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RESUMEN

Muestras de espuma de poliuretano termoestable fueron sometidas a cuatro especies de hongos
enddfitos del género Pestalotiopsis, recolectadas en Ecuador. Se evaluaron muestras del
polimero mediante espectrofotometria infrarroja (FT-IR) y microscopia electronica de barrido
(SEM: scanning electron microscope) sometidas cien dias a las cuatro especies de hongo. Los
espectros obtenidos con FT-IR reflejan un cambio en la composicion del polimero al ser
sometido a los diferentes hongos, mostrando un aumento en la absorbancia de los picos
correspondientes a alcoholes, acidos carboxilicos e isocianatos. Las imagenes SEM indican
cambios en la estructura del polimero. Estos cambios registrados con FT-IR y SEM sugieren
una degradacion enzimatica con cada uno de los cuatro hongos y dan paso a nuevas preguntas

con respecto a la actividad enzimatica de estos hongos endofitos.

PALABRAS CLAVES: degradacion enzimatica, endofitos, espectrofotometria infrarroja,

Pestalotiopsis



POLYURETHANE DEGRADATION STUDIES WITH ENDOPHYTIC FUNGI OF

THE GENUS Pestalotiopsis

ABSTRACT

Thermosetting polyurethane foam samples were exposed to each of four species of endophytic
fungi of the genus Pestalotiopsis, collected in Ecuador. After being 100 days with the fungi,
the polymer samples were evaluated by infrared spectroscopy (FT-IR) and scanning electron
microscopy (SEM). The spectra obtained by FT-IR reflect a change in the polymer
composition when exposed to the different fungus; there is an increase in absorbance of the
peaks corresponding to alcohols, carboxylic acids and isocyanates. The SEM images show a
visible change in the structure of the polymer. Variations registered with FT-IR and SEM
suggested an enzymatic degradation by each of the four fungi and formulated new questions

regarding to the enzymatic activity of these endophytes.

KEYWORDS: endophytic, enzymatic degradation, infrared spectroscopy, Pestalotiopsis



INTRODUCCION

El pléstico usado representa el 10% del total de los desechos producidos anualmente (Barnes
et al. 2009) el cual podria permanecer en el ambiente por cientos de afios, dependiendo de su

composicion quimica (Cozar et al. 2014).

En la década de los 50s comenzd la produccion masiva de plasticos (Barnes et al. 2009), los
cuales reemplazaron metales, fibras naturales, vidrio y otros, debido a su resistencia y facil
manipulacion. Actualmente la mayoria de plasticos fabricados son producidos como derivados
del petr6leo (Thompson et al. 2009). Dada su caracteristica estructura molecular polimérica
plastificante que exhiben, presentan gran dificultad para ser degradados en el medio ambiente

(Shah et al. 2008).

Entre los factores externos que pueden provocar cambios en la estructura de ciertos materiales
sintéticos estan los agentes bidticos y los abidticos. Los primeros son microorganismos
cuyas enzimas pueden provocar degradaciones estructurales moleculares graduales (Tokiwa
et al. 2009); las abidticas o condiciones ambientales como temperatura, pH, radiacion solar,

entre otras, contribuyen complementariamente al proceso degradativo.

La capacidad de Pestalotiopsis microspora para degradar poliuretano liquido, un tipo de
plastico producido por la condensacion de poliisocianato y grupos poliol con enlaces
intramoleculares de uretano, fue reportado por Russell et al. (2011). Algunas bacterias y
hongos capaces de degradar poliuretano producen esterasas (Nakajima-Kambe et al. 1999).

Considerando la mega biodiversidad del Ecuador (Sierra 2002) se selecciond al azar para este



estudio un grupo de hongos endofitos del género Pestalotiopsis para evaluar sus propiedades

degradativas en presencia de poliuretano.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las especies

Se utilizaron cuatro especies de Pestalotiopsis: tres de ellas aisladas de Cortadeira jubata por
Barnes y Ordofiez en la provincia de Loja en 2013, y una aislada de Ganoderma sp. por
Salazar en la provincia de Pichincha en 2013. Fueron previamente identificadas por métodos
moleculares como Pestalotiopsis sp. Las especie fueron etiquetadas como 12.1, 12.3, 15.1 y

23.1 (Rodriguez-Guerra et al. 2012), respectivamente.

