in
pellet form. The fungal microorganisms evaluated  were:
Aspergillus  flavus, Aspergillus  Aspergillus niger, Fusarium
culmorum, Penicillium italicum, Pycnoporus sanguineus, isolated
from different sources (leaves, fruits, agricultural soil, and
vegetables). While, Pleurotus ostreatus was also provided by the
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). The
degradative capacity of the fungi was evaluated in two stages. The
first was carried out in an incubator for a period of 46 days at 26°C
using an artisanal culture medium (Potato Dextrose Agar, PDA).
The highest degradation percentages of 2.85 % and 1.83% were
achieved with Fusarium culmorum on HDPE and LDPE,
respectively, followed by Pycnoporus sanguineus with 2.16% on
HDPE and 1.73% on LDPE. These results were confirmed by
Scanning Electron Microscopy (SEM), hyphae development,
micelle formation, as well as cracks and striations on the surface of
the plastic were observed. In a second stage, both fungi and
polymers were evaluated for a period of 4 months, and a higher
percentage of mass reduction was produced with Fusarium
culmorum with values of 6.24% for HDPE and 7.81% for LDPE.
The biodegradation of both polymers was evidenced, and further
research is needed to improve efficiency by optimizing parameters
such as time, temperature, and culture medium.

Keywords-- Fusarium culmorum, high-density polyethylene,
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Resumen— En el presente estudio se evalu6 la aplicacion de 6
microorganismos flngicos en la degradacion de polietileno de alta
densidad (PEAD) y el polietileno de baja densidad (PEBD), ambos
en forma de pellets. Los microorganismos flngicos evaluados
fueron: Aspergillus flavus, Aspergillus Aspergillus niger, Fusarium
culmorum, Penicillium italicum, Pycnoporus sanguineus, aislados
de distintas fuentes (hojas, frutas, suelo agricola y vegetales).
Mientras, el Pleurotus ostreatus fue proporcionado por la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM). La capacidad
degradativa de los hongos se evallo en 2 etapas. La primera fue
realizada en una incubadora, por un periodo de 46 diasa 26°C
usando un medio de cultivo artesanal (Agar Papa Dextrosa, PDA).
Los mayores porcentajes de degradacion de 2.85 % y 1.83%, se
lograron con el Fusarium culmorum en PEAD y en PEBD
respectivamente, seguido del Pycnoporus sanguineus con 2.16% en
PEAD y 1.73% en PEBD. Estos resultados se confirmaron
mediante Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB), se observé el
desarrollo de hifas, la formacién de micelos, asi como fisuras y
estrias en la superficie del plastico. En una segunda etapa, se
evaluaron ambos hongos y polimeros por un periodo de 4 meses, se

produjo un mayor porcentaje de reduccion de masa con el
Fusarium culmorum con valores de 6.24% para PEAD y 7.81%
para PEBD. Se evidencid la biodegradacion de ambos polimeros,
siendo necesario mas investigaciones, para mejorar la eficiencia,
mediante la optimizacién de parametros como tiempo, temperatura
y medio de cultivo.

Palabras clave-Fusarium culmorum, polietileno de alta
densidad, polietileno de baja densidad, degradacidn, plasticos

|. INTRODUCCION

En nuestro planeta, se haestimado la produccion de 335
millones de toneladas (Mt) de plastico en 2016 [1] y 500 Mt
en 2020 [2]; asimismo entre 40 y 50% del plastico fabricado,
es usado como empaque de primer uso y se convierte
rapidamente enresiduo [3].

En el Pert se utilizan tres millones de bolsas plasticas por
afio y solo en Lima metropolitana y Callao se generael 46%
de residuos plasticos de un solo uso de todo el pais [2]. Al
respecto el gobierno peruano promulgé el decreto supremo,
DS 013-2018 MINAM, que promueve el uso responsable del
plastico y la reduccion del plastico de un solo uso, sin
embargo, su implementacion se vio afectada por la pandemia
del COVID-19 [4]

Asimismo, en la costa peruanase han reportado diversos
estudios acerca de la contaminacién por plastico,
principalmente en arena de playas [5] macroinvertebrados [6]
peces [7]y algunas especies demoluscos [8].

