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GLOSARIO

Asca: Saco o envoltura que alberga las esporas en los Ascomicetos.

Basidio: Saco o0 envoltura que alberga las esporas en los Basidiomicetos
Basiodiospora: Espora de los Basidiomicetos

Espora: célula producto de reproduccion sexual o asexual. Unidad de propagacion y dispersion
que posee la capacidad de generar un organismo nuevo a partir de su desarrollo.

Estipite: pie de la seta. Hifas: filamentos cilindricos con crecimiento apical. Pueden ser septadas
(con tabiques transversales) o sifonadas (sin tabiques).

Hifas: filamentos cilindricos con crecimiento apical. Pueden ser septadas (con tabiques
transversales) o sifonadas (sin tabiques).

Himenio: estrato o capa donde se desarrollan los basidios junto con las células estériles (cistidios,
setas). Su estructura puede ser de laminillas, tubos/poros, en aguijones o lisa. Micelio: conjunto de
hifas que constituyen el cuerpo vegetativos o talo de los hongos. Micologia: Es la ciencia encargada

del estudio de los hongos.
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DEGRADACION DE PRODUCTOS DERIVADOS DE POLIETILENO MEDIANTE LA
APLICACION DEL HONGO SAPROFITO: Aspergillus spp.,

Autor : FREDDY WALTHER SALTOS PONCE

Tutora: Q.F. MERY ROSARIO RAMIREZ MUNOZ, PHD

RESUMEN

Los productos derivados de hidrocarburos como los polietilenos son ampliamente utilizados y la
mayoria no son reciclados y terminan contaminando los ecosistemas en general, siendo necesario
buscar estrategias de manejo que permitan mitigar la accion de estos contaminantes. Los avances y
descubrimientos cientificos aportan informacion de estrategias de biorremediacion como una
alternativa amigable para el ambiente, dentro de las que se destaca el uso de sistemas fungicos Los
sistemas fungicos cumplen un rol muy fundamental en nuestros bosques debido a la simbiosis que
realizan con las raices y el sustrato donde se encuentran. El presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo evaluar la capacidad biodegradadora de Aspergillus spp. aplicado al polietileno como una
alternativa bioldgica en la gestién de residuos solidos. La metodologia incluyé el cultivo de cepas
fungicas de Aspergillus spp. en los bosques hiumedos tropicales de la zona norte de Santa Elena. Se
utilizé 9 trampas de arroz en 3 estaciones (E1, E2, E3), con 3 repeticiones. Se obtuvieron muestras de
sistemas fungicos, las que identificaron por secuenciacion segun el banco de genes segun resultado
en el laboratorio Mlcrobiolab ubicado en la ciudad de Quito, identificandose Aspergillus flavipes,
Aspergillus neoflavipes, Aspergillus keveii, Aspergillus assiutensis, Aspergillus pseudonomiae. Los
que fueron sembrados en agar PDA para su multiplicacion. En concentracion 10* -105 UFC/ml de
cultivo fangico se aplicd derivados de muestras derivadas de polietileno, tales como el nylon con una
longitud de 3 cm y fundas plasticas de 2 x 2cm en placas Petri durante el periodo de 12 semanas en
incubacion en 37°C. El resultado demostr6 una pérdida de peso de Aspergillus neoflavipes para
fundas con un 20,21% y Aspergillus flevipes para nylon con un 35.30% de degradacion. Estos datos
se corroboraron con el analisis de espectroscopia de infrarrojo (FTIR) donde el resultado revela que
los enlaces quimicos nativos presentes en el polietileno (nylon) y funda plastica se alteraron por la
sinergia del Aspergillus.

Palaras claves: Espectroscopia de infrarrojo, Aspergillus spp. Biorremediacion.
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DEGRADATION OF POLYETHYLENE DERIVED PRODUCTS BY
APPLICATION OF THE SAPROPHYTIC FUNGUS: Aspergillus spp.,

Author: FREDDY WALTHER SALTOS PONCE
Tutor: Q.F MERY ROSARIO RAMIREZ MUNOZ, PHD

SUMMARY

Hydrocarbon-derived products such as polyethylene are widely used and most are not recycled
and end up contaminating ecosystems in general, making it necessary to find management
strategies that allow mitigating the action of these pollutants. Scientific advances and discoveries
provide information on bioremediation strategies as an environmentally friendly alternative,
among which the use of fungal systems stands out. Fungal systems play a very fundamental role
in our forests due to the symbiosis they perform with the roots and the substrate where they are
found. The present research work aimed to evaluate the biodegrading capacity of Aspergillus spp.
applied to polyethylene as a biological alternative in solid waste management. The methodology
included the cultivation of fungal strains of Aspergillus spp. in the tropical rainforests of the
northern area of Santa Elena. 9 rice traps were used in 3 stations (E1, E2, E3), with 3 repetitions.
Samples of fungal systems were obtained, which were identified by sequencing according to the
gene bank according to the result in the Microbiolab laboratory located in the city of Quito,
identifying Aspergillus flavipes, Aspergillus neoflavipes, Aspergillus keveii, Aspergillus
assiutensis, Aspergillus pseudonomiae. Which were planted in PDA agar for multiplication. In a
concentration of 104 -105 CFU/mI of fungal culture, derivatives of polyethylene-derived samples
were applied, such as nylon with a length of 3 cm and plastic covers of 2 x 2 cm in Petri dishes
during the period of 12 weeks in incubation at 37 ° C. The result showed a weight loss of
Aspergillus neoflavipes for covers with 20.21% and Aspergillus flevipes for nylon with 35.30%
degradation. These data were corroborated by infrared spectroscopy (FTIR) analysis, where the
result reveals that the native chemical bonds present in polyethylene (nylon) and plastic sheath

were altered by the synergy of Aspergillus.

Keywords: Infrared spectroscopy, Aspergillus spp. Bioremediation..
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INTRODUCCION

El polietileno es un material plastico usualmente presente en envases descartables,
fundas plastinas , redes de pescas entre otros son muy utilizados y fabricados en grandes
cantidades y, considerados como un problema ambiental debido a su dificil degradacion
(Allsopp et al. 2007). El uso extensivo de este material genera desechos que se
acumulan en el ambiente a una tasa de 25 millones de toneladas al afio, 40 % de las
cuales son dispuestas en rellenos sanitarios, mientras que cientos de miles de toneladas
son arrojadas como contaminantes mas importantes a cuerpos de agua, rios y océanos.
Este hecho ocasiona graves problemas, como contaminacion visual y muerte de

animales que los ingieren accidentalmente (Sudhakar M. et al. 2008).

Se han elaborado compuestos utilizando estos materiales y son denominados de “dificil
degradacion”; esto significa que su descomposicion natural emplea periodos de tiempo
largos Por lo que es necesario emplear métodos externos para degradar estos materiales
y/o ayudar a que su descomposicion sea mas rapida. Sin embargo, el uso de estos
métodos puede involucrar sustancias o recursos en exceso 0 pueden causar de forma
colateral algun efecto poco deseado para el medio. por lo que, se decidié emplear una
técnica de biorremediacion utilizando elementos propios de la naturaleza que actuen en
sinergia a una biodegradacion de estos polimeros con la menor cantidad de efectos
negativos para el ambiente.

Los organismos seleccionados para este proyecto fueron los hongos, respondiendo a
unas muestras fangicas que crecieron en recipientes con nutrientes y conocer que tipo de
hongos pueden ayudar en la biorremediacion de sustancias hidrocarbonadas, y con esto,

disminuir su
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tiempo de degradacion con la ayuda de estos organismos; y de este modo, contribuir con
la descontaminacion de estas sustancias en los diversos medios de una forma natural,
empleando menos recursos y capital y generando una menor cantidad de sustancias
toxicas para el ambiente. En el desarrollo de la investigacion, se clasificaron diecinueve
aislamientos diferentes, dentro de ocho géneros reconocidos: Acremonium sp.,
Aspergillus sp., Botrytis sp., Chaetomium sp., Mucor sp., Penicillium sp., Phialophora
sp., y Rhodhotorula sp. Dentro de estos aislamientos, se seleccionaron seis, los cuales se

pusieron en pruebas preliminares con petréleo
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PROBLEMA

El petroleo, uno de los hidrocarburos maés significativos, desempefia un papel
fundamental como materia prima en la fabricacion de una amplia variedad de
productos que utilizamos en nuestra vida cotidiana. Su utilidad es tan diversa que
se ha vuelto esencial buscar nuevas fuentes de extraccidn, a pesar de ser un recurso
no renovable. El uso excesivo de este recurso ha generado problemas ambientales,
como la degradacion de la vegetacion, las alteraciones de los habitats naturales, la
sobreexplotacién de yacimientos, la contaminacion por vertidos, las emisiones de

gases y particulas, asi como la produccién de subproductos y residuos téxicos.

La problematica en varios entornos no solo se origina a causa del petroleo, sino
también debido a otros compuestos hidrocarbonados en los que se utiliza el
petréleo como una de las materias primas para su produccién. Muchos de estos
compuestos son considerados dificiles de degradar, ya que necesitan varios afios
para descomponerse. Algunos de los compuestos hidrocarbonados que son
dificiles de degradar incluyen las gomas, el caucho, el diésel y el poliestireno. En
estos casos, es esencial que los agentes utilizados para la remediacion sean capaces
de romper las cadenas dobles y triples de los enlaces que forman estos materiales,
asi como sus ramificaciones, con el objetivo de desestabilizar su estructura

carbonada y facilitar su posterior detoxificacion y degradacion.