Obtencion y preparacion del poliuretano
El sustrato usado fue espuma comercial de poliuretano termoestable recortado en cubos de

5x5x5mm. Las muestras fueron lavadas con agua destilada.

Aislamiento del hongo

Cada especie de hongo fue inoculado en cajas Petri con SDA (Sabouraud Dextrose Agar:
32.5g en 467.5 ml de agua destilada mas 1g de levadura en polvo) usando una campana de
flujo laminar (modelo OptiMair Laminar Flow Clean Benches de la marca ESCO). Los
indculos fueron incubados a temperatura ambiente del laboratorio (aprox. 20°C). Diez dias
después y en condiciones estériles se aisl6 una muestra de micelio joven de 5x5mm, retirando
el agar con un estilete estéril, y se lo inocul6 en tubos Falcon de 15 ml con 10 ml de caldo
Sabouraud Dextrose (3.5g en 246 ml de agua destilada mas 0.5g de levadura en polvo). Estos

tubos fueron incubados a temperatura ambiente del laboratorio por una semana.



Inoculacion del sustrato
Después de una semana de crecimiento del hongo en el tubo Falcon, se colocaron 13 cubos del
poliuretano en cada tubo. Se realizaron tres repeticiones por cada hongo y tres repeticiones del

control que consistio de tubos con 13 cubos de poliuretano en medio de cultivo.

Muestreo

Cada diez dias durante cien dias se traspaso asépticamente un cubo de poliuretano de cada
tubo Falcon a un tubo Eppendorf previamente marcado. Se procedio a lavar la muestra cuatro
veces con agua miliQ y se retiré en forma estéril el micelio del cubo de poliuretano el mismo
que fue transferido a un nuevo Eppendorf el cual fue sometido a un proceso de secado a 60°C

por 24 horas antes de proceder con el anélisis de la muestra.

Analisis de las muestras

Se utilizo el equipo de espectrofotometria infrarroja (FT-IR System) modelo Spectrum BX de
la marca Perkin Elmer con el programa Spectrum version 5.0.1 (2003) para realizar la lectura
de cada cubo de poliuretano. Usualmente, para analisis cuantitativos se utiliza la absorbancia
debido a que es directamente proporcional al grosor y concentracion de la muestra (Stuart
2007). Se configurd la lectura en absorbancia y un rango de nimero de onda desde 4000 hasta
520 cm™ para visualizar los picos de interés. Luego se realizaron comparaciones entre los
espectros de los cubos sometidos a los hongos, la matriz original (cubos sin tratamientos
previos) y el poliuretano control (cubos en caldo de cultivo) para visualizar la variacion en la
absorbancia de cada pico correspondiente a los grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo, ester y

amino.



Se realizaron fotografias con el microscopio electronico de barrido (SEM: scanning electron
microscope) Jeol JSSM-5310 en el Instituto Nacional de Salud Pablica e Investigacion (INSPI)
en Guayaquil. Para el efecto se recubrieron las muestras plasticas con una lamina de oro
utilizando el equipo Jeol JFC-1200 por 20 segundos, luego se procedio a obtener las

fotografias.

RESULTADOS

Después de los cien dias de experimento, ningin tubo Falcon presenté contaminacion con
otros microorganismos; el medio de cultivo se mantuvo transparente. Los resultados se dan

debido a la presencia de una de las cuatro especies de Pestalotiopsis.

