Hongos filamentosos potencialmente degradadores de
caucho de neumatico colectados en la via Bogota-
Fusagasuga, Colombia.
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Hongos filamentosos potencialmente degradadores de caucho de neumatico colectados en
la via Bogota- Fusagasuga, Colombia.
Salomé Gomez-Gomez, Luis David Gomez-Méndez

RESUMEN

El caucho de neumatico (CN) es un material sumamente recalcitrante que sin embargo puede ser
biodegradado. Este proceso incluye biodeterioro, depolimerizacion y asimilacidon, siendo
mejorado con la detoxificacion del material. Se explord el potencial de biodegradacion del
caucho en hongos filamentosos aislados de neumaéticos deteriorados. Su crecimiento fue
evaluado en agar neumatico a concentraciones (m/v) de 0.6, 1.5, 15, 45, 100 % y en medio
liquido al 0.8 %. El mejor crecimiento se dio a 15 %, posiblemente por un equilibrio entre la
fuente de carbono y la toxicidad del material. Seis morfotipos crecieron significativamente a 100
%, y cuatro tuvieron un pH especialmente 4cido en medio liquido, sugiriendo capacidad de
solubilizar metales. Todos mostraron potencial de biodeterioro al crecer sobre el polimero. La
aptitud de acidificar de Curvularia sp. 2 y su crecimiento en agar neumatico al 100 %, la hacen
de especial interés, junto a cuatro morfotipos de Trichoderma, cuyo buen crecimiento en todas
las concentraciones y reportes previos de degradacion de otros polimeros sugieren gran potencial

para despolimerizar y asimilar CN.

INTRODUCCION

Los riesgos ambientales asociados con el caucho de neumdticos y su eliminaciéon son
preocupaciones mundiales importantes. Esto se debe a que su compleja estructura tridimensional,
composicion y aditivos los hacen imposibles de reciclar directamente (Gent & Walter, 2006),
ademas de resistentes a la degradacion natural (Stevenson, Stallwood & Hart, 2008), causando su
acumulacion.

Miles de millones de neumadticos desechados se encuentran en basureros de todo el mundo y se
agregan cientos de millones cada afio, que representan riesgos para la salud humana y el medio
ambiente (Shah, Hasan, Shah, Kanwal & Zeb, 2013). Mientras los vertederos para la disposicion
segura de los residuos de caucho alcanzan su limite, la eliminacion indiscriminada de estos causa

problemas de contaminacién de agua y suelo. Ademas, la quema de desechos de caucho genera



una gran cantidad de calor y humo, contribuyendo a uno de los factores principales del

calentamiento global y contaminacion del aire (Stevenson et al., 2008).

Los neumaticos normalmente se fabrican con una mezcla de caucho natural y caucho sintético
(Holst, Stenberg & Christiansson, 1998). A esta mezcla se adicionan distintos compuestos para
incrementar la fuerza, la resistencia a la abrasion y otorgar al neumadtico otras propiedades
deseadas por los fabricantes (Akca, Gursel & Sen, 2018). La mezcla de caucho debe ser
vulcanizada para que sea fuerte y eldstica en un amplio rango térmico (Holst et al., 1998). La
vulcanizacidén es un proceso termoquimico que involucra reacciones complejas entre polimeros
de caucho, azufre y productos auxiliares (Aprem, Joseph, Mathew, Altstaedt & Thomas, 2003),
otorgando al polimero su estructura tridimensional (Akca et al., 2018) . Pese a que existen otros
métodos de vulcanizacion, la termoquimica es la empleada para la fabricacion de neumaéticos
(Chengalroyen & Dabbs, 2013). Durante este proceso, las cadenas de poli-cis-1,4-isopreno del
caucho se unen covalentemente a través de puentes de sulfuro, siendo las insaturaciones en el

polimero las que proporcionan los sitios para la vulcanizacion (Holst et al., 1998).

Pese a su compleja composicion, el caucho de los neumaéticos puede ser degradado (Stevenson et
al, 2008). La biodegradacion de los materiales poliméricos incluye el biodeterioro (cambios
iniciales en el material por los microorganismos que crecen en su superficie), la
depolimerizacién (rompimiento enzimdtico del polimero en oligdmeros, dimero y monémeros) y
la asimilacién (entrada de los compuestos a la célula para su metabolizacion) (Lucas et al.,
2008). Para que esto ocurra bioldgicamente, la detoxificacion y devulcanizacion del caucho son

procesos cruciales ya que facilitan también la accion de los microorganismos.

La devulcanizacion implica la desulfuracion del material, es decir, el rompimiento de los enlaces
de azufre entre las cadenas de carbonos del caucho (Asgher, Bhatti, Ashraf & Legge, 2008). Este
proceso es clave porque la formacion de los puentes de azufre durante la vulcanizacion
disminuye los sitios accesibles donde los microorganismos pueden romper las cadenas del
polimero, reduciendo su biodegradabilidad (Stevenson et al., 2008). La biodevulcanizacion (o

biodesulfuracion) es un proceso biologico, alternativo a los procesos quimicos, en el que la



eliminacion del azufre de las moléculas organicas es llevada a cabo por microorganismos y/o
enzimas extraidas de ellos (Akca et al., 2018). Esto es posible debido a que existen organismos
capaces de romper los enlaces azufre-azufre y azufre-carbono, entre los que se destacan varias

especies de bacterias y archaeas (Holst et al., 1998).