Las consecuencias ambientales provocadas por estos hidrocarburos han destacado
la necesidad de abordar la contaminacion generada por estas sustancias. Para llevar
a cabo este proceso, existen diversas técnicas disponibles, que pueden ser fisicas,
quimicas, térmicas, eléctricas o bioldgicas, e incluso la combinacion de algunas
de ellas. La eleccion de la técnica adecuada se basa en la evaluacion del método
mas apropiado, teniendo en cuenta el impacto en los recursos naturales y la

naturaleza de la sustancia contaminante.
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JUSTIFICACION

Los graves problemas ambientales resultantes del uso extendido e indiscriminado
de hidrocarburos han impulsado la busqueda de soluciones para mitigar los dafios
al medio ambiente. Estos problemas han surgido principalmente debido a la
introduccion de sustancias externas que, cuando se utilizan de manera inapropiada,
han causado graves impactos ambientales. Por tanto, se ha reconocido la necesidad
de encontrar alternativas naturales que permitan mejorar diversos entornos sin
causar dafos adicionales a los mismos.

Las técnicas de remediacion ambiental como la aplicacion de bacterias, hongos
estdn siendo de mucha utilidad en éstos procesos desempefiando un papel
importante en este proceso. Los hongos pueden ser preferibles en estrategias de
biorremediacion debido a factores como su menor tasa de proliferacion y mayor
estabilidad genética. Ademas, son eficaces gracias a sus caracteristicas intrinsecas,
como su resistencia y habilidad para sobrevivir en entornos con recursos limitados
y en condiciones de pH que oscilan entre 4y 6,5. Por estas razones, los hongos son
agentes prometedores para llevar a cabo la remediacién de hidrocarburos, ya que
son capaces de adaptarse a medios con disponibilidad limitada de nutrientes y
diferentes niveles de salinidad.Hay una importante variedad de hongos que tienen
la capacidad de degradar compuestos hidrocarbonados; pero dentro de estos se
conoce que el filo Ascomicetos del dominio fungi, existiendo mayor variedad de
especies y se distinguen con esta capacidad degradadora en sustancias

hidrocarbonadas
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad biodegradara de Aspergillus spp. sobre productos derivados de
polietileno en condiciones controladas, como una alternativa bioldgica para la gestion
de residuos plasticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar las muestras fungicas de Aspergillus spp, por medio de la utilizacion
de trampas de arroz para la propagacion de las colonias viables en un
cultivo agar-papa dextrosa (PDA).

e Caracterizar morfologicamente las cepas de Aspergillus spp con ayuda de
las claves taxondmicas de organismos filamentos dadas por Domsch y
Gams, mediante la tincion con azul de lactofenol y observacion de las
muestrastefiidas al microscopio.

e Establecer la actividad degradadora de Aspergillus spp ante los productos
de polietileno a través de las tendencias de crecimiento, porcentaje de masas
y analisis de espectroscopia de infrarrojo.
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HIPOTESIS ;

Ho: El tratamiento biolégico de Aspergillus spp, favorece la biodegradacion
de los productos derivados del polietileno.
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CAPITULO |

1 MARCOTEORICO

1.1 EL GENERO ASPERGILLUS

1.1.1 Importancia

Segun Pitt & Hocking (1997). Manifiesta que el género Aspergillus se
encuentra entre los géneros flngicos mas reconocidos y mejor
estudiados. La primera descripcion data de 1729, y fue realizada por
Micheli en "Nova Plantarum Genera", pero a mediados del siglo XX
comenzO a ser mencionado como un agente activo en la sintesis de
compuestos quimicos, transformaciones biosintéticas y produccion
enzimética (Pitt & Hocking, 1997). Las especies de este género se
encuentran distribuidas en la naturaleza pudiéndose aislar de una
variedad de sustratos. Muchas de ellas son xerofilas, y capaces de
deteriorar alimentos que apenas exceden los limites seguros de humedad.
Pitt & Hocking (1985) mencionan que existe gran nimero de especies
estan también estrechamente relacionadas con alimentos humanos,
particularmente cereales y nueces Si bien algunas especies se utilizan en
la produccion de alimentos, por ejemplo A. oryzae (Ahlburg) Cohn, en la
manufactura de salsa de soja. La mayoria de las especies de Aspergillus

aparecen en los alimentos como agentes de deterioro (Hocking, 1997).
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1.1.2 Diagnosis

El género Aspergillus se caracteriza, en términos generales, por la
alineacion de conidioforos con estipites largos no septados y apices
usualmente ensanchados formando una vesicula por lo general esférica;
sin embargo, en algunas especies son mas elongadas y no tan
conspicuamente ensanchadas, y llevan métulas y fialides en toda su
superficie (Figura. 1). Los conidioforos y cabezuelas estan producidos
a partir de una célula especializada denominada “célula pie” (Fig. 1).
Raper & Fennell (1965) enfatizan que los conidios varian en color,
tamafo y forma. A su vez, Pitt & Hocking, (1997) exteriorizan que para
una rapida determinacion de miembros de este género puede ser
obtenida por el analisis a microscopia Optica de los condifi6foros tipicos
de Aspergillus, una de las caracteristicas mas Utiles para la

identificacidn taxondmica de especies del género.

Figura 6

Esquema de las estructuras  morfologicas
caracteristicas del género Aspergillus

Vesicula

Estipite

Célula pie

- o |

Fuente: Pitt & Hocking (1997)
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1.1.3 Taxonomia

Aspergillus spp es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente
al filo Ascomycota. Se encuentra formado por hifas hialinas septadas y
puede tener reproduccion sexual (con formacién de ascosporas en el

interior de ascas) y asexual (con formacion de conidios) (Figura 7).

Figura 8 Género Aspergillus spp a 40x

e Reino Fungi
o Filo_ Ascomycota
= subfilo Pezizomycotina

= Clase Eurotiomycetes

» Subclase Eurotiomycetidae

= orden Eurotiales

= Familia Aspergillaceae
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1.1.4 género Aspergillus sppSustancias producidas por Aspergillus

Spp

Dhandapani, (2020) enfatiza que el hongo Aspergillus origina diversas

sustancias, entre ellas enzimas, micotoxinas y péptidos bioactivos

(Tabla1):

Tabla 4

Sustancias producidas por Aspergillus

Sustancia

Descripcion de su
accion

Enzimas

Es capaz de secretar un
alto nivel de enzimas al
medioambiente,
teniendo una
importancia comercial y
son utilizados en la
industria como aditivos
y suplementos
alimenticios

Micotoxinas

El género Aspergillus es uno de los
principales sistemas fungicos
productores  de micotoxinas
como las aflatoxinas,
desoxinivalenol, fumonisinas,
patulina y la ocratoxina A.

Péptidos
bioactivos:

El género Aspergillus es posee un
potencial de péptidos bioactivos.

Fuente: Dhandapani (2020
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1.1.5 Meétodo de captura de microrganismos en los suelos; trampa de arroz

Segun Coutinho de Andrade (2020), las técnicas relacionadas al uso de los
microorganismos eficientes estan basadas en el método natural de formacion del
suelo. Se trata de comunidades de microorganismos encontrados naturalmente en
ambientes sanos, que transforman la materia organica poniendo a disposicion el
alimento para producir plantas vigorosas y mantener la estabilidad del sistema. Las
trampas de arroz para Coutimho de Andrade (2020), son las comunes y faciles de
aplicar para la identificacién de hongos y levaduras de los distintos suelos que se
vaya a extraer. El arroz constituye el sustrato para la reproduccién de los
microorganismos. La relacion o rendimiento del arroz, aunque dependera del tamafio
de los del recipiente con el que se vaya a utilizar, es 20 g de arroz por cada frasco
posteriormente se tapa con una malla y se entierran a una profundidad de 5 a 10 cm
dependera de la calidad del suelo la proliferacién de microorganismos (Figura 3).

Figura 9

Trampas de arroz
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1.1.6  Espectroscopia de infrarrojo (IR)

La espectroscopia se basa en la absorcion de la radiacion IR por las
moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de
luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para
una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula
comienza a vibrar de una determinada manera gracias a la energia que
se le suministra mediante luz infrarroja. Pueden distinguirse dos
categorias bésicas de vibraciones: de tension y de flexion. Las
vibraciones de tension son cambios en la distancia interatémica a lo largo
del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexién estan

originadas por cambios en el &ngulo que forman dos enlaces

30
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1.2 MARCO LEGAL

La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008), en sus articulos
395, 400 y 406, reconoce principios ambientales que garantiza un
modelo sustentable de desarrollo, guiado a la conservacion de la
biodiversidad y la capacidad de regeneracion natural en los ecosistemas,
y expresa el bienestar de las futuras y presentes generaciones,
declarando asi la participacion del cuidado ambiental como interés
publico. Ademas, regula la conservacion, manejo y uso sostenible,
restauracion y delimitacion de ecosistemas fragiles y amenazados;
incluyendo humedales, bosques nubosos, bosques tropicales secos y

himedos y manglares, ecosistemas marinos y marino-costeros.

Del mismo modo en la seccidon 2* “Investigacion Ambiental” del
reglamento del Codigo Organico del Ambiente se instituyen los
siguientes articulos: Que el Art.28 literal c) menciona que es necesario
promover la investigacién ambiental basada en prioridades nacionales,
regionales y locales, apoyandose en el involucramiento de los diversos

actores y en el establecimiento de programas de formacion.

