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Resumen

Debido al impacto ambiental causado por el uso creciente de polimeros derivados del petréleo,
existe un gran interés en el desarrollo de nuevos polimeros basados en fuentes renovables. Se
busca disefar materiales que exhiban buena resistencia mecanica durante su uso y que
presenten biodegradabilidad al final de su vida util.

En este trabajo se estudi6 experimentalmente la biodegradacion de diferentes materiales
termoestables basados en resoles modificados con 10% p/p de lignosulfonato de sodio (LPF10) y
10% y 20% p/p de lignina del tipo Kraft, (KPF10 y KPF20, respectivamente) empleando como
testigo una resina de fenol-formaldehido (PF). El trabajo involucré la sintesis de los materiales, el
aislamiento de una cepa silvestre de Alternaria sp., la degradacion de los polimeros por hidrélisis
guimica y enzimatica de hongos filamentosos (Aspergillus niger y Alternaria sp.) por un periodo de
200 dias, y la caracterizacion de los materiales antes y después de la degradacién, por
gravimetria y espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR). Ademas se monitored
el crecimiento del micelio (humedo y seco). La biodegradacion incrementé en el siguiente orden
PF < LPF10 < KPF10 < KPF20 con ruptura de uniones del tipo éter. Los resoles fueron
sintetizados en la empresa Centro S.A, San Francisco, Cérdoba.

Introduccién

Las resinas de PF son los polimeros sintéticos mas antiguos que se conocen y se comercializan
desde hace mas de 100 afos. Actualmente estas resinas se emplean en la obtencion de
laminados decorativos, aglutinantes de madera, adhesivos, recubrimientos, plasticos moldeados, y
componentes aeroespaciales, debido a las excelentes propiedades fisicas y mecanicas que
poseen (Gardziella et al., 1999).

Las resinas base de PF del tipo resol son una mezcla liquida de monémeros, dimeros y trimeros
metilolados obtenidos por reaccién entre el fenol (P) y el formaldehido (F) en medio alcalino y su
sintesis consiste en una hidroximetilacién-condensacion. Durante la hidroximetilacion las
posiciones orto- y para- del anién fenolato reaccionan con el F y se generan los
hidroximetilfenoles. Estos ultimos reaccionan con formacién de uniones metileno (—CH>—) y éter
(—CH,0CH,—) [Fig. 1 a)].

En las dltimas décadas ha surgido interés en reemplazar al P (téxico, costoso, derivado del
petréleo y de importacion) por otras materias primas que sean mas econémicas y de menor
impacto ambiental. Una de las alternativas consiste en sustituir parcialmente el P por ligninas,
debido a la similitud estructural que existe entre las ligninas y las resinas base de PF (Forss et al.,
1979). Las ligninas y sus derivados son polimeros naturales polifendlicos que provienen
principalmente de la industria celuldsica y su color varia desde el pardo al marrén oscuro. Su
estructura es compleja y depende de la especie de planta de la cual es obtenida, del proceso de
pulpado usado para separarla de la celulosa, y de los tipos de recuperacion que se le realizan al
licor negro. Las ligninas comerciales poseen azufre en su composicion y se clasifican en dos tipos:
de tipo Kraft y los lignosulfonatos (Chavez-Sifontes et al., 2013). Las principales uniones son del
tipo —C-C— y —COC—[Fig. 1 b)]. La unién B-O-4 representa aproximadamente un 45% y un 60-
65% de los enlaces presentes en maderas blandas y duras, respectivamente (Alonso, 2002).
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Fig. 1. Estructuras moleculares caracteristicas: a) resol, b) lignina.

La descomposicion de los desechos de resinas de PF Unicamente es posible realizando la
incineracion del material, ya que son muy resistentes a la temperatura, pH extremos, alta humedad,
radiacién y corrosion. Desafortunadamente el proceso de incineracion contamina, por lo que una
alternativa es la biodegradacién que consiste en la degradacion microbiolégica de compuestos
complejos a sustancias elementales y de contaminantes a compuestos no téxicos. Sin embargo hasta
hace poco mas de 9 afios no se tenia evidencia de la biodegradabilidad de estas resinas (Gusse et
al., 2006). Debido a la importancia de estos materiales en el mercado y la acumulaciéon de sus
desechos es imperativo encontrar sistemas bioldégicos capaces de reciclar al ambiente estos
compuestos contaminantes.