Se encuentran también reportes de hongos, particularmente los de pudricién blanca y café como
Ceriporiopsis subvermispora, capaces de devulcanizar el caucho (Sato et al., 2004). La
desulfuracion microbiana es una forma prometedora de aumentar el reciclaje de materiales de
caucho, sin embargo, varios organismos usados para la devulcanizacion son sensibles a los
aditivos presentes en este sustrato (Christiansson, Stenberg, & Holst, 2000), como las sales y
oxidos de zinc (Stevenson et al., 2008), metales pesados como Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, y Pb
(Fukuzaki, Yanaka & Urushiyama, 1986), o hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
(Llompart et al., 2013) que inhiben el crecimiento de microorganismos y disminuyen aun mas la

biodegradabilidad de los neumaticos (Chengalroyen & Dabbs, 2013).

La detoxificacion consiste en la remocion de los compuestos nocivos adicionados al caucho,
permitiendo realizar posteriormente la devulcanizacion y biodegradacion del neumatico
(Stevenson et al, 2008). Este proceso es imperativo porque aumenta la susceptibilidad del caucho
a la biodegradacion, ademas de reducir los peligros ambientales asociados con su eliminacion
(Bredberg, Andersson, Landfors & Holst, 2002). Distintas especies de hongos tienen la
capacidad de degradar compuestos aromaticos que se encuentran en el caucho y han sido
utilizados con éxito para detoxificar el material (Stevenson et al, 2008), entre ellos Recinicium
bicolor (Bredberg et al. 2002). Se sabe, ademas, que hongos y bacterias pueden degradar caucho
tanto natural como sintético y emplearlo como fuente de carbono (Imai et al., 2011). La habilidad
de estos microorganismos para degradar polimeros depende de la presencia de enzimas

extracelulares (Gallert, 2000).

Nayanashree & Thippeswamy (2015) reportan que las enzimas lacasa y manganeso peroxidasa
son responsables de la degradacion del caucho natural; ambas enzimas son encontradas con alta
frecuencia en el reino Fungi (Mayer & Staples, 2002; Hofrichter, 2002). Segun Shah et al.

(2013), De Vries (1928) fue pionero en examinar la posible descomposicion del caucho por



hongos. Una década mas tarde, Kalinenko (1938) informo sobre cepas de hongos Aspergillus y
Penicillium como degradadores del caucho. También Paecilomyces variotii, cepa SFA-25, fue

reportada por Zeb (2009) como degradadora de caucho vulcanizado.

Existen entonces registros de organismos flingicos capaces de biodegradar el caucho de
neumatico y realizar los dos procesos previos: la detoxificacion y devulcanizacion. Esto sugiere
que los hongos poseen un alto potencial en la degradacion del caucho de neumatico desde
distintos frentes y mediante diferentes procesos. Teniendo en cuenta lo anterior, se plantea
determinar si hongos filamentosos aislados de muestras de neumaticos deteriorados en la via

Bogota- Fusagasuga, tienen el potencial de degradar el caucho de los neumaticos.

MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de muestreo
Se determinaron cinco sitios de muestreo en la via Bogota-Fusagasuga, (Figura 1). Estos fueron
escogidos considerando la presencia de al menos tres neumaticos abandonados con un deterioro
evidente. De cada sitio se seleccionaron tres neumaticos y de cada uno se extrajeron tres trozos
usando un cuchillo afilado (desinfectado con hipoclorito al 5% entre cada muestra) y una
muestra de 40 g de suelo en contacto con los neumaticos. Un total de 45 muestras de trozos de
neumaticos y 15 de suelo fueron transportadas hasta el laboratorio de Microbiologia Ambiental y
de Suelo de la Pontificia Universidad Javeriana, en bolsas Ziploc™ debidamente rotuladas.
Los sitios de muestreo fueron:

e Gallera abandonada, municipio de Soacha (N 04°32.492° O 074°15.041”)

e Salida de Bogota, Alto de rosa (N 04°32.643” O 074°17.174")

e Montallantas, ruta a Silvania (N 04°27.607" O 074°23.086°)

e Estacion Brio “El vergel”, ruta a Silvania (N 04°26.935” O 074°22.754°)

e Montallantas, Silvania azafranal (N 04°25.086° O 074°23.338”)
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Figura 1. Mapa de los lugares de muestreo en la via Bogota- Fusagasuga.

2. Aislamiento de los morfotipos

Para el aislamiento de hongos se dispusieron los trozos de neumadticos de aproximadamente
12cm? en camaras hiimedas a temperatura ambiente durante cuatro semanas. Después de ese
tiempo, se cortaron cuatro trozos de aproximadamente 1¢cm? de cada muestra y se sembraron por
duplicado en cajas de Petri con agar papa dextrosa (PDA) (15 gL' de glucosa, 1.5% m/v de
agar-agar, 200 mIL™" de infusién de papa ) + 50mg L' clorafenicol (clo) y agar rosa de bengala
(OXOID, Ref. CM1149), incubandose por 10 dias (30 + 1°C). Para las muestras de suelo, se
realizaron diluciones seriadas base 10 en solucion salina 0.85% (m/v) hasta 107, y se inocularon
por duplicado en agar PDA+clo las diluciones 107y 10~.