Las muestras analizadas presentaron cambios en los espectros resultantes de las lecturas
realizadas con el FT-IR. La matriz original de poliuretano y la muestra control a los cien dias
no presentaron diferencias (Figura 1). Con respecto a estos espectros se realizaron
comparaciones con los espectros de los cubos de poliuretano sometidos a las diferentes
especies de hongos. El anélisis requeria doce espectros en un mismo grafico (diez espectros
correspondientes a los diez muestreos durante cien dias, espectro de matriz original y muestra
control) lo cual resultaba en el apifiamiento de todos los espectros. Se reportd para cada hongo
los espectros de la matriz original, muestra control, muestra a los diez dias y muestra a los cien

dias de exposicion al cultivo de cada especie de hongo.
Descripcion del espectro de la matriz original

El espectro de la matriz original muestra dos picos caracteristicos de los poliuretanos: el grupo
NH en el rango entre 3600 y 3200 cm™ y el grupo carbonilo (de los uretanos) en el rango entre

1800 y 1700 cm™ (Figura 1).



El pico encontrado entre 3000 y 2800 cm™ es caracteristico de una cadena carbonada,
posiblemente un reflejo de la seccién de dioles. La absorbancia que se reporta a 2370 cm™
corresponde a los grupos isocianatos, propio de sistemas con polimerizacion incompleta
durante la condensacion del isocianato con los polioles (Biedermann 2011). Los picos que
aparecen antes de 1600 cm™ corresponden a la huella dactilar de la molécula; cuando se trata
de compuestos complejos es dificil realizar una interpretacion correcta (Skoog et al. 2008) por
lo que esta regién no es analizada. A pesar de esto, entre 1100 y 950 cm™ aparece un pico
grande que corresponde normalmente a la presencia de éteres pero también podria concernir a

ésteres y carbonatos.
Descripcidn del espectro de la muestra control

La variacion entre la matriz original y la muestra control difieren en el pico correspondiente a
los isociantos (2370 cm™), el cual tiene una menor absorbancia en el espectro de la muestra

control.

Descripcién de la variacién en los espectros de las muestras sometidas a las cepas de

Pestalotiopsis

Los espectros correspondientes a los cubos de poliuretano sometido a las cepas 12.1, 12.3 y
15.1 a los diez y cien dias se asemejan entre si, presentando la misma variacion con respecto a

los espectros de la matriz original y la muestra control (Fig. 2, Fig. 3y Fig. 4).

Se puede observar un aumento en la absorbancia de dos picos entre 3600 y 2800 cm™. Estos se
analizan en conjunto, reflejando la presencia de acidos carboxilicos. El pico simple entre 3600
y 3200 cm™ corresponde al OH del cido carboxilico mientras que el siguiente pico compuesto

ubicado entre 3200 y 2800 cm™ muestra el grupo carbonilo del 4cido carboxilico. El siguiente



segmento, entre 2400 y 2300 cm™ mostré también aumento en la absorbancia. Este pico
corresponde a isocianatos, analizado en conjunto con los dos anteriores sugiere la

despolimerizacion del poliuretano.

La cepa 23.1 provocd un cambio diferente en las muestras de poliuretano. El primer pico,
entre 3700 y 3400 cm™, aparentemente corresponde a una amina terminal y no se evidencia el
pico del hidroxilo. El pico entre 3200 y 2800 cm™ presenta un aumento en la absorbancia, al

igual que el que se sitGa entre 2400 y 2300 cm™.
Descripcion de las fotografias SEM

Las fotografias obtenidas con el microscopio electronico de barrido demuestran cambios que
se generan en las muestras sometidas diez y cien dias a las cuatro especies de hongos. Se
organizaron las fotografias en cuatro grupos para la apreciacion visual del cambio generado
con cada especie de Pestalotiopsis. Cada figura (fig. 6, fig. 7, fig. 8 y fig. 9) comprende dos
imagenes de la matriz original (A y B), dos imagenes de la muestra control después de cien
dias (C y D), dos imagenes de una muestra de poliuretano sometida diez dias (E y F) y dos
imagenes de una muestra de poliuretano sometida cien dias a una de las especies de

Pestalotiopsis.

La matriz original (A y B) presenta una estructura firme con membranas entre el esqueleto.
Una vez que el plastico es agregado en el medio de cultivo, muestra correspondiente al control

(C y D), las membranas desaparecen pero el esqueleto estructural se mantiene firme.