Que el Art. 31.- Proyectos de investigacion ambiental. - Los Gobiernos
Auténomos Descentralizados elaboraran, implementaran y evaluaran
proyectos de investigacion. Igualmente, la Estrategia Nacional de
Biodiversidad (2015-2030) tiene como objetivo profundizar el
conocimiento de los recursos bioldgicos disponibles y potencialmente
aprovechables, proteger los valores intangibles asociados a éstos, restaurar

ecosistemas, a su vez emprender procesos sostenidos de investigacion,
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desarrollo e innovacién tecnolégica basada en la biodiversidad; y, vincular
estratégicamente iniciativas locales de aprovechamiento de la biodiversidad
con las dinamicas econdémicas nacionales y globales (Ministerio del
Ambiente del Ecuador, 2016).

Por tanto, la informacion que generara el proyecto cumple parametros
legales en la linea de investigacion tanto a nivel nacional como local,
fomentando la conservacion de la biodiversidad en los ecosistemas donde se

desarrollan.
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CAPITULOII

2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en la comuna San José perteneciente a la
Parroquia Manglaralto. Esta ubicado en la zona norte del Cantdn Santa
Elena. Sus limites son: al Norte, con la Comuna Las Nufiez; al Sur,
con la Comuna Curia; al Este con la Comuna Olon y, al Oeste con el
Océano Pacifico. Sus coordenadas son -1.76025,S- 80.76894 N.
(Figura 4).

Figura 10

Ubicacién del area de estudios en el sector Nueva Aurora /San José y sus respectivas
estaciones (E1, E2, y E3

Comuna San José; Sector
“"Nueva Aurora™

"1\\;

Fuente: Google earth, (2024)
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2.2 Estacion 1: Sector campo verde

Se encuentra ubicada a 127 msnm en el nucleo 1 del SNA,
especificamente en las coordenadas 2°9°23°’S 'y 79°57°47°W. Segun las
observaciones realizadas, posee una alta densidad de vegetacion en la
que se destacan cultivos de platano, hortalizas y ciertas plantas
medicinales de la region, se catalogé como un sitio idéneo para la
proliferacion de microorganismos presentes en los suelos del bosque

hdmedos tropical de San Jose (Figura 5).

Figura 11

Estacion 1 Sector campo verde

2.3 Estacion 2: Centro de Bella Aurora
Se ubica a una altitud de 211msnm y sus coordenadas son 2°9°26’’S y
79°57°56°W. Segun las observaciones realizadas, posee una alta densidad de
especies vegetales herbéceas ubicadas en el centro de la estacion. Alrededor se
ubican especies arboreas caducifolias que desarrollan hojas al empezar la
temporada lluviosa y presencia de maleza (Figura 6) Adicionalmente, se
registro la presencia de anfibios (Epipedobates machalilla) y mamiferos como

caballos (Equus caballus
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Figura 12

Estacion 2 Centro Bella Aurora

2.4 Estacion 3: Zona poblada del SNA

Se encuentra a una altitud de 80 msnm especificamente en las
coordenadas 2°9°10”’S y 79°56°23’W. El suelo es mas compacto que
en las otras estaciones y en sus alrededores se encuentran arboles frutales

tales como; limon, mango, naranja entre otros (Figura 7).

Figura 13

Estacion 3 Zona poblada
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2.5 FASE DE CAMPO

25.1 Recoleccion de las muestras fungicas

Las muestras fungicas fueron recolectadas en el mes Agosto durante
época de invierno mediante la aplicacion de trampas de arroz segun el
método de capturas de microorganismos establecido por Mendoza &
Espinoza (2017) (Figura 8)

Figura 14

Trampas de arroz

Se emplearon 3 estaciones destinadas al aislamiento in situ de las
mismas. En cada estacion (E1; E2; E3) se recolectaron 3 réplicas (R1;
R2; R3,) (Figura 9). cada trampa de arroz se las ubic6 a 5 metros de
distancia entre cada una, un total de 3 muestras por estacién con el fin
de recolectar muestra representativa en cada zona, cada una de las
replicadas fueron introducidas en la rizosfera con una profundidad de
10 cm, posteriormente se taparon con tierra y un saran entre 5 a 10
dias para evitar que algun agente externo intervenga en el aislamiento

de los microorganismos (Figura 10)
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Figura 15

Estacionesy las replicadas para la recoleccion de las
muestras fangicas

Figura 10

Estacion 1 método de aislamiento
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2.6. FASEDE LABORATORIO

2.6.1 Siembra en superficie

Se utilizé el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), en un matraz erlenmeyer
de 500 ml se suministré 300 ml de agua destinada y 11,7 g de PDA, se calentd con
agitacion frecuente y a ebullicion para disolucion total, adicionando cloranfenicol
(400 ppm) para evitar el crecimiento bacteriano. Se esterilizé en autoclave a 121 °C,
15 psi, durante 15 min. Posteriormente, se colocd 30 mL del medio PDA en placas
de Petri de 80 cm x 15 mm para un total de 10 cajas Petri (Figura 11).

Figura 11

PDA utilizado para la preparacion de 10 cajas Petri esterilizadas
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Para la siembra en superficie se emplearon mecheros de alcohol para generar una
zona aséptica al momento de sembrar los sistemas fangicos en la camara de flujo
laminar con ayuda de un asa micologica se extendio el inoculo por la superficie de
acuerdo al protocolo de Gaddeyya y colaboradores (2012). Se realiz6 la siembra de
10 cajas Petri por cada estacion un total de 30 cajas que fueron incubadas a 25 °C
por un total de 7 dias y que fueron revisadas cada 24 horas evaluando el crecimiento

de colonias (Figura 12).

Figura 12

Céamara de flujo laminar, b) PDA utilizado para la preparacion de 10 cajas petri esterilizadas, c)
trampa de arroz para la inoculacion de hongos
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2.6.2 Aislamiento de colonias viables

Durante las revisiones diarias del cultivo en cajas de Petri, con la ayuda
de un estereoscopio (Figura 13), se identifico el crecimiento de
colonias aisladas y su respectiva seleccion. Para ello, se utilizé un
bisturi previamente esterilizado con alcohol para cotar cubos de agar
con las hifas mas jovenes del micelio y reinsertarlo en placas Petri con
PDA y cloranfenicol (400ppm) (Figura 14).

Figura 13

Vista de las hifas a través de un estereoscopio

Figura 14

Hifas mas jovenes del micelio y reinsertadas en
placas Petri con PDA y cloranfenicol
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2.6.3 Purificacién de hongos filamentosos

Para garantizan la homogeneidad genética de las cepas para su
identificacion molecular, estas se purificaron a través de la técnica de
cultivo monospdrico. Para esto se realiz6 un lavado del micelio aéreo con
2 ml de agua estéril que debian cubrir la superficie del micelio. Se
recolect6 una alicuota de 10 pl de esta solucion y se disperso en una placa
Petri con medio PDA 'y cloranfenicol (400ppm). Las placas se incubaron
a 25°C durante 7 dias en la oscuridad y se inspeccionaron cada 24 horas
de manera continua para observar el crecimiento de las colonias. Este
ensayo se realizo por triplicado con la finalidad de tener opciones de

seleccion para el registro fotografico y para la identificacion molecular

2.6.4 Caracterizacion morfologica

Con ayuda de las claves de Domsch y Gams (2007), se llevo a cabo la
caracterizacion de estructuras taxonémicas para la identificacion de
los morfotipos aislados. Esta actividad se realiz6 mediante la tincion
con azul de lactofenol y la observacion de la muestra tefiida al
microscopio, con el fin de identificar las estructuras morfoldgicas

distintivas del género al que pertenecian.

2.6.4.1 Género Aspergillus; caracteristicas macroscépicas

Al inicio las colonias presentaron coloracion blanca. Con el pasar de los
dias tomaron coloracién verde claro. En el reverso de la caja, color
crema. Se observo: La formacion de estrias en las colonias, bordes
difusos de color blanco,textura: Al principio de aspecto algodonoso.
Con el pasar de los dias tomaron un aspecto pulvurulento, , tipo de
micelio: No presentan micelio aereo Yy caracteristica especial:

Formacion de esclerocios en algunas cajas (Figura 15)
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Figura 15

Cultivo del hongo Aspergillus spp caracteristicas macroscopicas

2.6.4.2 Caracteristicas microscopicas

Se observaron conidiéforos con cabezas y vesiculas globosas
coincidentes con una de las cuatro formas basicas (globosa, radiada,
columnar o claviforme) mencionadas por Carrillo (2015) para las

cabezas conidiales del género Aspergillus.(Figura 16)

Figura 16

Aspergillus spp al microscopio, objetivo; 40x
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Fuente: Microbiolac (2024)
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2.6.5 Curvas de crecimiento

Se seleccionaron las muestras fungicas de mejor aspecto y parametros
establecidos en estas, con el porcentaje de crecimiento del hongo y
reduccion del peso de los polimeros de mejor resultado; ademas, se
corrieron blancos en los que se incubd el PDA con polimeros sin cultivo
micotico. Se consideraron los pesos iniciales de los polimeros en

estudio: Nylon y funda pléstica transparente.