Por otro lado, se dispusieron 50 ml de Medio minimo de sales (K,HPO, 8g L', KH,PO, 1g L,
(NH,),SO, 0.5g L', MgSO, x 7H,0 0.2g L', NaCl0.1 gL', Ca(NO,), 0.1 gL"!, CaCl, x 2H,0O
20mg L', FeSO, x 7H,0 20mg L™, 0.5 mg of Na,MoO, x H,0 0.5 mg L', MnSO, 0.5 mg L")
(Heisey & Papadatos, 1995) con 0.1% (m/v) de glucosa en Erlenmeyers de 100 ml y se
adicionaron 4 ml de la dilucion 10° de cada muestra de suelo por duplicado (15 muestras).

Posteriormente, en una balanza analitica ScoutPro OHAUS, se pesaron 0.25 + 0.01g de



neumatico que se adicionaron como sebo a los Erlenmeyers y se incubaron en un rotador orbital
marca New Brunswick ™ Innova 44 a 120 rpm, y 25.0 + 0.1°C durante dos semanas (adaptado
de Tsuchii & Tokiwa, 2001). Tras un lavado suave en agua destilada, los pedazos fueron

sembrados en PDA+clo.

De las 180 cajas de Petri de las camaras himedas y de las 30 del rotador orbital, se aislaron el
mayor numero de morfotipos fungicos posibles mediante técnica de puncién central en
PDA+clo. De las 60 cajas de Petri de las diluciones seriadas, se aislaron los morfotipos mas
representativos (aquellos que tuvieron un mayor crecimiento radial o que se presentaron con

mayor frecuencia).

3. Seleccion de morfotipos aislados y medicion de crecimiento a diferentes
concentraciones de polvo de neumatico

Los morfotipos se agruparon segun su lugar de muestreo y caracteristicas macro y

microscopicas. Con el fin de reducir el nimero de morfotipos a evaluar se seleccionaron aquellos

mas representativos de cada agrupacion, eliminando los morfotipos repetidos (que compartian

muchas similitudes macro y microscopicas). Tras esta reduccidon inicial, los hongos se

sometieron a una segunda seleccion segin su capacidad de crecimiento en agar neumatico.

Para esto se prepard agar neumatico compuesto de medio Radha (CuSO, 1.5mM L™, KH,PO, 2g
L', NH,Cl 0.05g L', MgSO,xH,0 0.5g L', CaClL,x2H,0 0.1g L', 10ml L' de solucion de
elementos traza (MnSO, 0.5 g L', FeSO,x7H,0 0.1g L', ZnSO,x7H,0 0.1gL")) (Radha et al,
2005) con 0.6% (m/v) de polvo de neumadtico, 0.5% (m/v) de glucosa y 2% (m/v) de agar-agar.
Por duplicado, se inocularon las cajas con un trozo de medio PDA+clo de 0.7 cm de diametro
con crecimiento micelial de cada morfotipo. Se incubaron a 30 = 1°C en una incubadora marca
VELP™ Scientifica FOC 2251 durante dos semanas, registrando su crecimiento radial cada cinco

dias.



De los morfotipos que crecieron en el agar neumatico al 0.6 % (m/v) se tomaron discos y se
siguid el procedimiento anterior, sembrandolos sucesivamente en agar neumatico al 1.5 %, 15 %
y 45 %. Después se realizd6 el mismo procedimiento, pero inoculando los discos con los
morfotipos en cajas de Petri con 7g de polvo de neumatico autoclavado humectados con 7 ml de

medio Radha (100 % m/v).

4. Evaluacion del potencial de degradacion de los morfotipos seleccionados
Se prepararon Erlenmeyers de 100 ml con 200.00 = 0.01 mg de polvo de neumadtico pesados en
una balanza Mettler™ Toledo xp26p, agregando glucosa 0.5 % (m/v) y 25 ml de medio liquido
Radha, autoclavado e inoculado con discos de 0.7 mm del agar neumatico al 0.6 % (m/v) por
duplicado (adaptado de Tsuchii, Suzuki, & Takeda,1985). Como control negativo se empled, por
duplicado, un Erlenmeyer con polvo de neumatico y medio Radha en las mismas cantidades, sin
indculo. Se mantuvieron durante ocho semanas (Nayanashree & Thippeswamy, 2015) en
agitacion constante en un rotador orbital marca Innova44 a 110 rpm y a 30.0 = 0.1°C

(Watcharakul, Umsakul, Hodgson, Chumeka, & Tanrattanakul, 2012).

Luego de la incubacion, el polvo de neumatico fue separado del medio Radha empleando un
filtro para café (Stilocafé #8). El medio filtrado fue colectado en tubos Falcon™ de 50 ml y se
determind su pH en un pHmetro Okaton™. A continuacién, cada masa de micelio y neumatico
fue almacenada en Erlenmeyers de 100 ml con 20 ml de agua destilada estéril. Estos fueron
sometidos a agitacion en un vortex Velp Scientifica ZX Classic a 3000 rpm durante 20 segundos
para separar la biomasa del polvo de neumatico. El polvo de neumatico separado de la biomasa
se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos en un PowerSpin™ CENTRIFUGE UNICO, se
desecho el sobrenadante (agua, micelio y algunas particulas de neumatico) y se autoclavo el
precipitado para eliminar rastros de células fungicas. Con el fin de evaporar el agua restante, se

mantuvo ademas durante 36 horas a 45.0 £ 0.1°C en un horno Memmert™ UF55.