Con la especie 12.1 (Fig. 6) el poliuretano presenta cambios a los diez (E y F) y cien dias (G y
H). A los diez dias (E con aumento x35 y D con aumento x500) se puede observar un cambio

minimo con respecto a la muestra control: la estructura del esqueleto se mantiene firme. A los



cien dias (G con x35 y H con x750) se aprecia un fuerte cambio en la estructura del polimero,
el esqueleto esta débil y comprimido. Con aumento x750 se evidencian deformaciones en la

estructura, mostrando rupturas y cambio en los bordes.

Con la especie 12.3 (Fig. 7) el poliuretano presenta cambios a los diez (E y F) y cien dias (G y
H). A los diez dias (E con aumento x35 y D con aumento x500) se puede apreciar un esqueleto
compactado y fragil. A los cien dias (G con x35 y H con x750) la muestra se asemeja a la de
los diez dias, excepto por la muestra con aumento x750 donde se observan rupturas en la

estructura y residuos de hifas pegadas al polimero.

Con la especie 15.1 (Fig. 8) el poliuretano presenta cambios a los diez (E y F) y cien dias (G y
H). A los diez dias (E con aumento x35 y D con aumento x500) se visualiza una muestra
debilitada y a los cien dias (G con x35 y H con x750) se ve la muestra compactada y

aminorada. A los cien dias con aumento x750 se ven porosidades y ranuras.

Con la especie 23.1 (Fig. 9) el poliuretano presenta cambios a los diez (E y F) y cien dias (G y
H). A los diez dias (E con aumento x35 y D con aumento x350) se observar una estructura
aparentemente estable, similar a la de la muestra control (C y D). A los cien dias (G con x35y
H con x750) la estructura plastica se debilita y se encoje. Con aumento X750 pueden

apreciarse ligeros cambios en los bordes del plastico, como las deformidades granulosas.

DISCUSION

La capacidad exoenzimatica de un microorganismo para degradar polimeros sintéticos como
los plasticos tiene importancia ya sea en procesos de biorremediacidn, en la ecologia

microbiana o en la microbiologia industrial (Howard y Hilliard 1999). El presente trabajo



reporta los cambios que se observan en la estructura del poliuretano expuesto al crecimiento

de cuatro especies de Pestalotiopsis aisladas en Ecuador.

Microorganismos capaces de degradar poliuretano poseen ureasas, esterasas y proteasas (Shah
et al. 2008). Estas enzimas pertenecen a la familia de las hidrolasas (Romano et al. 2015,
Acosta et al. 2012) cuya reaccion catalitica requiere de la presencia de agua de reaccién para
provocar la ruptura o la formacion de enlaces moleculares que ocurririan en medios de cultivo

liquidos o semisolidos.

Los cambios en la estructura del plastico fueron detectados con espectrofotometria infrarroja
de reflectancia atenuada total (ATR), una técnica usada para obtener espectros de muestras
complejas (Skoog et al. 2008). Se escogid la region del infrarrojo medio debido a que el

espectro caracteristico del poliuretano se identifica en el rango de los 4000 hasta los 520 cm™.

Los picos observados en los diferentes espectros proveen indicios de los cambios ocurridos en
el poliuretano en presencia de exoenzimas provenientes de los cultivos de Pestalotiopsis; el
aumento de la absorbancia de ciertos picos sugiere cambios en la estructura molecular del
polimero. El espectro de la muestra control se mantiene similar al de la matriz original (Fig. 1)
y las fotografias SEM exponen una muestra control con un esqueleto rigido y estable similar al
de la matriz original, lo que indica que el medio de cultivo, en el que fue realizado el
experimento, no provoca alteraciones en el plastico. Por lo tanto, es posible asumir que el
aumento de las absorbancias del poliuretano expuesto durante diez y cien dias a cada una de
las cuatro especies de Pestalotiopsis es debido al crecimiento y actividad enzimatica

extracelular.



El puente molecular caracteristico del poliuretano es el enlace uretano el cual une al isocianato
con un poliol (Nakajima-Kambe et al. 1999). Considerando la posible actividad reportada de
las exoenzimas: esterasas, proteasas y ureasas (Howard y Blake 1998) , se considerd posibles

rupturas moleculares del poliuretano dentro de nuestro experimento.