Para el montaje de estos ensayos se partio de un cultivo monospaérico,
el cual se obtuvo dispersando las esporas de un trozo del cultivo aislado
en una solucion de Tween 80 al 0.1% obteniendo una dispersion
homogénea, sometida al conteo usando la camara de Neubauer. Se
realizaron diluciones pertinentes a concentracion de 1 espora/pL,
sirviendo de base para las proximas siembras que seran sometidas a
incubacidn por 3 dias a 25°C. Los cultivos fueron seleccionados para
ser replicados en medios de cultivos frescos adicionando los polimeros

en estudio.

Posteriormente, se sembraron en tubos de ensayo los que se incubaron
a 20°C y 150 rpm de agitacion; de estos, se tomaron 3 tubos cada 7 dias
para determinar la masa ganada por el hongo en este tiempo y construir

la curva de crecimiento (Figura 17).
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Biomasa

Figura 17

Curva de crecimiento de hongo
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2.6.6. Evaluacion de la actividad degradadora ante los polimeros de baja

densidad

El tercer objetivo, consistid en determinar si las cepas estudiadas
mostraron actividad biodegradadora en otros materiales organicos que
constituyen residuos de ““dificil degradacion”". Este objetivo se realiz6
siguiendo el procedimiento de las pruebas preliminares realizadas,
usando nylon (poliamida) y funda plasticas (poliuretano); con el fin de
ampliar la informacion sobre la capacidad degradadora que los

organismos en estudio puedan poseer sobre compuestos organicos.

Se evallo la posible degradacion que los hongos pudieron llevar a cabo
en las matrices de los polimeros en estudio, por medio de la masa
perdida por cada uno de los materiales probados. Los hongos fueron
incubados por 15 semanas; 0,50 g de polietileno nylon y 0,40 g de
funda plastica, se agit6 a 160 rpm. Pasado este tiempo, se filtraron y
secaron los materiales probados, luego estos “polimeros fueron
sometidas a secado hasta obtener peso constante; posteriormente se
pesaron en una balanza de precisién analitica gravimétrica, modelo S
2000 ( 0,0001g), con el proposito de determinar el peso perdido por la
degradacién de los hongos, finalmente se determind el porcentaje de

degradacion de cada cepa evaluada.
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2.6.7 Determinacion de la biodegradacion de nylon y fundas de
polietileno por la técnica de Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) utiliza el
hecho de que las moléculas organicas absorben determinadas frecuencias en el
infrarrojo que son caracteristicas de su estructura. Dichas absorciones son
frecuencias de resonancia, es decir, la frecuencia de la radiacion absorbida
coincide con la frecuencia del enlace o del grupo que vibra. La técnica de
FIRT denota cuantitativamente la reduccion indices de carbonilo (C-O) y de
las terminaciones con doble enlace (C=C) de una molécula cuando ésta sufre
algun cambio. EIl espectro infrarojo (IR) se analiza separando dos zonas

referenciales; la primera es llamada la regién de los grupos funcionales que va
de 1200 a 3600 cm™L y la segunda denominada regién de huella digital que se

despliega desde 600 a 1200 cmL; esta dltima es una zona muy especifica, donde
los picos no varian para un polimero, a menos que este haya sufrido el efecto de

algun agente quimico, fisico o bioldgico (Gulmine 2002)
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CAITULO I
3. RESULTADOS
3.1 Aislamiento y caracterizacion de hongos obtenidos a partir de muestras
de trampas de arroz
Las muestras de hongos cultivadas con fuente orgéanica, fueron
sembradas en 3 estaciones un total de 3 unidades por estaciones en los
meses de agosto, septiembre y Octubre del 2024, hasta lograr su
purificacion. El total de las muestras aisladas en los medios fueron 27
utilizadas; estas se purificaron e identificaron segln sus caracteristicas
macroscopicas como color, textura, dispersion en el medio, forma, entre
otras; junto a la caracterizacion microscépica realizada con ayuda de

tincion con azul de lactofenol. (Tabla 2)

Tabla b

Numero de trampas de arroz empleadas en el proyecto

TRAMPAS DE ARROZ EMPLEADAS EN AGOSTO
ISEPTIEMBRE?2024

FECHA ESTACION CANTIDAD Total
5/08/2024 El 3 3
5/08/2024 E2 3 3
5/08/2024 E3 3 3
15/09/2024 El 3 3
15/09/2024 E2 3 3
15/09/2024 E3 3 3
25/10/2024 El 3 3
25/10/2024 E2 3 3
25/10/2024 E3 3 3

27
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3.2 Aislamiento de cepas fungicas en placas Petri

El aislamiento de las cepas fungicas crecidas en cajas de Petri (total 90)
estuvieron determinadas segun las estaciones identificadas como E1, E2
y E3, en 3 fechas diferentes: El 18 de agosto situando en EL1 las colonias
de coloracion verde(R1), amarillas (R2) y grises (R3), estas coloraciones
predominaron en la trampa. En la E2 las colonias predominantes de
coloracion verde(R1), amarillas (R2) y en la E3 se inocularon las
colonias de coloracion grises y blancas. La segunda siembra se realizo el
25 de septiembre del 2024 con un total de 90 cajas Petri inoculadas, en
la E1 se inocularon las colonias de coloracion verde, amarillas y grises.
En la E2 se inocularon las colonias de coloracion verde, amarillas y en
la E3 se inocularon las colonias de coloracion grises y blancas.

La tercera siembra se realizd el 6 de octubre del 2024 con un total de 90
cajas Petri inoculadas, en la E1 se inocularon las colonias de coloracion
verde, amarillas y grises. En la E2 se inocularon las colonias de
coloracion verde, amarillas y en la E3 se inocularon las colonias de
coloracion grises, blancas y negras, un total de 270 placas Petri

utilizadas. Véase en (Tabla 3).
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Tabla 6

Placas Petri inoculadas

CAJASPETRIUTILIZADAS AGOSTO /OCTUBRE 2024

FECHA | ESTACIO | Coloracion del moho | REPLICAS | Petri por replica
N (10 unid)

12 /08/2024 El Verde /Amarillo/Gris 3 30

12 /08/2024 E2 Verde /Amarillo 3 30

12 /08/2024 E3 Gris/Blanco 3 30

25/09/2024 El Verde /Amarillo/Gris 3 30

25/09/2024 E2 Verde /Amarillo 3 30

25/09/2024 E3 Gris/Blanco 3 30

5/10/2024 El Verde /Amarillo/Gris 3 30

5/10/2024 E2 Verde /Amarillo 3 30

5/10/2024 E3 Gris/Blanco 3 30
270
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3.3 Caracterizacion morfoldgica

Una vez realizado el aislamiento de las muestras obtenidas de los
recipientes, se realizo la caracterizacion morfologica de los morfotipos
con ayuda de las claves taxondémicas de Domsch y Gams (2007), en las
cuales, se encuentran las estructuras microscépicas caracteristicas del

género clasificado. (Figura 18).

Figura 18

Clave taxonémica del género Aspergillus

- Microconidios

—Fialides

Vesicula

Conidiéforo

Fuente: (Bonifaz, 2012)

Las muestras fungicas fueron analizadas en el Laboratorio de
microbiologia “ MICROBIOLAB” ubicados en la cuidad de QUITO, se
enviaron 3 placas Petri por cada estacion un total de 9 muestras para la
identificacion del género a estudiar mediante la tincion de azul de
lactofenol con preparaciones de muestras en fresco mediante la técnica

de cinta adhesiva o scotch; Enla E1, E2 Y E3 se visualiz6 la presencia
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de una caracteristica vesicula presente en el género Aspergillus spp
conidioforo, fidlide y microconidios con objetivo de 40x para una mejor

observacion de sus caracteristicas (Figura 19).

Figura 19

Aspergillus spp tefiido con azul de lactofenol a 40x
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Fuente; (MICROBIOLAB, 2024)
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3.4 Especies identificadas

Para la identificacion de especies, las secuencias obtenidas por el método de sanger
fueron realizadas por el Laboratorio certificado “MICROBIOLAB” , las mismas que
fueron comparadas con secuencias del GenBank a través de la herramienta BLASTn,
se identificaron los principales hits para los amplicones de ITS y LSU (Apéndice A
y Apéndice B). De estas, se seleccioné aquel resultado con mayor porcentaje de
identidad y relacion morfoldgica con las fotografias previamente realizadas (Tabla

4). Véase en anexo 4.

Tabla7

Caracterizacion macroscépica y microscopica del género Aspergillus y sus especies identificadas.

Porcentaj e

MACROSCOPICA MICROSSCOPICA ( Cddigo de Codigode Organismo
40x) identidad acceso
Microconidios
% ' Fialide .
. ‘ - Aspergillus
S %{,,/V”icuh PLSU_BO01 100.0% OL772705.1 neoflavipes
7
Conidiéforo
Aspergillus
PITS_A01 99.1% MH472977 flavipes
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PLSU_FO01 100.0% NG 070046.1 Aspergillus
keveii

PLSU_GO5 | 100.0% NG_070052 Aspergillus
assiutensis
Aspergillus

PLSU_HO02 | 99.82% OL711683.1 pseudonom

iae

Las caracteristicas fisicas y estructurales de las de las 9 muestras enviadas fueron las
siguientes; en la E1 se presentan cajas Petri con hongos de coloracion verde, amarillo
y blanca , en base al informe emitido por MICROBIOLAC se identificaron las

siguientes especies; Aspergillus neoflavipes (coloracion verde), Aspergillus flavipes
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(coloracién amarilla) y Aspergillus keveii (coloracion blanca). En la E2 se
presentaron cajas Petri con hongos de coloracién verde, amarillo y gris, se
identificaron las siguientes especies; Aspergillus neoflavipes, Aspergillus flavipes y
Aspergillus assiutensis. En la E3 se presentaron cajas Petri con hongos de coloracion
gris, blanca y negro, se identificaron las siguientes especies; Aspergillus keveii,

Aspergillus assiutensis y Aspergillus pseudonomiae (Figura 20)

Figura 20

Aspergillus y sus especies identificadas por estaciones
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3.5 Pérdida de masa de los polimeros de baja densidad

3.5.1 Polimero nylon

Se analizaron 90 muestras de polimeros, en cada placa Petri con agar
PDA se ubic6 0,50 g de Nylon con una longitud de 3 cm, mediante una
siembra de 3 puntos del hongo saprofito; Aspergillus neoflavipes,
Aspergillus flavipes , Aspergillus keveii, Aspergillus assiutensis y
Aspergillus pseudonomiae. Cada sistema fungico se inocul6 con su debida

rotulacion de las estaciones donde se encontraron (Figura 21).