Tras este proceso, se analizd cada muestra en Espectrometria Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR) empleando un espectrofotometro Shimadzu™ MIRacle 10, acoplado con celda
ATR (Attenuated Total Reflection) y se compararon los resultados de los morfotipos con los del
control. Posteriormente se realizo a las muestras microscopia electronica de barrido (MEB) en un
microscopio electronico marca Jeol™ JSM 6490LV con potencia de 10 kV, seiial SEI y
magnificaciones entre 450 y 5000X. Antes de la observacion, las laminas fueron recubiertas con
una capa de oro en condiciones de vacio en un metalizador Denton Vacuum Desk IV

(Gomez-Méndez et al., 2018).

Para la identificacion de los morfotipos de mayor interés en el estudio se realizo la descripcion
macroscopica y microscopica (empleando azul de lactofenol) de cada uno (Anexo 1) y se empled

la clave de Illustrated genera of imperfect fungi (Barnett & Hunter, 1972).

RESULTADOS

3. Seleccion de los morfotipos y medicion de crecimiento a diferentes
concentraciones de polvo de neumatico.
De las muestras de suelo y neumatico se aislaron aproximadamente 300 morfotipos cuyo numero
se redujo tras el primer proceso de seleccion. La Tabla 1 muestra como disminuyeron los
morfotipos aislados durante el segundo proceso de seleccion. Todos los morfotipos que lograron
crecer en concentracion del 100% (m/v) fueron producto de los aislamientos realizados a partir

de las siembras de trozos de neumatico deteriorados e incubados en camara humeda.

Tabla 1. Numero de morfotipos aislados segin concentracion de agar polvo de neumatico

Concentracion %(m/v) Numero de morfotipos aislados

0.6 33

1.5 32

15 30




45 25

100 21

Sin embargo, debido a que algunos de los morfotipos finales se caracterizaron por tener un
crecimiento en numerosas colonias satélite y su diametro no pudo ser medido, solo 17 se
analizaron estadisticamente empleando un ANOVA factorial en el software Desing-Expert®

version 9.

El crecimiento méaximo alcanzado por réplica se promedid y se analiz6 como variable respuesta a
las variables independientes concentracion y morfotipo (Grafica 1). El estadistico-F para el
modelo fue de 8.2 (valor-p <0.0001); para la concentracion fue de 19.99 (valor-p <0.0001); para
el morfotipo de 5.25 (valor-p <0.0001) y se obtuvo un R-cuadrado de 0.7193.

Empleando nuevamente las mismas variables independientes, la productividad (crecimiento
maximo en mm/dia en el que se evidencid) se empled como variable respuesta con el fin de
incluir el factor tiempo en el andlisis (Grafica 2). El estadistico-F para el modelo fue de 7.32
(valor-p <0.0001); para la concentracion fue de 17.19 (valor-p <0.0001); para el morfotipo de
4.85 (valor-p <0.0001) y se obtuvo un R-cuadrado de 0.6957.

Teniendo en cuenta los resultados del andlisis estadistico de ambas variables respuesta, se
tomaron como morfotipos de interés para realizar el andlisis de FTIR-ATR aquellos con

significativamente mayor crecimiento y productividad
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Grifica 1. Interaccion entre las variables concentracion y morfotipo para el crecimiento. Las

convenciones hacen referencia a la concentracion de polvo de neumatico en % (m/v)

Interaction
| B: Morfotipo

mouom
U2 b2 s
J O LN e e pa

m
e

m m

Productividad {mm/dia)
S FODEIHEDPSPFDLCI X+« R
el

B1717

A: Concentracidn
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convenciones hacen referencia a la concentracion de polvo de neumatico en % (m/v)



4. Evaluacion del potencial de degradacion de los morfotipos seleccionados.
Empleando el software RStudio se grafico la distribucién de los valores de pH del medio filtrado,
exceptuando los del control (Gréfica 3). Debido a que en todos los Erlenmeyers inoculados se
observo crecimiento de biomasa y las mediciones de pH fueron en su mayoria similares, los

outliers se tomaron como indicadores de los morfotipos de interés para el analisis en FTIR-ATR.
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Grifica 3. Distribucion de los datos de pH. Promedio por réplica.

Tabla 2. Criterios de seleccion de los morfotipos para el andlisis en FTIR-ATR, identificacion y

MEB.
Morfotipo Codigo* Criterio de seleccion Especie identificada

2 0201-3F Productividad Trichoderma sp.1
4 0202-3D Crecimiento y productividad Trichoderma sp.2
7 0301-1D Crecimiento y productividad Trichoderma sp.3
13 0502-3B Crecimiento Mucor sp.1

14 0502-3D Crecimiento y productividad No identificado
15 0503-2D Crecimiento y productividad Trichoderma sp.4




- 0202-1C pH Aspergillus sp.
- 0303-31 pH Curvularia sp.1
9 0403-1G pH Curvularia sp.2
- 0401-1A pH Mucor sp. 2

*El codigo es la identificacion de cada morfotipo desde su aislamiento inicial.