La accidn de la esterasa ocurre por adsorcion hidrofébica a la superficie del polimero seguida
de la hidrolisis del enlace ester (Shimao 2001) que resulta en un alcohol y un é&cido
carboxilico (Walker y Mackness 1983) y que eventualmente terminarian como CO, y H,O
(Tokiwa et al. 2009). El area de los picos que sufrieron aumento en el rango del espectro
infrarrojo en los poliuretanos expuestos a las cepas 12.1 (Fig.2), 12.3 (Fig. 3) y 15.1 (Fig. 4),
corresponden al rango de los &cidos carboxilicos y alcoholes, sugiriendo un incremento de la
concentracion de estos grupos en el compuesto, lo que propone actividad enzimaética
degradativa en el polimero. Pestalotiopsis microspora posee actividad esterasica (Russell et
al. 2011) lo que sugeriria que otras especies de hongos endofitos pertenecientes al mismo

género, poseen actividades enzimaticas similares.

En la Figura 1 se observa la comparacion entre el espectro de la matriz original y la muestra
control, donde se evidencia una ligera variacion en el pico correspondiente a la polimerizacion
incompleta de poliuretano (entre 2400-2300 cm™), dada por un exceso de grupos isocianatos (-
NCO) en la produccién del plastico (DeThomas et al. 1994). Cuando el polimero es
introducido en medio de cultivo (como muestra control) estos isocianatos son liberados en

medio acuoso, provocando la disminucion en la absorbancia de este pico.

Los espectros correspondientes a las muestras sometidas a las diferentes especies de

Pestalotiopsis (jError! No se encuentra el origen de la referencia.,



Figura 3, Fig. 4 y Fig. 5) presentan un aumento en la absorbancia del pico entre 2400-2300 cm’
! reflejando un aumento en la concentracion de isocianatos terminales. Los isocianatos estan
enlazados entre ellos por uniones uretano, los cuales podrian ser hidrolizados por el enzima
ureasa (Rangel et al. 2009), dejando isocianatos terminales. Esto podria explicar el aumento en

la absorbancia de este pico.

En las jError! No se encuentra el origen de la referencia., 3 y 4, se puede apreciar el aumento
de la absorbancia de los picos entre 3600 y 2800 cm™. Esto refleja un aumento en la
concentracion de alcoholes y &cidos carboxilicos, proponiendo la ruptura de enlaces éster
dentro de la molécula. Sin embargo, el pico representante del grupo éster (1730 cm™) presenta
un aumento en la absorbancia. Debido a la complejidad del polimero, podrian generarse otras

reacciones bioquimicas generando un aumento de carbonilos (1760-1665 cm™). El grupo



carbonilo del acido carboxilico se ve reflejado en este rango, entonces un aumento en la
absorbancia de estos picos podria reflejar el aumento de acidos carboxilicos, el cual también

se aprecia entre 3200 y 2800cm™.

Las diferentes vibraciones que puede tener una molécula podrian no aparecer en un espectro
(Skoog et al. 2008). Esto se debe a que un pico puede sobrelapar a otro pico que se encuentre
cercano. En el caso de los alcoholes y las aminas, sus picos aparecen en rangos similares
(entre 3600 — 2800cm™) lo cual podria provocar que el pico del alcohol opaque la aparicion
del pico amina. Por lo tanto, deberia considerarse la posibilidad de que el aumento del pico
del acido carboxilico corresponda a la ruptura del enlace uretano entre el isocianato y el diol,
resultando en una amina y un éster de acido formico. La presencia de &cido carboxilico en un
espectro se evalta con los dos picos entre 3600 — 2800cm™, permitiendo que el pico entre

3600 — 3200cm™ (hidroxilo) sobrelape al pico amina.

La figura 5 muestra los espectros de las muestras sometidas al hongo Pestalotiopsis 23.1. Se
puede evidenciar que los espectros sufren un cambio distinto al que sufren los espectros de las
muestras sometidas a las otras tres especies. El pico compuesto en 3600 cm™ refleja la
presencia de una amina terminal y los picos correspondientes a alcoholes y &cidos carboxilicos
presentan aumento en la absorbancia pero no como se observa en las figuras 2, 3 y 4. Esto
podria reflejar una variacion en las enzimas que libera cada especie o la posibilidad del hongo
de consumir los productos de la reaccion exoenzimatica. En este caso, se podria considerar la

accion de amidasas y ureasas sobre el poliuretano.