Los residuos plasticos generan impactos negativos en los
diversos ecosistemas, principalmente en la cadena alimenticia
y salud humana [9], por sus caracteristicas cancerigenas,
mutagénicas y disruptivas endocrinas [10]. Este contaminante
ha sido relacionado con alteraciones de los diversos
mecanismos bioldgicos dentrodel organismo [11], incluidos el
sistema circulatorio, el cerebroe higado [12].

La incineracidn, reciclaje y uso de vertederos (actuales
tratamientos de estos residuos) resultan ser poco sostenibles o
muy costos [13]. Es porello, que las actuales investigaciones
estan dirigidas a la busqueda de alternativas de redso o
biodegradacion de plasticos [14, 15]. Por ejemplo, se ha
reportado investigaciones con el uso de hongos como el
género Aspergillus sp. [16,17], Penicillium sp. [16],
Penicillium citrinum [18], hongos filamentosos [19],
asimismo, el uso de hongos de origen marino [20]. Se debe
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resaltar que la mayoria de estudios abordan la degradacion de
polimetros de baja densidad.

Es decir, los polimeros sintéticos pueden ser colonizados
rapidamente por microorganismos como hongos, diatomeas o
bacterias, formando biofilms en la superficie del polimero
[21], y adaptdndose a la fuente de carbono logrando la
mineralizacion del plastico [22].

La presente investigacion evalla la aplicacion, in vitro, de
seis microorganismos flngicos en la degradacion de
polietileno de alta densidad (PEAD) y el polietileno de baja
densidad (PEBD) en ambientes controlados.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Recoleccién demuestras

Los polimeros sintéticos (PEAD y PEBD) en forma de
pellets (aproximadamente 1.5 cm de diametro) fueron
proporcionados por la empresa procesadora de plastico
PERUPLAST S.A.C. Posteriormente, se realizd la
recoleccion de muestras infectadas en hojas, suelos, vegetales
y frutas citricas que cumplian con las caracteristicas de
marchitez o pudricion. Las muestras fueron trasladadas al
laboratorio de ingenieria forestal de la Universidad Agraria la
Molina (UNALM) para su respectiva preparacion y
tratamiento.

B. Aislamientoy cultivos delos microorganismos

En el laboratorio las muestras se desinfectaron por
inmersion en hipoclorito de sodio al 2 % durante 1 minuto,
luego se enjuagd 3 veces con agua destilada, logrando obtener
4 a 5 piezas de 1cm2 de area infectada. Mientras que el
Pleurotus ostreatus obtenido dela UNALM se cultivé (5dias a
26°C, con una humedad relativa > 85%) a través de micelios
de segundo nivel en trigo en una incubadora (Thermo
Scientific 1G5100d). Terminado el plazo de incubacion, se
realizaron los repiques de las siembras iniciales, para obtener
especies purificadas y su posterior identificacion de género y
especie, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Asimismo, se valuaron dos medios de cultivo: el Agar
Papa dextrosa (PDA) (artesanal: 16% de papa + 0.81 %
dextrosa + 1.4 % agar en 1| de agua) acidificado al 25% con
acido lactico [23]y el Czapek Dox (2.9% de sacarosa + 0.3%
NaNO3+1.4% agar-agar, en un base de 1L de agua), para
determinar la mayoradhesion y crecimiento de enzimas sobre
los polimeros. Los microorganismos fingicos se desarrollaron
en placas Petri de 90 x 15 mm, incubados durante 5dias a 26
°C. Después del tiempo previsto se observd un mayor
crecimiento y producciénde enzimas en el medio PDA.

C. Seleccion de especies fungicas de mayor eficiencia
(primera etapa)

En una etapa previa, los plasticos fueron desinfectados
para eliminar otros agentes microbioldgicos en su superficie,
estos fueron sumergidos en hipoclorito de sodio por 1 minuto,
luego en 50 ml de alcohol por 3 minutos, finalmente

reposados en agua destilada durante 24 horas, en condiciones
ambientales, segin lo descrito por Louzi, & Carvalho [24].