Tabla 3. Promedio del crecimiento maximo alcanzado por réplica en cada concentracion de los

morfotipos de interés no representados en la Graficas 1 ni 2.

Concentracion % (m/v)

Especie identificada 0.6 1.5 15 45 100
Aspergillus sp. * * * * 1.8 cm
Curvularia sp.1 4.8 cm 4.8 cm 9 cm 2.35cm No crecio

Mucor sp.2 5.3 cm No crecio - - -

* El crecimiento se did en numerosas colonias satélite.
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Figura 2. Imagenes de MEB de (G): 4spergillus sp., (H): Curvularia sp. 1, (I): Curvularia sp. 2,
(J): Mucor sp. 2, (K): Control.

DISCUSION

El comportamiento del crecimiento de los morfotipos evaluados en la Gréfica 1 y Grafica 2 sigue
el mismo patron para todas las concentraciones. Segun Lucas et al. (2008), el crecimiento del
microorganismo en el agar con el polimero puede indicar el consumo de este por la especie
inoculada. Como los hongos pudieron usar sustancias de reserva, la pequeiia cantidad de glucosa
adicionada o moléculas como impurezas, este resultado no puede aceptarse como una conclusion
irrefutable. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que hubo muchos morfotipos (Tabla 1) que
no crecieron o lo hicieron de forma reducida en las mismas condiciones en las que los

organismos de la Tabla 2 crecieron significativamente.

También es importante mencionar que el crecimiento de los morfotipos fue significativamente
dependiente de la concentracion de neumatico del agar. En ambos andlisis, el mejor crecimiento
se dio a 15 % (m/v), para todos los morfotipos evaluados. Esto posiblemente se deba a que al
aumentar la concentracion de neumadtico (45 y 100 % m/v) hay mayor fuente de carbono

necesaria para el crecimiento fingico, pero también aumentan los compuestos toxicos que



inhiben el crecimiento de estos. Por otro lado, en las concentraciones menores a 15 % (m/v) es
posible que la concentracion de carbono no haya sido suficiente para soportar un buen

crecimiento en los morfotipos.

Para las concentraciones de 0.6 % y 1.5 % (m/v), tomando la totalidad del polvo de neumatico
como carbono y sumando el 0.5 % (m/v) de glucosa, la fuente de carbono no sobrepasa el 2 %
del medio, siendo esta de dificil asimilacion. Basu et al. (2015) afirman que para un buen
crecimiento, los hongos requieren una alta fuente de carbono. Los medios mas usados segiin
Booth (1971) para el cultivo de hongos son agar papa dextrosa (PDA), Czapek Dox agar (CzA) y
agar avena (OA). De acuerdo con las formulaciones de Himedia ®, CzA tiene 3% de fuente de
carbono (tomado de http://www.himedialabs.com/TD/M075.pdf), PDA 2.4 % (tomado de
http://himedialabs.com/TD/M096.pdf) y OA 6 % (tomado de
http://himedialabs.com/TD/M397.pdf ) aproximadamente. Estos porcentajes, aunque de facil
asimilacion, no difieren tanto del estimado para las concentraciones de agar neumatico
mencionadas. Sin embargo, debido a la insolubilidad del polvo, éste se precipitd en el medio.
Esto, ademas de la complejidad del polimero, pudo dificultar la disponibilidad y acceso de los

morfotipos a la fuente de carbono.

Antes de asimilar el neumatico en polvo, este debid ser depolimerizado. En general, la
depolimerizacién ocurre principalmente gracias a enzimas oxidorreductasas e hidrolasas (Lucas
et al., 2008). Los microorganismos secretan enzimas y radicales libres capaces de romper
moléculas poliméricas, reduciendo progresivamente su peso molecular. Este proceso genera
oligdmeros, dimeros y mondémeros que pueden ingresar a la célula y luego ser utilizados como
fuente de energia (Raut et al., 2015). Debido a la dificultad en separar la biomasa del polvo de

neumatico después de la incubacion, el peso como variable respuesta no se tuvo en cuenta.

La estructura tridimensional adquirida por el neumatico tras la vulcanizacion es uno de los
mayores retos para su biodegradacion (Akca et al., 2018). No obstante, en la naturaleza existen

compuestos con esta estructura, como la lignina. Los microorganismos ligninoliticos sintetizan
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enzimas capaces de romper la compleja red del compuesto (Lucas et al., 2008), siendo las
principales enzimas involucradas lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa (Leonowicz
et al.,, 1999). Las ultimas dos se han empleado en la degradacion de otros compuestos
recalcitrantes, como polietileno (Sowmya et al., 2015; Gémez-Mendez et al., 2018), caucho
natural (Nayanashree & Thippeswamy, 2015) y otros polimeros (Madhavi & Lele, 2009), siendo
entonces probable que las enzimas estén implicadas también en la depolimerizacion del caucho

de neumatico.