El espectro resultante antes de 1600 cm™ corresponde a la huella dactilar del compuesto, area

de poco anélisis en moléculas complejas debido a la alta probabilidad de malinterpretacion



(Skoog et al. 2008). A pesar de esto, cuando se ven cambios en esta zona, se concluye que la
composicion molecular ha cambiado. Al comparar el espectro de la matriz original con los
espectros de las muestras sometidas a cada una de las cuatro especies de Pestalotiopsis se

verifica una variacion en esta zona.

En los espectros IR se verifica que no existe diferencia entre la muestra de diez y cien dias,
insinuando que la degradacion se da en los primeros diez dias. A pesar de esto, la diferencia
entre las imagenes SEM de diez a cien dias (Fig.6, Fig. 7, Fig. 8 y Fig. 9) manifiesta un

cambio en el poliuretano, el cual podria ser inicamente fisico.

El poliuretano no fue triturado para poder obtenerlo facilmente después de una degradacion
parcial y realizar las lecturas en el espectro. Las muestras de plastico no desaparecieron pero si
cambiaron su estructura fisica, siendo su elasticidad mayor y su resistencia menor, resultando

en una muestra diferente a la inicial.

La biodegradacion de un polimero natural o sintético puede verse afectada por ciertos factores
en el disefio y produccion de estos: el peso molecular, la cristalinidad y la temperatura de
fusién (Tokiwa et al. 2009). A esto se suma el tiempo de exposicion y la comunidad
microbiana, que en este caso se limitaba a cien dias y una sola especie de hongo por

experimento.

Es posible apreciar el contraste entre los efectos que provocan las diferentes especies de
Pestalotiopsis sobre el poliuretano, pero para poder realizar comparaciones y determinar
niveles de eficiencia, se requiere identificar las enzimas que actlian y la composicién exacta

del polimero.



CONCLUSIONES

La investigacion realizada en los ultimos 30 afios sobre degradacion de materiales sintéticos es
de gran utilidad no solo para la biodegradacion de los plésticos existentes sino para poder
desarrollar nuevos polimeros con moléculas que puedan ser degradadas por microorganismos

en tiempos razonables y en diversas condiciones ambientales.

El presente estudio sugiere una degradacion parcial del poliuretano en el tiempo estudiado
posiblemente a la presencia de exoenzimas capaces de romper enlaces uretano y éster, y
formula nuevas preguntas sobre la dindmica enzimatica de cada microorganismo estudiado.
Debido a esta complejidad, seria prudente proseguir con el aislamiento y caracterizacion de las
exoenzimas para probar su interaccion con el poliuretano y determinar eficiencias entre

especies.

Los resultados que se visualizan en las gréficas de rangos de absorbancia y microscopia
electrénica demuestran curvas y alteraciones estructurales muy distintas entre controles y
experimentales. Los picos de los hidroxilos, &cidos carboxilicos e isocianatos proponen un

cambio a nivel molecular del polimero.

No fue posible conocer la composicidn exacta de la espuma de poliuretano lo cual limita el
estudio, pero se podria intentar trabajar a la par con estas industrias para continuar con la
busqueda y cultivo de cepas de microorganismos que puedan degradar eficientemente el
poliuretano en tiempos apropiados. La investigacion con muestras de plastico comercial
locales debe continuar para poder analizar la dinamica de los microorganismos y su capacidad

de degradar estos polimeros.



AGRADECIMIENTOS

A los MSc. Pablo Pozo y Eliza Jara por su asistencia técnica y académica; al INSPI en
Guayaquil por el uso del microscopio electronico de barrido; a la Escuela de Quimica de las
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE) por el uso del espectrofotometro
infrarrojo; a la Msc. Alexandra Narvaez por la revision de este articulo; a la PUCE por los

fondos destinados a esta investigacion.