Los hongos ligninoliticos, también llamados hongos de la pudricidn blanca de la madera, tienen la
capacidad de degradar la lignina (Ponce Andrade et al., 2012). Dentro de estos hongos se encuentran
los géneros Alternaria, Ulocladium, Trichoderma, Cephalosporium, Helicomyces, Mucor y Aspergillus
(Laura et al., 2009).

En este trabajo se estudid la degradaciéon, por hidrolisis quimica y enzimatica (de cultivos de
Aspergillus niger y una cepa silvestre aislada e identificada como Alternaria sp.) de resinas de lignina-
fenol-formaldehido del tipo resol, sintetizados en la empresa Centro S.A, San Francisco, Cérdoba.
Los resultados de degradacion de los resoles derivados de ligninas se compararon con los
correspondientes a una resina fenolica comercial.

Materiales y Métodos
Materiales

Los materiales empleados para la sintesis de las resinas fueron: solucién de formol al 37% p/p (Alto
Parana, Argentina), fenol (Dalgar S.A, distribuidor en Argentina), lignosulfonato de sodio en polvo con
23,45% p/p de cenizas y 13,63% p/p de azucares (Vixilex SDX, Brasil), y lignina del tipo Kraft con
21,67% pl/p de cenizas y 5,16% p/p de azlcares (Suzano, Brasil).

Sintesis de los Resoles y Obtencion de los Materiales Poliméricos

Se sintetizaron 4 resinas de PF del tipo resol en un reactor batch tanque agitado de 3000 I
perteneciente a Centro S.A. El resol tradicional PF se obtuvo por reaccion entre una solucion de P
91% p/p y una solucion de F 37% p/p a pH=9. Los resoles modificados se obtuvieron por reemplazo
de un 10% p/p de P por lignosulfonato de sodio y lignina de tipo Kraft (LPF10 y KPF10,
respectivamente) y un 20% p/p de lignina de tipo Kraft (KPF20) previa reactivacion de las ligninas por
hidroximetilacién con F.



Los materiales poliméricos se obtuvieron por curado de las resinas en estufa a 100 °C durante 24
horas.

Microorganismos

Para los estudios de biodegradacion se emplearon una cepa de Aspergillus niger, ATCC 16404
provista por el CEPROCOR (Ministerio de Industria, Comercio, Mineria y Desarrollo Cientifico de la
Provincia de Cordoba, Argentina); y una cepa silvestre que desarroll6 espontaneamente sobre la
superficie de un resto de resina curada modificada con lignina que quedé como remanente en el
laboratorio de Centro S.A.

Para el aislamiento del hongo se sembrd con ansa aguja en agar extracto de malta (MEA) y se llevo a
estufa a 30 °C por 48 h. Las caracteristicas macroscopicas y microscépicas del hongo se emplearon
para su identificacion.

La composicion del MEA fue la siguiente: 0,1% m/v de peptona de carne (Britania), 2% m/v de
extracto de malta (Britania), 2% m/v de glucosa (Cicarelli) y 2% m/v de agar (Britania).

Las cepas fueron conservadas en MEA pico de flauta, cubriendo el micelio con glicerol. Los cultivos
se obtuvieron por reactivacion de las cepas conservadas mediante 3 siembras sucesivas en MEA.
Entre cada siembra, los cultivos se incubaron a 30 °C durante 96 h.

Ensayos de Degradacion

Los estudios de degradaciébn se efectuaron en dos etapas. Primero se realizaron ensayos
preliminares en cajas de Petri. Luego se llevaron a cabo estudios de degradacion en medio liquido
basal con y sin microorganismos, y en agua sin microorganismaos.