Para todos los morfotipos de la Tabla 2 hay reportes de la produccion de al menos una de estas
enzimas: Especies de Curvularia han sido reportadas por su capacidad de producir lacasa
(Zhang, Ren, Yu & Wang, 2010), celulasa y manganeso peroxidasa (Neoh et al., 2015); especies
del género Mucor son capaces de producir diversas enzimas como amilasas (Alves,
Campos-Takaki, Porto & Milanez, 2002) e incluso lacasas (Kiiskinen, Réttd & Kruus, 2004);
Aspergillus sp. es considerado una fuente de nuevas lacasa (Ramos, Barends, Verhaert & de
Graaff, 2011) y puede producir peroxidasas (Jebor, 2017); enzimas liticas como hidrolasas,
peroxidasas y lacasas son abundantemente producidas en el género Trichoderma (Waghunde,

Shelake & Sabalpara, 2016; Adav & Sze, 2014).

Por otro lado, el crecimiento a nivel microscopico puede observarse en la Figura 2. La
formacion de una biopelicula en la superficie del polimero es el primer paso de la
biodegradacion (Raut et al., 2015; Linos et al., 2000). Los microorganismos que colonizan la
superficie se adhieren por medio de sustancias poliméricas extracelulares, principalmente
polisacaridos. Los hongos pueden formar proteinas hidrofobicas capaces de unirse a la superficie
del polimero, generar enzimas degradantes y crecer de manera rapida y eficaz al extenderse y
penetrar con su red de micelio (Raut et al., 2015). Esto puede ser observado en la Figura 2, donde
se evidencia claramente el crecimiento de micelio en todas las muestras de polvo de neumatico
de los morfotipos identificados aun después de ser lavadas, agitadas en vortex, centrifugadas,
autoclavadas y secadas a 45°C. Lucas et al. (2008) afirman que el desarrollo de microorganismos

sobre la superficie es un indicador de biodeterioro de polimeros. Esto significaria que todas las



especies de la Tabla 2 tienen potencial de biodeteriorar el caucho de los neuméticos. No

obstante, también es posible que solo lo estan utilizando para soportar su crecimiento.

En vista de que el crecimiento de numerosos morfotipos fue inhibido por el polvo de neumatico,
aun en concentraciones minimas (0.6 % m/v) y que un aumento en la concentracion de este fue
reduciendo la capacidad de otros morfotipos de presentar un buen crecimiento radial (Tabla 1),
es pertinente mencionar algunas posibilidades de como las especies identificadas en la Tabla 2

fueron capaces de crecer abundantemente pese a la toxicidad del material.

Las sales y oxidos de zinc son de los compuestos que mas contribuyen a la toxicidad de los
neumaticos (Stevenson et al., 2008). Fomina et al. (2004), concluyeron que la aciddlisis
(protonacidn) era el mecanismo principal de la disolucion de zinc. También es sabido que el
oxido de zinc puede ser solubilizado mediante adcidos organicos (Burgstaller, Strasser, Woebking
& Schinner, 1992). El zinc es un metal necesario para el crecimiento de los hongos, que aunque
toxico en alta concentracion (Ballou & Wilson, 2016), podria ser asimilado y empleado por los

organismos identificados.

Los procesos responsables de la produccién de protones y acidos en hongos son complejos
(Gadd, 1999) pero se sabe que es necesaria una fuente de carbono para producir dichos
metabolitos (Boswell et al., 2003). Como se dijo anteriormente, se conoce que la movilizacion de
metales puede ocurrir por acidificacion y formacion de complejos de metal promovido por
ligando. Estos procesos incluyen la produccion de metabolitos primarios y secundarios con

propiedades quelantes, como acidos orgéanicos, aminoacidos y fenolicos (Fomina et al., 2004).

Los bajos valores de pH registrados en ambas especies de Curvularia, Mucor sp. 2'y Aspergillus
sp. no solo indican la produccion de 4cidos organicos y el uso del sustrato, sino que ademas
sugieren la facultad de solubilizar y, posiblemente, asimilar metales toxicos presentes en los

neumaticos. Lo anterior indica ademas que las especies que acidifican en mayor medida el medio



Radha con polvo de neumatico (Grafica 3), tienen potencial como detoxificadores de metales

pesados en el material.

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) presentes en los neumdticos también son
responsables en gran medida de su toxicidad (Llompart et al., 2013). La mayoria de los hongos
no pueden usar HAPs como fuentes tinicas de carbono y energia, pero pueden co-metabolizarlos
a una amplia variedad de productos oxidados y en algunos casos a CO, (Cerniglia & Sutherland,
2010). Ademas de enzimas como lacasas (Madhavi & Lele, 2009), los hongos no ligninoliticos
involucrados en la degradacion de HAPs generalmente los metabolizan mediante la
monooxigenasa y epoxido hidrolasa del citocromo P450 para formar trans-dihidrodioles
(Juckpech et al., 2012). Hay reportes de estas enzimas para especies de Trichoderma
(Druzhinina, Shelest & Kubicek, 2012; Adav et al., 2011), Curvularia (Lu et al., 2007), Mucor
(Kolet, Haldar, Niloferjahan & Thulasiram, 2014) y para Aspergillus sp. (Faber, van Gorcom &
Duine, 2001). No es de extrafiar que existan entonces registros de degradacion de HAPs
(Cerniglia & Sutherland, 2010) para estos organismos y que los morfotipos identificados (Tabla
2) hayan podido crecer en el agar neumatico pese a la presencia de estos compuestos toxicos. Es
probable que los morfotipos en la Grafica 2, en especial las especies identificadas de
Trichoderma y Mucor sp. 1, crecieran en el agar neumatico tan efectivamente a diferentes
concentraciones no solo porque pueden tolerar estos compuestos, sino porque fueron capaces de

co-metabolizar los HAPs.