Figura 21

Polietileno (nylon) en aislamiento con
cepas de Aspergillus

En la E1-R1 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubicé 0,50 g de
Nylon con una longitud de 3 cm, mediante una siembra de 3 puntos del hongo
saprofito; Aspergillus flavipes. Mediante el aislamiento de este polimero y en
estar en contacto con el sistema fungico fue perdiendo peso conforme a las

semanas 1 hasta la 15 (Tabla 5)
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Tabla 8

Peso del polietileno Nylon, ubicado en la E1 de laréplica 1 mediante la aplicacién del hongo;
Aspergillus flavipes

NUMERO Pesoinicial Peso de la Peso de la Peso de
DE (s)) semanalab lasemana6a semana
PLACA Q) 11a

10 15
) )
1 0.50 0,48 0,45 0,40
2 0.50 0,47 0,45 0,35
3 0.50 0,49 0,45 0,35
4 0.50 0,47 0,40 0,35
5 0.50 0,47 0,40 0,35
6 0.50 0,49 0,45 0,40
7 0.50 0,48 0,46 0,40
8 0.50 0,47 0,40 0,35
9 0.50 0,49 0,46 0,37
10 0.50 0,48 0,45 0,37

La figura 22 refleja los pesos de nylon durante 15 semanas, la aplicacion del sistema
fangico en las primeras 5 semanas la reduccion que oscila entre 0,2a 0,39, en la
semana 10 semanas el peso oscil6 entre 0,4 a 0,5 g y en la semanas 15 representd un
0,6 a 0,7g de pérdida de sus masa. Para medir el porcentaje de la pérdida de masa
durante todo el ensayo se considerd la formula; (Pi-PF / Pf) x 100 dando un resultado

de degradacion del 30,23% (Figura 22)
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Figura 16

Peso del politileno Nylon, ubicado en la E1 de la réplica 1 mediante la aplicacién del hongo;

Aspergillus flavipes
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Enla E1-R 2 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubicé 0,50 g de Nylon
con una longitud de 3 cm, mediante una siembra de 3 puntos del hongo saprofito;
Aspergillus neoflavipes. Mediante el aislamiento de este polimero y en estar en
contacto con el sistema fangico fue perdiendo peso conforme a las semanas 1 hasta
la 15 (Tabla 6).

Tabla 9

Peso del polimero Nylon, ubicado en la E1 de la réplica 2 mediante la aplicacion del hongo;
Aspergillus neoflavipe

NUMERO Pesoinicial Peso de la Peso de la Peso de la

DE (s)] semanalab semana 6 a semanalla

PLACA 10 15
1 0.50 0,47 0,45 0,40
2 0.50 0,47 0,40 0,37
3 0.50 0,49 0,45 0,35
4 0.50 0,45 0,40 0,35
5 0.50 0,45 0,40 0,35
6 0.50 0,49 0,40 0,34
7 0.50 0,49 0,47 0,38
8 0.50 0,47 0,40 0,35
9 0.50 0,49 0,46 0,35
10 0.50 0,48 0,45 0,37
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La figura 23 refleja los pesos de nylon durante 15 semanas, la aplicacion del sistema
fangico en las primeras 5 semanas la reduccién que oscila entre 0,2a0,3g,enlas0
semanas el peso oscild entre 4 a 5y en la semanas 15 represent6 un 0,6 a 0,7g de
perdida de sus masa. Para medir el porcentaje de disminucion de masa durante todo
el ensayo se considerd la formula; (Pi-PF / Pf ) x 100 dando un resultado de

degradacion del 20,21%.

Figura 17

Peso del polietileno Nylon, ubicado en la E1 de la réplica 1 mediante la aplicacion del
hongos; Aspergillus neoflevipe
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En la E1-R3 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubic6 0,50 g de Nylon
con una longitud de 3 cm, mediante una siembra de 3 puntos del hongo saprofito;
Aspergillus keveii,. Mediante el aislamiento de este polimero en contacto con el
sistema fangico fue perdiendo peso en el transcurso de la semana del 1 hasta la 15

(Tabla 7)

Tabla 10

Peso del polimero Nylon, ubicado en la E1 de la réplica 3 mediante la aplicacion del hongo;
Aspergillus keveil

NUMER Pesoinicial Peso de la Peso de la Peso de la
O DE (s)) semana 1 a semana 6 a semana 11
PLACA 5 10 ald

1 0.50 0,48 0,46 0,45
2 0.50 0,47 0,40 0,45
3 0.50 0,49 0,45 0,46
4 0.50 0,47 0,46 0,45
5 0.50 0,47 0,46 0,45
6 0.50 0,49 0,45 0,46
7 0.50 0,48 0,46 0,46
8 0.50 0,47 0,46 0,45
9 0.50 0,49 0,46 0,46
10 0.50 0,48 0,45 0,45

La figura 22 refleja los pesos de nylon durante 15 semanas, la aplicacion del sistema
fangico en las primeras 5 semanas la disminucion de masa oscil6 entre 0,2 a 0,3 g,

en la semana 10 el peso disminuyé entre 0,4 a 0,5y en la semana 15 represent6 una
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disminucion de masa entre 0,6 a 0,7g. Para medir el porcentaje de disminucién de
masa durante todo el ensayo se consider6 la formula; (Pi-PF / Pf) x 100 dando un

resultado de degradacién del 15,23%
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Figura 18

Pesos del polimero Nylon, ubicado en la E1 de la réplica 3 mediante la aplicacién del hongo;
Aspergillus keveil
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flavipes

En la E2-R1 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubic6 0,50 g de Nylon
con una longitud de 3 cm, mediante una siembra de 3 puntos del hongo saprofito;
Aspergillus keveii,. Mediante el aislamiento de este polimeroy en estar en contacto

con el sistema fUngico fue perdiendo peso conforme a las semanas 1 hasta la

15.(Tabla 8)
Tabla 11
Peso del polietileno Nylon, ubicado en la E2 de la réplica 1 mediante la aplicacion del hongo; Aspergillus
NUMERO Peso inicial (g) Peso de la Peso de la Pesode la
DE PLACA semanala semana 6 a semana 11
5 10 als
1 0.50 0,47 0,46 0,45
2 0.50 0,47 0,46 0,44
3 0.50 0,49 0,45 0,35
4 0.50 0,47 0,40 0,45
5 0.50 0,47 0,40 0,35
6 0.50 0,49 0,45 0,44
7 0.50 0,48 0,46 0,40
8 0.50 0,47 0,45 0,44
9 0.50 0,49 0,46 0,45
10 0.50 0,49 0,47 0,46

La figura 25 refleja los pesos de nylon durante 15 semanas, la aplicacion del sistema
fangico en las primeras 5 semanas hubo disminucion de peso que oscil6 entre 0,1 a

0,39, en la semana 10 el peso disminuido oscil6 entre 0,1 a 0,2 y en la semanas 15
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representd una disminucién de peso de 0,2 a 0,3g. Para medir el porcentaje de la

pérdida de peso durante todo el aislamiento se considero la formula; (Pi-PF / Pf) x

100 dando un resultado de degradacion del 10,23

Figura 19

Peso del polietileno nylon E2-R1 ubicado en la el de la réplica 1 mediante la aplicacion
del hongos; Aspergillus flavipes
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3.5.2 Funda plastica

Se analizaron 90 muestras de polimeros de baja densidad, en cada placa Petri con agar
PDA se ubico 0,40 g de funda pléstica con una longitud de 2 cm x 2cm, mediante
una siembra de 3 hongos saprofito; Aspergillus neoflavipes, Aspergillus flavipes ,
Aspergillus keveii, Aspergillus assiutensis y Aspergillus pseudonomiae. Cada
sistema fungico se inoculd con su debida rotulacion de las estaciones donde se

encontraron (Figura 26).
Figura 21

Polietileno (funda) en aislamiento con cepas de
Aspergillus

En la E1-R1 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubic6 0,40 g de funda
plastica transparente con una longitud de 2 cm x 2cm, mediante una siembra de 3
puntos del hongo saprofito; Aspergillus keveii,. Mediante el aislamiento de este
polimero y en estar en contacto con el sistema fangico fue perdiendo peso

conforme a las semanas 1 hasta la 15 (Tabla 9)
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Tabla 12

Peso del polietileno Funda Plastica, ubicado en laE1 de la réplica 1 mediante la aplicacion del hongo;
Aspergillus flavipes