REFERENCIAS

Acosta Y., El Zauahre M., Rodriguez L., Reyes N. y Rojas D. (2012). Indicadores de calidad
bioguimica y estabilidad de la materia orgénica durante el proceso de compostaje de

residuos orgénicos. Multiciencias 12, 390-399.

Barnes D.K., Galgani F., Thompson R.C. y Barlaz, M. (2009). Accumulation and
fragmentation of plastic debris in global environments. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B

Biol. Sci. 364, 1985-98.

Cozar A., Echevarria F., Gonzélez-Gordillo J.I., Irigoien X., Ubeda B., Hernandez-Leédn, S.,
Palmae A.T., Navarrof S., Garcia-de-Lomasa J., Ruizg A., Ferndndez-de-Puellesh M.L. y
Duarte, C.M. (2014). Plastic debris in the open ocean. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.

111,17-19.



DeThomas F.A., Hall JW. y Monfre, S.L. (1994). Real-time monitorinf of polyurethane

production using near-infrared spectroscopy. Talanta 41, 425-431.

Howard G. T. y Hilliard N.P. (1999). Use of Coomassie blue-polyurethane interaction in
screening of polyurethanase proteins and polyurethanolytic  bacteria. Int.

Biodeterior. Biodegradation 32, 12-19.

Nakajima-Kambe T., Shigeno-Akutsu Y., Nomura N., Onuma F. y Nakahara T. (1999).
Microbial degradation of polyurethane, polyester polyurethanes and polyether

polyurethanes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 51, 134-40.

Rangel N.A., De Alva H., Romero J., Garcia-Hernandez E. y Rivera J.L. (2009). Matematicos
de materiales compuestos de poliuretano poroso/hidroxiapatita. Revista Iberoamericana

de Polimeros 10, 180-197.

Rodriguez-Guerra A., Barnes C.W., Ordofiez M.E., Salazar A., Soria C.A. (2012)
Identificacién y evaluacion de algunos hongos con actividad celulasica aislados en

Ecuador. Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Bioldgicas 33, 65-81.

Romano D., Bonomi F., de Mattos M.C., de Sousa Fonseca T., de Oliveira M.D.C.F. y
Molinari F. (2015). Esterases as stereoselective biocatalysts. Biotechnol. Adv. 33, 547-

565



Russell J.R., Huang J., Anand P., Kucera K., Sandoval A.G., Dantzler, K.W., Hickman, D.,
Jee J., Kimovec M.F., Koppstein, D., Marks D.H., Mittermiller P.A., Nufiez S.J.,
Santiago M., Townes M.A., Vishnevetsky M., Williams N.E., Nufiez Vargas M.P.,
Boulanger L.A., Bascom-Slack C., Strobel, S. (2011). Biodegradation of polyester

polyurethane by endophytic fungi. Appl. Environ. Microbiol. 77, 6076-84.

Shah A.A., Hasan F., Hameed A. y Ahmed S. (2008). Biological degradation of plastics: a

comprehensive review. Biotechnol. Adv. 26, 246-65.

Shimao M. (2001). Biodegradation of plastics. Environ. Biotechnol. 12, 242-247.

Sierra R., Campos F. y Chamberlin J. (2002). Assessing biodiversity conservation priorities :
ecosystem risk and representativeness in continental Ecuador. Landsc. Urban. Plan. 59,

95-110.

Skoog D.A., Holler F.J. y Crouch S.R. (2008) Principios de analisis instrumental. 62 ed.

Editorial Cengage Learning. México DF. México. 1064 pp.

Stuart, B. (2007). Infrared Spectroscopy. En: Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical

Technology. John Wiley & Sons. Hoboken. EUA. Vol 14. pp. 224-243.

Thompson R.C., Swan S.H., Moore C.J. y vom Saal F.S. (2009). Our plastic age. Philos.

Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 364, 1973-1976.



Tokiwa Y., Calabia B.P., Ugwu C.U. y Aiba S. (2009). Biodegradability of plastics. Int. J.

Mol. Sci. 10, 3722-3742.