Curvularia sp. 1 'y 2, Aspergillus sp. y Mucor sp. 2 mostraron una alta capacidad de acidificar el
medio y posiblemente de detoxificar el materia. En cuanto a su crecimiento y tolerancia a
diferentes concentraciones, el de Curvularia sp. 2 puede ser observado en la Grafica 1 y Grafica
2 como Morfotipo 9, es decir que puede tolerar concentraciones de hasta 100 % (m/v) aunque no
mostré un crecimiento significativo en comparacion a los demas morfotipos evaluados. Esto
puede deberse a que no tiene la suficiente bateria enzimatica para depolimerizar el carbono del
neumatico necesario para soportar su crecimiento, o a que a esta concentracion los compuestos

toxicos son suficientes para limitar su desarrollo. La tltima hipotesis es mas probable ya que a la



concentracion de 15 % (m/v) mostré6 un mejor crecimiento, lo que significaria que cuenta con

enzimas para depolimerizar el polvo del neumatico.

Aspergillus sp. también logro desarrollarse a todas las concentraciones, no obstante, debido a su
crecimiento en numerosas colonias satélite en 0.6, 1.5, 15 y 45 % (m/v), su didmetro no pudo ser
medido y no se analizé estadisticamente. En la concentracion de 100% (m/v) se evidencid un

crecimiento limitado (Tabla 3), posiblemente a causa de los compuestos toxicos.

Por otro lado, Curvularia sp. 1 logré crecer, aunque muy limitadamente, hasta una concentracion
de 45 % (m/v) (Tabla 3). Probablemente este morfotipo sea mas sensible que Curvularia sp. 2 a
los compuesto toxicos, ya que también presentd un buen crecimiento a 15 % (m/v). Mucor sp. 2,
en cambio, no logrd crecer ni siquiera a 1.5 % (m/v) (Tabla 3). Esto implica que pese a su
capacidad de acidificar el medio y solubilizar metales, no tolera mayores concentraciones de
neumatico, posiblemente por ser muy sensible a compuestos toxicos diferentes de metales, como

los HAPs. Su limitada resistencia no lo hace apto para degradar o detoxificar neumaticos.

De las seis especies que mostraron mejor crecimiento y productividad (Grafica 1 y 2), cuatro
pertenecen al género Trichoderma (Tabla 2). Este género de saprofitos generales con requisitos
nutricionales minimos y rdpido crecimiento, produce una gran variedad de metabolitos
secundarios (Harman & Kubicek, 2002) que, como se menciond anteriormente, pueden ayudar
en la solubilizacion de metales al quelarlos y acidificando el medio (Fomina et al., 2004).
Especies de este género pueden transformar o incluso degradar componentes potencialmente
peligrosos y recalcitrantes (Harman & Kubicek, 2002), como los neumadticos. También son

hiperproductores de enzimas degradativas (Harman & Kubicek, 2002).

En cuanto a los analisis de FTIR-ATR, los resultados fueron inconclusos debido a la
imposibilidad de separar el micelio del polvo de neumatico mediante métodos fisicos empleados

(lavado, agitacion en vortex, centrifugacion, autoclavado y secado).



CONCLUSIONES

El método mas eficaz para el aislamiento de morfotipos con potencial de biodegradar caucho de
neumatico, en este estudio, fue a partir de trozos de muestras de caucho deteriorado incubadas en
camara hiimeda. De los diez morfotipos identificados como potenciales degradadores de caucho
de neumatico, Curvularia sp. 2 podria ser especialmente util en su detoxificacién gracias a su
resistencia a altas concentraciones de polvo de neumadtico y a su capacidad de acidificar el
medio. Cuatro especies de Trichoderma también demostraron alto potencial en biodegradacion
del caucho de los neumaticos por su buen crecimiento. Anteriores reportes de biodegradacion de
polimeros por este género los hacen especialmente prometedores. Sin embargo, mas estudios
deben realizarse para confirmar este potencial, dilucidar las enzimas y mecanismos implicados e
identificar a las especies. Ademas, se deben realizar mediciones en concentraciones alrededor de
15 % , entre 1.5 y 45 %, para determinar en qué concentracion se da el maximo crecimiento de

las especies de interés.
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ANEXO 1. DESCRIPCION DE LOS MORFOTIPOS

Cdédigo: 0503-2D
Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: Cinco dias.

Especie identificada: Trichoderma sp. 4

Fotografia del reverso y del anverso:

— —

Descripcion del reverso: Color blanco.

Descripcién del anverso: Colonias de color blanco con verde pastel, textura algodonosa
compacta, crecimiento radial.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Muy delgado, hialino, septado.