Las 6 especies de microorganismos flngicos aislados
(Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium culmorum,
Penicillium italicum, Pycnoporus sanguineus, Pleurotus
ostreatus) fueron identificados mediante observacion visual y
confirmados por PCR.

Para el aislamiento y purificacion del ADN gendmico se
aplicd el kit QlAamp DSP DNA FFPE Tissue (US.A) y
oligonucleétidos 5'-CAGGGGAGGTAGTGACAATAA-3' y
5-ACAAATCACTCCACCAACTAAG-3 y ITS1
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG  3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATG 3”) teniendo como referencias
anteriores estudios [25y 26]. La temperatura de alineamiento
fue 59 °C. Se uso el Termiciclador Ependorf programado a
95 °C por 15 min, con 35 ciclos de 94 °C por 1 min;
temperatura de alineamiento por 1 min, 72°C por 1 min; y
temperatura deelongacion iguala 72 °C durante 10 min, de tal
manera que la identificacion se hizo aplicando electroforesis
en gelde agarosaal 1.5%.

Las especies fingicas, se pusieron en contacto con los
polimeros sintéticos, bajo las mismas condiciones en esta
primera etapa (46 dias a 26°C, en medio Agar Papa Dextrosa
sin renovacion-PDA). Se identificaron las especies que
obtuvieron unmayor porcentaje de degradacion.

En la siguiente etapa (4 meses), se ampliaron los tamafios
de las placas Petri (100 x 15 mm), para una posterior siembra
con las especies que tuvieron los mejores resultados.

D. Célculo de eficiencia de degradacion y observacion por
MicroscopiaElectrénicade Barrido

La eficiencia se determin6 en funcién del porcentaje de
degradacién o masa perdida (Pp) usando una balanza analitica
(SARTORIUS/ BP210D); mediante las ecuaciones 1y 2[27]:

Po—Pf=Pp (1)
. _Pp.r'l[][l
b= Po (2)

Donde Po y Pr es el masa inicial y final del polimero.
Asimismo, se realizd un analisis de Microscopia Electronica
de Barrido, MEB (HITACHI/ SU8230), a los polimeros
sintéticos + hongo, con el objetivo de constatar las
caracteristicas de adaptacion del hongo, y los cambios en la
superficie del polimero por enzimas biodegradadoras.

E. Degradacioncuantitativade polimeros sintéticos

Las dos especies que mostraron mejores resultados en la etapa
previa fueron evaluados a un tiempo mayor (4 meses), tiemp o
superior a otros estudios (28 dias-polietileno-Aspergillus
flavus por Zhang et al. [28]; 150 dias-plastico LDPE-
Penicillium simplicissimum por Ghosh, et al. [29]; 45 dias-
polietileno de baja densidad (LDPE)-Trichoderma viride y
RHO06 - Aspergillus nonius por Muniretal. [14].

20" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Education, Research and Leadership in Post-pandemic
Engineering: Resilient, Inclusive and Sustainable Actions”, Hybrid Event, Boca Raton, Florida- USA, July 18 - 22, 2022. 3



La biodegradacion de plasticos se realizd a 26°C en medio
PDA y se hizo de la siguiente manera: Se prepararon 12 placas
para la degradaciénde PEADY 12 placas para la degradacion
de PEBD usando Fusarium culmorum, cada mes fueron
separadas 3 placas de cada plastico, para hacer la medicién
correspondiente, el proceso duro 4 meses. El mismo
procedimiento fue aplicado para el Pycnoporus sanguineus.

Al finalizar la incubacion, estos fueron pesados y ademas se
determind el porcentaje de masa perdida.