NUMERODE  Pesoinicial () Peso de la Peso de la Peso de la
PLACA semanala5s semana6 a semanalla
10 15
1 0.40 0,39 0,37 0,359
2 0.40 0,39 0,37 0,35
3 0.40 0,39 0,37 0,34
4 0.40 0,39 0,37 0,36
5 0.40 0,39 0,37 0,35
6 0.40 0,39 0,37 0,34
7 0.40 0,39 0,37 0,35
8 0.40 0,39 0,37 0,37
9 0.40 0,49 0,46 0,379
10 0.40 0,48 0,45 0,379

En la E1-R2 se inocularon 10 placas Petri con agar PDA se ubicé 0,40 g de funda
plastica transparente con una longitud de 2 cm x 2cm, mediante una siembra de 3
puntos del hongo saprofito; Aspergillus keveii,. Mediante el aislamiento del
polimero y en estar en contacto con el sistema fungico fue perdiendo peso

conforme a las semanas 1 hasta la 15 (Tabla 10).
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Tabla 13

Peso del polimero Funda Plastica, ubicado en laE1 de la réplica 1 mediante la aplicacion del hongo; Aspergillus neoflavipes

NUMERO DE Pesoinicial (g) Peso de la Peso de la Peso de la
PLACA semanalab semana 6 a semanalla
10 15
1 0.40 0,39 0,39 0,35
2 0.40 0,40 0,38 0,36
3 0.40 0,39 0,38 0,35
4 0.40 0,40 0,37 0,35
5 0.40 0,38 0,37 0,35
6 0.40 0,40 0,38 0,37
7 0.40 0,39 0,39 0,38
8 0.40 0,38 0,37 0,35
9 0.40 0,39 0,38 0,37
10 0.40 0,40 0,37 0,37




Masa del hongo

3.6 Curvas de crecimiento:

Como se observd en la figura 1, los mejores resultados son dos de las especies de
Aspergillus sp., A neoflavipes (PLSU_BO01) y A. flavipes (PITS_A01), en las que,
el mejor comportamiento en ambos aislamientos se presentd cuando estaban
expuestas en las pruebas ante los polimeros de baja densidad y la disminucién de
Sus masas; por esto, estas dos muestras se escogieron para realizar las curvas de
crecimiento con el fin de conocer el comportamiento presentado por estos dos
aislamientos. La primera curva realizada, pertenecié al aislamiento codificado
PITS_A01 (Aspergillus flavipes) . EI comportamiento presentado por este

aislamiento se muestra en la (Figura 27).

Figura 23

Curva de crecimiento del aislamiento de .Aspergillus flavipes
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La curva de crecimiento de este aislamiento se realizé durante un periodo de tiempo
de quince semanas, en el cual, el aislamiento present6 un crecimiento moderado. Sin

embargo, el analisis de varianza de un factor con nivel de significancia de 0,05
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muestra que hay diferencias entre semanas (F > Fcritico) confirmando las diferencias
comportamentales del aislamiento dentro de la curva de crecimiento en las diferentes

fases caracteristicas.

Como se muestra en la figura 27, la curva parece iniciar con una fase logaritmica
durante las primeras dos semanas, en las que probablemente aprovech6 algunos
compuestos organicos de cadena corta disponibles en el polimero evaluado; luego,
comienza una fase de latencia comprendida desde la segunda hasta la décima semana,
esto pudo ocurrir debido a que la matriz fue dificil de descomponer, hubo poco del
componente usado como fuente de carbono y energia 0 se encontraron sustancias
toxicas que detuvieron momentdneamente su crecimiento mientras fueron en cierto

descompuestas.

Entre la décima y la décima primera semana existe una fase logaritmica en la que
se alcanza el mayor crecimiento mostrado para este aislamiento bajo las
condiciones del experimento. Luego, entre las semanas décimo primera y décimo
segunda se evidencié una disminucién en el crecimiento del aislamiento,
mostrando dificultad para estabilizarse. Entre la semana décimo segunda y décimo
tercera, se mantuvo en una fase estacionaria; posteriormente entran a una fase de
decaimiento. Las anteriores afirmaciones, se respaldan por los valores obtenidos
para P en la prueba t para dos muestras con varianzas iguales (con un nivel de
significancia de 0,05) utilizadas para comparar las masas en el periodo de ensayo

(Tablall).

69



Tabla 11

Comparacion entre los valores obtenidos de masa del aislamiento PITS_A01 (A. flavipes) para la
curva de crecimiento mostrada en la figura 27. Valor P obtenido de la prueba t para dos muestras

con varianzas iguales con un nivel de significancia de 0,05

0al 0,0125
la? 0,0394
2a3 0,0707
3a4d 0,0953
4ab 0,1833
5a6 0,2543
6a’7 0,2996
7a8 0,3543
9al10 0,3451
10a11 0,3123
11a12 0,2543
12a13 0,2022
13a14 0,1398
14 a15 0,1063

Nota: Los valores menores a P se muestran en negrilla para resaltar las semanas en

las que hubo un crecimiento estadisticamente significativo.



Ademas de la curva de crecimiento para el aislamiento A. flavipes, se construyé la

del aislamiento de A. neoflavipes la cual se muestra en la Figura 28:

Figura 25

Curva de crecimiento del aislamiento de Aspergillus. neoflavipes
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El comportamiento presentado por el aislamiento A. neoflavipes, se evaluo6 durante
quince semanas, aunque el crecimiento fue un menor que el del aislamiento A.
flavipes, también se hizo un anlisis de varianza de un factor con nivel de
significancia de 0,05 con el fin de mostrar que hubo una diferencia entre las masas
obtenidas del hongo en las semanas en las que se llevo a cabo el experimento (F >

Fcritico).

En la figura 28 se observd que en la primera semana, se presentd un crecimiento
en fase logaritmica, mostrando el posible aprovechamiento de polimero, de la
primera a la tercera semana entré en una fase de latencia en la cual, se estaba
adaptando al medio en el que se encontraba, de la tercera a la cuarta semana, sé
registr6 una fase de muerte en la que la poblacion disminuyd notablemente,
(0,9043 P) este comportamiento pudo deberse a la baja asimilacion que presento
el aislamiento a la matriz contaminante con la que se encontraba. Sin embargo, de

la semana cuarta a la sexta, se presentd de nuevo una fase de latencia en la que,

Oal 1a2 2a3 3a4 4a5 5a6 6a7 7a8 9al0 10a 1la 12a 13a 14a
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los organismos comenzaron sutilmente a aumentar su poblacién, (0.0028 P)
empezaron a adaptarse a otra sustancia para consumir y aprovechar el sustrato
existente 0 a la accion de disminucion de los residuos tdxicos que estuvieron
presentes mientras se encontraban en la fase de latencia, de la semana sexta a
la séptima ocurrio una fase logaritmica, de la semana séptima a la octava hubo un
decrecimiento importante en la masa ganada por el hongo, llevando a la menor
masa registrada desde el inicio de la curva de crecimiento, de la semana octava a
la novena, se registrd una fase logaritmica que aument6 ligeramente (0.0007 P) la
poblacion existente, de la semana novena a la décima se presenté nuevamente un
decrecimiento de la masa presente, la que no vario hasta la semana décimo cuarta,

en la que el hongo parece entrar en fase de decaimiento.

Al igual que en la figura 27, en esta curva de crecimiento se observan diauxias, en
un crecimiento por pulsos que permite pensar, en el aprovechamiento realizado
por la muestra de las sustancias componentes del polimero, al presentar tres fases
logaritmicas, las cuales fueron empleadas en diferentes momentos segun su
disponibilidad para su empleo como fuente de carbono y con esto, la alteracion del
contaminante. Del mismo modo que en la curva mostrada, como en el caso del
aislamiento A. flavipes, fueron soportadas por los valores obtenidos para P en la
prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales (con un nivel de
significancia de 0,05) la cual se us6 para comparar las masas evaluadas

semanalmente del hongo en estudio (Tabla 12).
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Tabla 12:
Comparacidn entre los valores obtenidos de masa del aislamiento A spergillus neoflavipes para
la curva de crecimiento mostrada en la figura 28. Valor P obtenido de la prueba t para dos

muestras suponiendo varianzas iguales con un nivel de significancia de 0,05

Comparacion

entre Valor P
semanas
O0al 0,0001
la2 0,0084
2a3 0,0283
3a4 0,0345
4as5s 0,0553
5a6 0,0743
6a7 0,0935
7a8 0,1243
9a10 0,1551
10a11 0,1723
11a12 0,1823
12a13 0,1723
13a14 0,1398
14a15 0,1063

Nota: Los valores menores a P se muestran en negrilla para resaltar las semanas en las
que hubo un crecimiento estadisticamente significativo.

En las dos anteriores figuras 27 y 28, se representd la desviacion estdndar mediante
las barras de error. En las cuales, se evidencio, la mayor desviacion se observo

cuando el crecimiento del hongo habia sido mayor, llegando a la misma
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conclusion, el error instrumental y el comportamiento con diferencias
significativas de las muestras. Las graficas de error para estas dos Ultimas figuras,
mostraban la posibilidad de encontrar los datos dentro del rango de dispersion
calculado; sin embargo, se utilizé la t de student y el ANOVA con el fin de
confirmar la diferencia significativa entre los valores de cada semana y apoyar el
comportamiento presentado y visualizado en las figuras en el transcurso del
ensayo.