Propagulos: Ameroconidios esféricos, verdosos, en cabezas mucilaginosas. Se originan en
fialides con forma de botella (sucesion basipétala, origen blastico), de conidiéforos ramificados.
Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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Céddigo: 0403-1G

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: Cinco dias.

Especie identificada: Curvularia sp. 2

Fotografia del reverso y del anverso:

.
Descripcion del reverso: Color marrén muy oscuro, casi negro. Con el centro y margen de la
colonia crema.

Descripcion del anverso: Colonia con el centro color marrén oscuro y verdoso, con una
zonacion concéntrica gris clara, seguida de otra marrdn para terminar con un margen gris claro
nuevamente. Textura algodonosa compacta.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Delgado, dematiaceo y septado.

Propagulos: Fragmoconidios de cuatro células, dematiaceos, bastante curvados, solitarios de
origen blastico, con el septo central mas oscuro que los demas. Se originan de un conidiéforo
simpodial y porégeno.
Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacién:
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Cdédigo: 0401-1A

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: 30 dias.

Especie identificada: Mucor sp. 2

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso: Color gris claro.

Descripcion del anverso: Colonias color gris verdoso, de textura pulverulenta.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio: Grueso, hialino y sin septos.

Propagulos: Esporas verdosas, unicelulares, esféricas, originados en esporangios esféricos de
esporangiéforo hialino simple, con columella. No se observan rizoides.

Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:



; -

3= 3

10kV X500 50pm UNIANDES 10kV A500 50pm UNIANDES




Caodigo: 0502-3B

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: 30 dias.

Especie identificada: Mucor sp. 1

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso: Color gris claro.

Descripcion del anverso: Colonias color amarillo-marrén palido, de textura pulverulenta.
Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Grueso, hialino y sin septos.

Propagulos: Esporas verdosas, unicelulares, esféricas, originados en esporangios esféricos de
esporangiéforo hialino ramificado, con columella. Se observan collaretes.

Fotografias de la microscopia:

Fotografia del Erlenmeyer (neumatlco+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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Cddigo: 0303-3I

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: 30 dias.

Especie identificada: Curvularia sp. 1

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso: Color marrén oscuro casi negro, mas claro hacia el margen.
Descripcion del anverso: Colonias de color marrén oscuro con zonaciones concéntricas de
marron mas claro. Margen crema. Textura algodonosa en el centro, mas aplanada hacia el
margen.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Delgado, dematiaceo y septado.

Propagulos: Fragmoconidios de cuatro células, dematiaceos, casi rectos, solitarios de origen
blastico, con el septo central mas oscuro que los demas y el apice achatado. Se originan de un
conidiéforo simpodial y porégeno.

Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del SEM:
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Cddigo: 0201-3F

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: Cinco dias.

Especie identificada: Trichoderma sp. 1

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso: Color blanco.
Descripcion del anverso: Colonias color blanco con verde claro, de textura algodonosa
compacta.
Pigmento difusible: Ausente.
Micelio vegetativo: Muy delgado, hialino y septado.
Propagulos: Ameroconidios esféricos, verdosos, en cabezas mucilaginosas. Se originan en
fialides con forma de botella (sucesion basipétala, origen blastico), de conidiéforos ramificados.
Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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Caodigo: 0301-1D
Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: 30 dias.

Especie identificada: Trichoderma sp. 3

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso:

Descripcion del anverso:

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Delgado, hialino y septado.

Propagulos: Ameroconidios esféricos, verdosos, en cabezas mucilaginosas. Se originan en
fialides con forma de botella (sucesion basipétala, origen blastico), de conidiéforos ramificados.

Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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Caodigo: 0202-1C
Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: Cinco dias.

Especie identificada: Aspergillus sp.

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcién del reverso: Color blanco

Descripcion del anverso: Colonias color negro con margenes blancos, de textura
pulverulenta.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Delgado, hialino y septado.

Propagulos: Ameroconidios esféricos, equinulados y dematiaceos. Se originan en fialides
(sucesion basipétala) ubicadas sobre una vesicula globosa en el apice de los conidioforos.

Fotografias de la microscopia:
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Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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Caodigo: 0202-3D

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: Cinco dias.

Especie identificada: Trichoderma sp. 2

Fotografia del reverso y anverso:

Descripcion del reverso:

Descripcion del anverso:

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Muy delgado, hialino y septado.

Propagulos: Ameroconidios esféricos, verdosos, en cabezas mucilaginosas. Se originan en
fialides con forma de botella (sucesion basipétala, origen blastico), de conidiéforos ramificados.
Fotografias de la microscopia:




Fotografia del SEM:

10kV X1,000 10pm

N

X1,000 1Opm UNIANDES 10kV X5,000 5um UNIANDES




Caodigo: 0502-3D

Medio de cultivo: Agar papa dextrosa + 50mg L™ clorafenicol.
Edad de la colonia: 30 dias.

Especie identificada: No identificada

Fotografia del reverso y anverso:

TN

Descripcion del reverso: Color crema.

Descripcién del anverso: Colonias de color blanco, radiadas y de textura algodonosa muy
compacta.

Pigmento difusible: Ausente.

Micelio vegetativo: Delgado, hialino y septado.

Propagulos: No se observan

Fotografias de la microscopia:

Fotografia del Erlenmeyer (neumatico+caldo Radha) tras 8 semanas en agitacion:
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