Walker C.H. y Mackness M.I. (1983). Esterases: Problems of Identification and Classification.

Biochem. Pharmacol. 32, 3265-3269.



ANEXOS



Absorbancia (%)

1,000 _
0,95 |
0,50 |
0,85 |
0,30 |
0,75 |
0,70 |
0,65 |
0,60
0,55 |
0,50
0,45 |
0,40 |
0,35 |
0,30
0,25 |
0,20 |
0,15 |
0,10 |
0,05 |

0,000

NH

Leyenda:

Matriz original
Muestra control

Cc=0

f\\mm

4000,0

3A00

3200

2200 2400 2000 1800 1600 1400 12a0 1aan 200 g00 20,0

NGmero de onda cm™

Figura 1: Espectro IR de la matriz original (rojo) y espectro de la muestra control (negro) a los cien dias.
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Figura 2: Espectros IR de la matriz original (rojo), muestra control (negro) y muestras de poliuretano sometidas a la especie 12.1 por diez (azul) y cien dias (verde)



Absorbancia (%)

1,000 -
0,95 |
0,90 | Leyenda:

0,85 1 Matriz original
0,20 | Muestra control
075 | Muestra 10 dias con hongo 12.3

070 Muestra 100 dias con hongo 12.3
0,65 |
0,60 |

0,55 |

0,50
0,45 |
0,40

0,35 |
0,30
0,25 |
0,20 |
0,15 |
0,10
0,05 |

0,000 r—

4000,0 3a00 3200 2800 2400 2000 1200 1a00 1400 1200 1000 800 600 520,0

NGmero de onda cm™

Figura 3: Espectros IR de la matriz original (rojo), muestra control (negro) y muestras de poliuretano sometidas a la especie 12.3 por diez (azul) y cien dias (verde)
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Figura 4: Espectros IR de la matriz original (rojo), muestra control (negro) y muestras de poliuretano sometidas a la especie 15.1 por diez (azul) y cien dias (verde)
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Figura 5: Espectros IR de la matriz original (rojo), muestra control (negro) y muestras de poliuretano sometidas a la cepa 23.1 por diez (azul) y cien dias (verde).
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Figura 6: A. Matriz original con aumento x35; B. Matriz con aumento x200; C. Muestra control después de cien
dias con aumento x35; D. Muestra control después de cien dias con aumento x750; Muestras sometidas a la
especie 12.1: E. Muestra sometida diez dias con el hongo con aumento x35; F: Muestra sometida diez dias con el
hongo con aumento x500; G. Muestra sometida cien dias con el hongo con aumento x35; H. Muestra sometida
cien dias con el hongo con aumento x750.
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Figura 7: A. Matriz original con aumento x35; B. Matriz con aumento x200; C. Muestra control después de cien
dias con aumento x35; D. Muestra control después de cien dias con aumento x750; Muestras sometidas a la
especie 12.3: E. Muestra sometida diez dias con el hongo con aumento x35; F: Muestra sometida diez dias con
el hongo con aumento x500; G. Muestra sometida cien dias con el hongo con aumento x35; H. Muestra
sometida cien dias con el hongo con aumento x750.
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Figura 8: A. Matriz original con aumento x35; B. Matriz con aumento x200; C. Muestra control después de cien
dias con aumento x35; D. Muestra control después de cien dias con aumento x750; Muestras sometidas a la
especie 15.1: E. Muestra sometida diez dias con el hongo con aumento x35; F: Muestra sometida diez dias con el
hongo con aumento x500; G. Muestra sometida cien dias con el hongo con aumento x35; H. Muestra sometida
cien dias con el hongo con aumento x750.
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Figura 9: A. Matriz original con aumento x35; B. Matriz con aumento x200; C. Muestra control después de cien
dias con aumento x35; D. Muestra control después de cien dias con aumento x750; Muestras sometidas a la
especie 23.1: E. Muestra sometida diez dias con el hongo con aumento x35; F: Muestra sometida diez dias con
el hongo con aumento x350; G. Muestra sometida cien dias con el hongo con aumento x35; H. Muestra
sometida cien dias con el hongo con aumento x750.
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