El crecimiento de los aislamientos no parece significativo si se compara con las
pruebas preliminares realizadas; sin embargo, debe recordarse que el cultivo
empleado para las curvas de crecimiento era monosporico, mientras que en las
pruebas preliminares el bocado utilizado provenia de mas de una espora; por lo
que, al parecer es necesario de una mayor poblacion para descomponer el polimero
de forma efectiva

Para la elaboracion de las gréficas, se realiz6 una toma de muestra semanal por
duplicado; con el fin de mostrar la desviacion existente y la confiabilidad entre el
grupo de muestras obtenidas por semana. Este triplicado se expresa en las graficas
como barras de error en cada punto graficado. Tanto en las graficas 27 como en la
grafica 28, se puede observar que el punto en el que se presenté un mayor
crecimiento de la muestra, la desviacion fue mayor. Se enfocd principalmente
el comportamiento naturaleza propia de cada aislamiento, al error generado por
el instrumento de medicion (balanza analitica) y/o al error experimental,

mostrando mayor dispersion entre mas crecimiento se presentaba
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3.7 Degradacion de polimeros por parte de los sistemas fungicos,
Aspergilllus flavipes y

Asépergillus neoflavipes

La principal sustancia que compone el nylon, son las poliamidas, unidas en cadena
larga y con radicales de al menos un 85% alifaticos, cicloalifaticos o aromaticos
(Carrion, 2014). Las investigaciones realizadas en materia de degradacion de este

material, han sido realizadas tanto con bacterias como con hongos.

Tomasini & Ledn, (2015) manifiestan que una de las técnicas empleadas con el fin
de disminuir los factores de estrés en las células libres que causan la disminucion del
crecimiento de los hongos, es la inmovilizacién; la cual se puede realizar con
polimeros como la poliamida (usando el material como el nylon), y de este modo,
aumentar la produccion de metabolitos que juegan un papel importante en la
biodegradacion . Los estudios realizados en la inmovilizacion de muestras fangicas
para comprobar una mayor produccion de metabolitos que ayuden en la
biodegradacion, ha sido reportada por Hui, Amirul, Yahya, & Azizan (2010)
inmovilizando a A. terreus y logrando una mayor produccion de enzimas celuliticas.
Ledn, Meraz, Wrobel, & Tomasini (2011), por su parte, reportaron la inmovilizacion

de Rhizopus oryzae para la degradacion de pentaclorofenol.

La tematica de la inmovilizacién tratada anteriormente, muestra la posibilidad de
emplear esta técnica en consorcios de organismos con el fin de: aumentar la actividad
metabdlica del consorcio usado; emplear diferentes cepas para potenciar la

degradacién de compuestos toxicos y usar cepas capaces de degradar el nylon para
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disminuir en lo posible todos los compuestos contaminantes que puedan encontrarse
en el medio dispuesto, mientras se aprovecha la mejora de la inmovilizacion con
nylon y a su vez se degrada. Con el fin de conocer las otras sustancias que estos

aislamientos
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parecen ser capaces de degradar, se realiz6 una revision bibliografica encontrando que
el género Mucor sp., puede degradar benzopireno, caso reportado por Dan, Pei-jun,
Stagniti & Xiong (2006), benzoantraceno, reportado por Yongming & Chen (2018)
e hidrocarburos de gasoleo, reportado por Marchut-Mikolajczyk, Kwapisz,
Wieczorek, & Antczak (2015). Para el caso de Aspergillus sp., se conoce que otras

matrices capaces de degradar son gasolina y HAP’s (Kumar, 2016).

Una de las caracteristicas de estos organismos, es que la alta produccion de enzimas
ocurre segun el sustrato con el que puedan tener contacto. Algunas de las enzimas que
se conoce que segregan los hongos son la b-galactosidasa la cual degrada la lactosa,
la invertasa, que degrada la sacarosa, la b-glucosidasa que degrada la celobiosa y las
peroxidasas y lacasas que degradan parte de la lignina. La via oxidativa llevada a
cabo emplea enzimas junto con la accion del oxigeno para descomponer los
compuestos; dentro del grupo de compuestos que se conoce se degradan por esta via
son los aromaéticos no fendlicos, por medio de enzimas lignino y manganeso-
peroxidasa y las lacasas que catalizan la oxidacion de fenoles y aminas aromaticas.
Referente al método de hidrdlisis, se conoce acerca de la degradacion de la cutina, el
uso de la enzima cutinasa, las enzimas xilanasa, arabanasa y galactanasa en la
disolucion de la pared celular (Cepero, Restrepo, Franco, Cardenas, & Vargas,

2012).
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3.8 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

3.8.1 SemanaOab

Las imagenes de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las muestras de
laminas de funda plastica de baja densidad inoculadas en la E1-R2 (Aspergillus
flavipes) y Control (sin inoculo), comparando el espectro FTIR control con el
espectro FTIR de la E1-R1 se observd la aparicion una banda 3200 cm-1 que
corresponde al enlace O-H de los &cidos carboxilicos, una banda 1639 cm-1, que
corresponde al enlace C-O del grupo de los acidos carboxilicos, la banda 1073 cm-1

que corresponde al enlace de los bromoalcanos (figura 29).

Figura 27

Espectroscopia del polietileno d (funda) con el aislamiento Aspergillus noaflavipes E1-R2
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Las figura 30 refleja el analisis de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las
muestras de nylon inoculadas con la E1-R1 (Aspergillus. flavipes) y Control (sin
inoculo), comparando el espectro FTIR control con el espectro FTIR de la E1-R1 (A.
flavipes) se observo la aparicion una banda 3386 cm-1 que corresponde al enlace O-
H de los &acidos carboxilicos, una banda 1675 cm-1, que corresponde al enlace C-O
del grupo de los &cidos carboxilicos, la banda 1154 cm-1 que corresponde al enlace

de los bromoalcanos.

Figura 29

Espectroscopia del polimero (nylon) con el aislamiento Aspergillus.
flavlpes E1
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3.8.2 Semanab5a 10

La figura 29 refleja el analisis de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las
muestras de nylon polimero de baja densidad inoculadas con el E1-R1 (Aspergillus
flavipes) El y Control (sin inoculo), comparando el espectro FTIR control con el
espectro FTIR del E1- R1 se observo la aparicion una banda 3170 cm-1 que
corresponde al enlace O-H de los acidos carboxilicos, una banda 1352 cm-1, que
corresponde al enlace C-O del grupo de los &cidos carboxilicos, la banda 1096 cm-1

que corresponde al enlace de los bromoalcanos.

Figura 31

Espectroscopia del politileno (nylon) con el aislamiento Aspergillus flavipe E1
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La figura 32 refleja el analisis de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las
muestras de laminas de bolsa de alta densidad inoculadas con el E2-R2 (A.
neoflavipes) y Control (sin inoculo), comparando el espectro FTIR control con el
espectro FTIR de la E2-R2 se observd la aparicion una banda 2352 cm-1 que
corresponde al enlace O-H de los &cidos carboxilicos, una banda 1369 cm-1, que
corresponde al enlace C-O del grupo de los acidos carboxilicos, la banda 453 cm-1

que corresponde al enlace de los bromoalcanos.

Figura 33

Espectroscopia del polietileno (funda) con el aislamiento Aspergillu noaflavipes
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3.8.3 Semanal0al5

Las imagenes de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las muestras de
ldminas de bolsa de alta densidad inoculadas con el consorcio | y Control (sin
inoculo), comparando el espectro FTIR control con el espectro FTIR del consorcio |
se observo la aparicion una banda 3012 cm-1 que corresponde al enlace O-H de los
acidos carboxilicos, una banda 1269 cm-1, que corresponde al enlace C-O del grupo

de los &cidos carboxilicos, la banda 433 cm-1 que corresponde al enlace de los

bromoalcanos (Figura 33).

Figura 35

Espectroscopia del polietileno (funda) con el aislamiento Aspergillus noaflavipes
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Las imégenes de FTIR permiten encontrar una diferencia entre las muestras de
laminas de bolsa de alta densidad inoculadas con el E | y Control (sin inoculo),
comparando el espectro FTIR control con el espectro FTIR del consorcio | se observé
la aparicién una banda 2352 cm-1 que corresponde al enlace O-H de los &cidos
carboxilicos, una banda 1369 cm-1, que corresponde al enlace C-O del grupo de los
acidos carboxilicos, la banda 423 cm-1 que corresponde al enlace de los

bromoalcanos (Figura 34) .

Figura 37

Espectroscopia del polietileno (nylon) con el aislamiento Aspergillus flavipes
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4 CAPITULO IV

2 DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.2 DISCUSION

Meéndez, et al (2007) enfatizan que del botadero del Distrito de Sicuni en
LIma se aislo 9 cepas de micromycetos, de los cuales el 44.4 % (4 cepas)
degradaron polietileno de baja densidad, el 75% corresponden a la especie de
Aspergillus flavus y el 25 % a Aspergillus orizae. Al igual que en el botadero
del Distrito de Calca se aislaron 5 cepas de las cuales el 40% (2 cepas)
degradaron polietileno de baja densidad, el 50 % corresponden a Aspergillus
fumigatus y 50% a Aspergillus orizae .

Referente a los hongos que se han registrado capaces de descomponer este
material, Tachibana, Hashimoto, Yoshikawa, & Okawa (2010), reportaron
la capacidad de Fusarium sp., de descomponer el nylon 4, en una prueba
realizada durante dos meses cuando se cultivaron en un medio mineral. A
SU VEZ, Friedrich, Zalar, Mohorcic, Klun, & Krzan (2007) reportaron por
su parte a Phanerochaete chrysosoporium y a Bjerkandera adusta, como

degradadores de nylon 6.