F. Andlisis estadistico

Se verifico la normalidad de los datos, mediante la prueba
estadistica Shapiro-Wilk, posteriormente se aplicé la prueba
de normalidad ANOVA, para verificar las diferencias
estadisticas de las medias y la prueba TUKEY y determinar la
medias més altas y mas bajas. Se considerd un nivel de
confianza del 95% y se uso el software estadistico Minitab
V.18.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Microorganismos flingicos con mayor
biodegradacion

Los valores de degradacién de PEAD y PEBD por accion
de los distintos hongos evaluados, son presentados en la tabla
I. Destacan los valores obtenidos por las especies Fusarium
culmorum y Pycnoporus sanguineus, que alcanzaron un
consumo en masa media de 0.0023 y 0.0017 gramos,
representando el 2.85% y 2.16% de pérdida de masa,
respectivamente. El P. italicum presentd una reduccion de la
masa de 2% y las especies A. niger, A. flavus y P. ostreatus
valores inferiores al 1%. Asimismo, el Fusarium culmorumy
Pycnoporus sanguineus en contacto con el PEBD mostraron
pérdida de masa de 0.0028 y 0.0022 gramos representando el
1.83 y 1.73 %, respectivamente. En cambio, las especies P.
italicum, A. niger, A. flavusy P. ostreatus presentaron valores
de reduccion inferiores al 1% de la masa inicial, similar a lo
registrado para PEAD.

TABLAI
APLICACION DE MICROORGANISMOS FUNGICOS PARA LA

DEGRADACION DE PEAD Y PEBD, EXPRESADO EN MASA PERDIDA
(gramos) Y PORCENTAJE (%) (PRIMERA ET APA:46 DIAS).

PEAD PEBD
Masa (M+DS) x104y porcentaje

perdido (%)
Hongos gramos % gramos %
Aspergillus
flavus 6+0.11 | 0.87+0.11| 8+0.2 | 0.63+0.2
Aspergillus 1+0.10 | 0.1440.10| 210.2 | 0.174£0.2
niger
Penicillium
italicum 1.3+0.10 | 1.89+0.10 | 1.4+0.2| 0.90+0.2
Fusarium | 2.3%0.11 | 2.85+0.11 | 2.8+0.2 | 1.83x0.2

culmorum
Pycnoporus
sanguineus 1.7+0.10 | 2.16+0.10 | 2.240.2| 1.73+0.2
Pleurotus
ostreatus | 00 0.00 0.0 0.00

Asimismo, en la Figura 1, se observa la presencia de enzimas,
producidas (coloracién rojiza) por los hongos Fusarium
culmorumy Pycnoporus sanguineus sobre la superficie de los
pellets (color negro). Esto evidencia la actividad de estos
hongos (adhesion de coloracion blanca) sobre la base de
carbonodisponible.

Fig. 1 Adhesion (color blanco) y produccion de enzimas (color rojizo)
sobre PEAD mediante el A) Pucnoporus sanguineus y B) Fusarium
culmorum

En la figura 2, se presentan las micrografias obtenidas a
de las dos especies mas eficientes: Fusarium culmorum (A1-3
y C1-3) y Pycnoporus sanguineus (B1-3y D1-3) en contacto
el PEAD y PEBD, antes de tratamiento (A1, B1, C1y D1)
despuésde46dias de contactohongo-polimero (A2,B2,C2 y

D2) y la superficie del polimero libre de hongo, también
despuésde46dias de contacto (A3, B3,C3 y D3).

Estas micrografias muestran una mayor adhesion del
Fusarium culmorum tanto sobre el PEAD (A2) y en el PEBD
(C2) observandose hifas, clamidosporas y la formacion de
micelio sobre la superficie. Esto no se observd en el caso de
Pycnoporus sanguineus (B2 y D2), pero si la presencia de
basiodiosporas.

Asimismo, es notorio la presencia degrietas (A3) sobre la
superficie del PEAD después de 46 dias de contacto, con la
especie Fusarium culmorum. Mientras que la formacién de
estrias, fueron mas caracteristicas de la especie Pycnoporus
sanguineus en ambos polimeros (B2 y D2). Esto debidoa su
fijacion sobre la estructura superficial polimérica (PEAD y
PEBD), mientras que la accion enzimatica posterior genera la
degradacién polimérica, con la proliferacién de basiodiosporas
en forma de estrias.
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Figura 2. A) Fusarium culmorum - PEAD, B) Pycnoporus sanguineus —
PEAD, C) Fusarium culmorum — PEBD y D) Pycnoporus sanguienus — PEBD,
antes del tratamiento (A1-D1) luego de 46 dias de tratamiento, polimero + hongo
(A2-D2)y superficie de polimero sin hongo (A3-D3)