La composicion del medio basal empleado para los ensayos fue la siguiente: KH,PO,4 (2000 mg/l),
K,HPO, (7000 mg/l), NH4NO;z; (1000 mg/l), Glucosa (3000 mg/l), MgSO,.7H,O (100 mg/l),
ZnS0,.7H,0 (1 mg/l), CuSO,4.5H,0 (0.1 mg/l), FeSO,4.7H,0 (10 mg/l), MnSO,4.H,O (2 mg/l) (Spontdn
et al., 2013). Notese que se emplearon las sales penta- y mono- hidratadas de CuSO,y MnSO, en
lugar de las correspondientes hepta-hidratadas.

Para la preparacion del in6culo se sembré una ansada del cultivo en 10 ml de caldo extracto de malta
a 30 °C durante 96 h. El contenido del tubo se vertié en un Erlenmeyer conteniendo 100 ml de caldo
extracto de malta y se incubé a 30 °C durante 96 h.

a) Ensayos Preliminares

Se realizaron ensayos preliminares en cajas de Petri a fin de comprobar la habilidad de degradacion
de las cepas mediante la observacion de halos transparentes alrededor de los puntos de siembra. En
estos ensayos, las muestras pulverizadas se mezclaron con el medio de cultivo, se autoclavaron y se
vertieron bajo agitacién en cajas de Petri. Se realizaron dos ensayos empleando distintos medios de
cultivo. En el primero se emple6 agar-agar como Unica fuente de C y N. En el segundo se empled el
medio basal agarizado conteniendo glucosa y nitrato de amonio como fuentes de C y N.

Las cajas de Petri se inocularon con los cultivos de Aspergillus niger y la cepa silvestre mediante
siembra por puncién y se incubaron a 30 °C durante 10 dias.

b) Ensayos en Medio Liquido

Para los ensayos en medio liquido se cortaron muestras de resina de aproximadamente 1 cm?® y se
secaron en estufa de vacio a 60 °C hasta peso constante.



b.1) Hidrdlisis Enzimatica

Para cada hongo se esterilizaron 16 frascos conteniendo 20 ml de medio basal y 4 muestras de cada
material (PF, LPF10, KPF10 y KPF20) en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Luego se colocé
una muestra de cada material estéril por frasco y se sembr6 con 1 ml de inéculo. Ademas se hicieron
los correspondientes blancos empleando medio basal con microorganismos (sin adicion de polimero).
La incubacion se realizd en estufa a 30 °C. Se midié el crecimiento de micelio (humedo y seco) por
gravimetria.

b.2) Hidrdlisis Quimica

A fin de seguir la degradacién por hidrélisis quimica, para cada resina (PF, LPF10, KPF10 y KPF20)
se colocaron 4 muestras en 4 Erlenmeyer con 40 ml de agua destilada y se llevaron a estufa a 30 °C.

b.3) Caracterizacion de los Materiales Antes y Después de la Degradacion

Se midi6 la pérdida de peso de los materiales por degradacion quimica a los 30, 60, 120 y 180 dias y
los correspondientes a degradacion enzimética a los 30, 60, 141 y 200 dias. Ademas se hicieron
mediciones por FTIR a fin de evidenciar cambios estructurales producto de la degradacion.

Los espectros FTIR fueron obtenidos en un espectrofotbmetro Shimadzu FTIR-8201 PC de
transformada de Fourier en la regién de frecuencia de 4000-400 cm™. Se prepararon pastillas de
bromuro de potasio (KBr) conteniendo 2-3% de muestra seca. Para el analisis de los espectros se
empled el software del equipo Hyper IR. La identificacibn de bandas caracteristicas se hizo de
acuerdo a Poljansek et al., 2005.

Resultados y Discusion

La cepa silvestre aislada se identific6 como Alternaria sp. MacroscOpicamente se observaron colonias
algodonosas de inicio blanco, grisaceas, que con el tiempo oscurecian. Microscépicamente se
observé la presencia de hifas septadas dematidceas y conidios con septos transversales y
longitudinales redondos en un extremo y estrechos en el otro.

En relacién a los ensayos preliminares, se observé la formacion de zonas claras (halos transparentes)
alrededor de las colonias sélo en las cajas que contenian el medio basal indicando posible
degradaciéon de los polimeros. En la [Fig. 2 a)] se observa la formacién de un halo transparente
alrededor de la colonia de Aspergillus niger para KPF20.
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Fig. 2. a) Ensayos preliminares en cajas de Petri para KPF20 [(a) AIternaria‘sp., (b) Aspergillus niger y
(c) halo de inhibicion]; b) Hidrdlisis quimica: 180 dias.