El Zapallal- Lima, demostrando que Aspergillus flavus fue buena degradadora
de polietileno en las condiciones de ensayo. Zahra et al (2010) reportaron a
Aspergillus fumigatus como degradadora de polietileno, Ojeda et al. (2009)

y Zahra et al (2010) coinciden que el género Aspergillus es capaz de degradar
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polietileno, en el presente trabajo, se aisld tres especies del Aspergillus que

degradaron polietileno

Yépez (2014) Reportd cepas fungicas que degradan polietileno de baja
densidad (PEBD), la cepa predominante fue el hongo de la familia
Ascomycota del genero Aspergillus, los cuales producen enzimas
extracelulares para degradar el PEBD vy utilizarlo como fuente de carbono y
energia. Méndez et al (2007) reportaron que la cepa de mayor rendimiento
pertenece a la especie de Aspergillus flavus. A temperatura de 30 °C, 6 (30%)
cepas evidenciaron actividad degradadora. En los resultados del presente
trabajo la cepa de A. fumigatus degrado un 23. 15 %, siendo mas eficiente
que la que reportaron Abdullahi & Saidu (2013), las cepas de A. flavus
degradaron un promedio 12.1 % de polietileno, mucho menor a lo que reporta
Méndez et al. (2007), es necesario indicar que en el presente trabajo se
reporta por primera vez a la especie de A. orizae como degradadora de
polietileno con una a eficiencia de 24.13 %. Martin,

(2012). encontro que los actinomycetes y los hongos filamentosos son los
microorganismos con mejores rendimientos en la biodegradacion del
polietileno, este proceso es posible por accion de enzimas microbianas como
las hidrolasas, peroxidasa, oxidasas y oxidoreductasas enzimas que se

destacan en la degradacion del polietilen
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4.3 CONCLUSIONES

Se aislaron las muestras de hongos de los recipientes de trampas de arroz y
se caracterizaron 6 especies de ellos, pertenecientes al géneros fingicos
Aspergillus sp debido a sus caracteristicas microscdpicas de las que destaca
la presencia de una vesicula esférica. Se destacan las siguientes especies; los
cuales son encontrados comunmente en los suelos de bosques himedos
tropicales de la zona norte de la provincia de Santa Elena: Aspergillus
neoflavipes (coloracion verde), Aspergillus flavipes (coloracion amarilla) ,
Aspergillus keveii (coloracion blanca) , Aspergillus assiutensis y Aspergillus

pseudonomiae.

Se comprobd la actividad degradadora de los productos derivados del
polietileno probados en las pruebas preliminares, dando como mejores
resultados los aislamientos E2 Aspergillus neoflavipes para fundas plasticas
y el aislamiento de la E1 Aspergillus flaviapes para el nylon, dos de las
especies pertenecientes al género Aspergillus seguido del aislamiento
Aspergillus keveii, especie perteneciente al género Aspergillus.

El comportamiento presentado por cada una de las cepas probadas en la
dindmica expuesta en los resultados de las pruebas preliminares, fue diferente;
debido probablemente a sus diferencias enzimaticas; hecho que se puede
reflejar y respaldar de forma aun mas notoria con las diferencias

comportamentales de los tres aislamientos pertenecientes al género
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Aspergillus.

Se construyeron las curvas de crecimiento de los aislamientos E1y E2 del
género Aspergillus de las especies flavipes y neoflavipes ., evaluando el
comportamiento de estas dos cepas cuando se encontraban expuestas a los
polimeros. El resultado entre el crecimiento de estas dos especies en las
pruebas preliminares y en las curvas de crecimiento, demuestra
indiscutiblemente que el mejor crecimiento presentado se observé en la
muestra denominada como E1 Aspergillus flavipes la cual se adapta con
buenos resultados ante el polimero con 30,31% de degradacion por parte de
este sistemas, corroborando asi la perdida del peso inicial y la curva de
crecimiento transcurrida las 15 semanas , ademas las muestras analizadas del
nylon presentaron desgastes significativos en sus estructuras lo que permite
obtener una gran alternativa de gran utilidad de esta especie para su uso en
técnicas de biorremediacion.

En la E2 Aspergillus neoflavipes la cual se adapta con buenos resultados ante
el la funda plastica con 20,21% de degradacién por parte de este sistemas,
corroborando asi, la pérdida del peso inicial y la curva de crecimiento
transcurridas las 15 semanas , las muestras analizadas no presentaron
desgastes significativos en sus estructuras. No obstante, permite obtener una
gran alternativa de gran utilidad de esta especie para su uso en técnicas de
biorremediacion.

El andlisis de espectroscopia de infrarrojo durante la semana 0 a 5

presentaron las caracteristicas principales del polietileno nylon y funda sin
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ninguna alteracion en sus curvas de los enlace O-H de los acidos carboxilicos

y enlace de los bromoalcanos.

. En la semans 5 a 10 presentaron curvas una 3170 cm-1 que corresponde al
enlace O-H de los &cidos carboxilicos, una banda 1352 cm-1, que corresponde
al enlace C-O del grupo de los acidos carboxilicos, la banda 1096 cm-1 que
corresponde al enlace de los bromoalcanos. para el nylon .Finalmente, en la
semana 10 a 15 se evidencié una banda 2352 cm-1 que corresponde al enlace
O-H de los acidos carboxilicos, una banda 1369 cm-1, que corresponde al
enlace C-O del grupo de los acidos carboxilicos, la banda 423 cm-1 que

corresponde al enlace de los bromoalcanos
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4.4 RECOMENDACIONES

Evaluar el comportamiento de las diferentes muestras fungicas a
emplear, variando factores fisicoquimicos como ph, temperatura,
nutrientes, entre otros, con el fin de conocer las condiciones en que

cada aislamiento se desarrolle mejor.

La combinacién de diferentes especies del mismo género del sistema
fangico con el fin de aprovechar las caracteristicas que ofrece cada
dominio y aumentar la eficiencia de degradacion de los diferentes

contaminantes.
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5.3ANEXO

Anexo 1. TABLA DE TRAMPAS DE ARROZ EMPLEADAS EN AGOSTO
/SEPTIEMBRE2024

TRAMPAS DE ARROZ EMPLEADAS EN AGOSTO /SEPTIEMBRE2024

FECHA ESTACION CANTIDAD Total

Anexo 2: TABLA PARA LA CLAISIFICACION DE LAS ESPECIES DEL
GENERO ASPERGILLUS

Porcentaj
MACROSCOPICA MICROSSCOPICA ( Cédigo e de Cadigo de Organismo
40x) identidad  acceso

Anexo 3: TABLA DEL PESO DE LOS POLIMEROS DURNTE 15 SEMANAS
DE PRUEBAS

NUMERO Peso inicial Peso de la Peso de la Peso dela

DE PLACA (9) semanala semanab6a semana 11

5 10 als
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Anexo 4: Hoja de célculo, tabla en relacion al crecimiento del hongo

Archivo Inicio Insertar Grmulas Datos Revisar Vista

e B B |Ereew 25
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137 0al 1a2 2a3 324 435 5a6 6a7 7aB 9al0 10al1 11a12 12al3 13214 14al5 13314 10,1398
19| Tiempo (Semanas) 14315 0,1063
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21|
22|
23|
4 It
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ANEXO 5 : Informe del analisis molecular de las muestras de las especie de Aspergillus

=1

INFORME DE RESULTADOS

nforme Mo. 2410-394657

INFORMACION SUMINISTRADA POR EL CLIENTE

Perzona o empresa solicitante Freddy Saltos
Persona de contacto

Mombre comercial / identificacién | Trampa de amoz

Fecha de elaboracion Mo e indica Mo Fecha de caducidad No ze indica Mo ss
Fechs de musestrec zeindica Mimero de lote indics
. .. Condiciones de
Tipo de envaze Funda plastica Tamperatura ambisnie
transporte de la muestra
Tipo de muestra Sustrato Lugar de arigen Mo ze indica

INFORMACION DEL LABORATORIO

Cadigo de muestra 2410-394
Fecha de ingreso 27/09/2024 Fecha inicic de analizis 02,107202
Fecha finalizacion de analisis 1741072024 Fecha emisign de informe a
Realizacion de enzayos Laborstoric permanente — Av. Amazonas y Guayas, Ed. Tore Centre. 18/10/202
d
"RESULTADG DE ANALTsIS
2 : PROCEDIMIENTO
PARAMETRO METODO ESPECIFICO DE RESULTADO UNIDAD
ENSAYO
Mohos 5x105
UFC/g
Levaduras <10
Poblaciones micoldgicas Pour plate LABPEE-15 S g
8 5 | Aspergillus neofiovipes A. flovipes N/A
B E ., %028 o .
= o | Akeveil A ossiutenss , Apseudonomioe
I ©

Los resultados corresponden tinicamente ala muestra analizada tal y como se recibid por parte del cliente.
Queda totalmente prohibida la reproduccion parcial de este informe sin permisa por escrito del laboratorio.

A. neoflavipes ‘ flavipes A. Kkeveii




Caodigo: DA-LAB10

INFORME DE RESULTADOS Varsién: 1

Pagina 2 de 2

SIMBOLOGIA
uFC unidades formadorns de colona ml mulilitra
UFP irdaties Tormsciotms o prossnudo g
NMR rumern mas prabutde NA O SIS
RES Recuento satimatis sstaryiar % ool s
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