La prueba estadistica Shapiro-Wilk, confirmo la normalidad
de la muestra (p>0.05), mientras que los resultados del
ANOVA con un solo factor y p<0.05, report6 una diferencia
estadistica significativa entre las medias del porcentaje de
pérdida de masa de plastico para ambas especies. La prueba
Tukey confirmo una mayor degradacion del polimero por la
especie Fusarium culmorum.

Los resultados son similares a lo reportado por Alhosni et
al. [29], quienes identificaron al género Fusarium sp. como
responsable de la degradacion de polimeros, por adhesién
sobre la superficie deestos, creando una bio-pelicula.

Mientras que, Sheik et al. [22] indicaron que la actividad
fangica de los hongos endofiticos identificada por la
produccidn de enzimas extracelulares, degradé un maximo de
3.5% delpolietileno de baja densidad, desarrollando hifas.
sobre laestructura del polimero. Asimismo, Méndezet al. [30]
indicaron que las especies como Penicilliumsp., Fusariumsp.,
Aspergillus flavus y Aspergillus niger pueden degradar
polietileno.

Sin embargo, no todos los microorganismos presentan una
capacidad de degradacion de los polimeros, tal como lo
indicaron Uribe et al. [15] y ha sido confirmado en nuestro
estudio. La tabla 2 muestra los mayores porcentajes de
degradacion del PEAD (0.0034 gramos 4.52%) y PEBD
(0.0046 gramos; 6.24%) usando el Pycnoporus sanguineus,
superado por la degradacion sobre el PEAD (0.0083 gramos
5.8 %) y PEBD (0.0115 gramos; 7.81 %) causado por el
Fusarium culmorum.

Los resultados indican una creciente y sostenible
degradaciénde los polimeros coneltiempo, ello debido a que
el plastico es la Gnica fuente de carbonode los hongos. Es por
ello la necesidad de investigaciones considerando tiempos
superiores a los 4 meses.

TABLAII
DEGRADACION DE POLIMEROS SINTETICOS EN EL PERIODO DE 4
MESES (SEGUNDA ETAPA)

PEAD | PEBD

Masa (M+DS) X104y porcentaje
perdido (%)

Meses| gramos | % | gramos | %

Pycnoporus sanguineus

1 1.2+0.11 | 1.53+0.11 [1.7+0.12 |1.12+0.14
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1.9+0.12 | 2.82+0.12
2.7+0.11 | 3.60+0.11 |5.2+0.10
3.440.11 | 4.52+0.11 |8.30.11
Fusarium culmorum
1.6+0.11 [ 2.07+£0.11 [ 2.7 £0.12
2.5+0.12 | 3.49+0.12 | 3.8 +0.11
3.6+0.10 | 4.62+0.10 | 7.0 £0.10
4.6+0.11 | 6.24+0.11 | 11.5+0.11

3.4+0.11 [2.19+0.12
3.74+0.11

5.80+0.11

AlwiN

1.87+0.12
2.65+0.11
4.58+0.10
7.81+0.13

AN

IV. CONCLUSIONES

El estudio permitié identificar al Fusarium culmorum
como la especie con mejores resultados en la degradacion de
ambos polimeros (PEADYy PEBD) con valores de hasta 6.24+
0.11 % y 7.81+ 0.13 % en masa perdida de plastico, en un
periodo de 4 meses. Sin embargo, no se observaron grandes
diferencias entre la degradacién dePEADy PEBD.

La degradacion de los polimeros fue confirmada con
micrografias, evidenciando la formacion de grietas y estrias
sobre la superficie ambos polimeros estudiados.

La evaluacién de pardmetros tales como: medio de
cultivo, tiempo (superiores a 4 meses), temperatura e
identificacion de enzimas responsables de la biodegradacion;
deben realizarse, afin de profundizar y mejorar este
tratamiento.
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