En la Fig. 3 se muestran las curvas de crecimiento de micelio himedo para Aspergillus niger y
Alternaria sp. El Aspergillus niger mostré un crecimiento importante y similar para LPF10, KPF10,
KPF20 durante los primeros 30 dias de incubacion [Fig. 3 a)]. El crecimiento para PF y el blanco
resultd menor y mas lento en comparacion con las muestras modificadas con ligninas. A partir de los
50 dias comenz6 la etapa de muerte seguida de lisis celular. En la [Fig. 3 b)] se observa que la



velocidad de crecimiento de la Alternaria sp. para LPF10 y KPF20 result6 menor en comparacion con
la velocidad de crecimiento del Aspergillus niger y mayor para PF.
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Fig. 4. Pérdida de peso por hidrélisis enziméatica: a) Aspergillus niger, b) Alternaria sp.

El méximo crecimiento para KPF20 se evidencié a los 150 dias. El crecimiento de micelio seco
mostré un comportamiento similar al crecimiento himedo.

En la Fig. 4 se muestra la pérdida de peso de los materiales atacados por el Aspergillus niger y la
Alternaria sp. Como era de esperar la pérdida de peso, producto de la degradacion, resulté mayor
para los materiales modificados con ligninas e incrementd en el siguiente orden: PF < LPF10 <
KPF10 <KPF20.

So6lo KPF20 sufri6 degradacién por hidrélisis quimica (Tabla 1). Estos resultados coinciden con la
intensa coloracion del agua del Erlenmeyer para KPF20 al final de la hidrélisis quimica indicando
difusién de los compuestos de degradacion de los polimeros [Fig. 2 b)].

Tabla 1. Hidrdlisis quimica

0 dias 30 dias 60 dias 120 dias 180 dias
PF 0 0 0 0 0
LPF10 0 0 0 0 0
KPF10 0 0 0 0 0
KPF20 0 0 0 4.21% 3,34%

En la Fig. 5 se muestran los espectros obtenidos por FTIR para las muestras KPF10 a 0, 60 y 180
dias de hidrdlisis quimica y enzimatica. El seguimiento de la degradacion se hizo a partir de la
relacion de uniones éter/uniones metileno (relacion de areas bajo los picos a 1219 y 1481 cm™,
respectivamente). La relacion de areas se mantuvo constante en el tiempo para las muestras



sometidas a hidrdlisis quimica [Fig. 5 a)] mientras que disminuy6 en las muestras correspondientes a
hidrélisis enzimatica [Fig. 5 b) y c)]. Estos resultados sugieren incipiente biodegradacién de los
materiales evidenciada por la ruptura de uniones del tipo éter. Resultados similares se observaron
para LPF10, KPF20 y PF.
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Fig. 5. FTIR para KPF10: a) Hidrdlisis quimica, b) Aspergillus niger c) Alternaria sp.

Conclusiones

El empleo de ligninas en reemplazo parcial de fenol en la sintesis de resinas de PF del tipo resol,
permitié generar nuevas arquitecturas macromoleculares mas amigables con el medio ambiente.

El Aspergillus niger y la cepa silvestre de Alternaria sp. resultaron capaces de degradar los materiales
termoestables basados en resoles modificados con ligninas del tipo Kraft y lignosulfonato de sodio en
un periodo de 200 dias. El seguimiento del peso del micelio mostré un importante crecimiento durante
el proceso. La pérdida de peso de las muestras corroboré la degradacién de los materiales que
incremento en el siguiente orden: PF < KPF10 < LPF10 < KPF20. El analisis espectroscoépico (FTIR)
resulté una herramienta poderosa para dilucidar el mecanismo de degradacién de los materiales que
involucrd hidrdlisis de las uniones del tipo éter.

En futuros trabajos se caracterizaran los polimeros antes y después de la biodegradacién por
microscopia de barrido electrénica (SEM).
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