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Biodegradacion de polietileno de baja densidad - PEBD por accion
metabolica del lepidoptero Galleria mallonella reutilizando
residuos de apicultura.

Betty Ullawda Ricce Maldonado, Jeyson Edgar Beraln Pizarro

8EP. Ingenieria Ambiental, Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Universidad Peruana Unidn, Perd.
Resumen

La contaminacion por plasticos es uno de los problemas ambientales méas graves de este siglo, en su mayoria son de
un sélo uso, y una vez concluida su vida Util se convierte en contaminante, ya que su descomposicion tarda entre 100 a
400 afos aproximadamente. El objetivo de esta investigacion es evaluar la eficacia de la biodegradacién del polietileno
de baja densidad (PEBD) mediante la Galleria mellonella en el distrito de Pangoa, Junin, PerG. Para el desarrollo del
estudio, se acondiciond a la Galleria mellonella en tres grupos alimenticios (cera de abeja, dieta balanceada y salvado
de trigo), posterior a la etapa de acondicionamiento se desarroll6 el tratamiento de biodegradacidn que consistié en
colocar a la Galleria mellonella en terrarios con el PEBD, los tratamientos se llevaron a cabo en tres distintos tiempos
(24, 36 y 48 horas). Para evaluar la eficacia de la biodegradacion se tuvo en cuenta dos analisis: al analisis RAMAN de
las muestras de PEBD vy la reduccion de peso del PEBD tratado. Los resultados del analisis RAMAN indicaron que las
muestras de PEBD tratadas presentas una disminucion en el nivel de cristalinidad, mientras que la reduccién de peso
del PEBD indic6 que los mejores resultados se dieron a 36 horas y acondicionadas con cera de abeja. En conclusion, el
uso de la Galleria mellonella para la biodegradacion de PEBD es eficaz cuando esta acondicionada con cera de abeja y
se realiza el tratamiento a 36 horas.

Palabras clave: biodegradacion, polietileno de baja densidad, Galleria mellonella.

Abstract

Plastic pollution is one of the most serious environmental problems of this century, most of them are
single-use, and once their useful life is over, they become polluting, since their decomposition takes
approximately 100 to 400 years. The objective of this research is to evaluate the efficacy of low-density
polyethylene (LDPE) biodegradation by Galleria mellonella in the district of Pangoa, Junin, Peru. For the
development of the study, the Galleria mellonella was conditioned in three food groups (beeswax, balanced
diet and wheat bran), after the conditioning stage the biodegradation treatment was developed, which
consisted of placing the Galleria mellonella in terrariums with the PEBD, the treatments were carried out
at three different times (24, 36 and 48 hours). To evaluate the efficacy of biodegradation, two analyzes were
taken into account: the RAMAN analysis of the LDPE samples and the weight reduction of the treated
LDPE. The results of the RAMAN analysis indicated that the treated LDPE samples show a decrease in the
level of crystallinity, while the weight reduction of the LDPE indicated that the best results occurred at 36
hours and conditioned with beeswax. In conclusion, the use of Galleria mellonella for the biodegradation
of LDPE is effective when it is conditioned with beeswax and the treatment is carried out at 36 hours.

Key words: biodegradation, low density polyethylene, Galleria mellonella.
INTRODUCCION

¢Alguien podria vivir sin plastico en pleno siglo XXI? pues no; ya que gran parte de los objetos
que vemos Y utilizamos estan elaborados de ese material (Caceres, 2017). Se ha vuelto tan
omnipresente que resulta dificil creer que se produce a escala industrial recién desde el afio 1950
(Geyer et al., 2017).



Segun el Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente, la contaminacion por plastico
es uno de los problemas ambientales graves de este siglo (PNUMA, 2012). Estimaciones datan
gue hasta la fecha se produjo 8.300 millones de toneladas métricas (TM), pero cerca de la mitad
se cred a partir del 2004; y del total de plasticos producidos, el 30 % aln sigue en uso; el resto
(6.000 millones TM) se ha convertido en residuos (9 % reciclaje, 12 % incinerado y 79 % en
vertederos o arrojados al medio ambiente) (Geyer et al., 2017). Con respecto a las bolsas de
plastico, en el mundo se utilizan 10 millones de bolsas cada minuto y al afio 5 billones, de los
cuales se vierten al océano cerca de 5 a 13 millones de toneladas (Ellen MacArthur Foundation;
McKinsey, 2016). Con la aparicion de la Pandemia ocasionada por la Covid-19 su uso aumento
en gran manera (Flores, 2020).

En Sudamérica, la contaminacion por plastico ha ocasionado la formacion de “islas de plastico”
en el norte del Océano Pacifico, y el 80% de estos residuos provienen de fuentes terrestres (Elias,
2015), es por ello que es de vital importancia encontrar tratamientos adecuado o realizar una buena
gestion a este tipo de residuos solidos (Séaez & Urdaneta, 2014).

Del mismo modo; en Peru los residuos plasticos conforman uno de los tres volimenes méas
grande de residuos s6lidos municipales debido a su creciente demanda (Gutierrez, 2018). Segln
el Informe Nacional de Residuos Solidos, en el 2013 se generaron 4.938.000 toneladas de residuos
s6lidos domiciliarios en el sector urbano (Ministerio del Ambiente, 2014), 886 toneladas de
plastico al dia generadas en Lima y Callao (Ministerio del Ambiente, 2017). Actualmente, cada
ciudadano utiliza 30 kg de plastico por afio y la suma total de bolsas plasticas bordea los 3.000
millones, casi 6 mil bolsas por minuto (Ministerio del Ambiente, 2017); en su mayoria de un sélo
uso y una vez concluida su vida til se convierte en contaminante, ya que su descomposicién tarda
entre 100 a 400 afios aproximadamente tornandose perjudicial su presencia en el Ambiente
(Bombelli et al., 2017). Desde el 2016 se cuenta con legislaciones ambientales y planes de gestién
integral para tratar este tipo de residuos, en los cuales estan involucrados los Ministerios del
Ambiente, Salud, Educacion, las municipalidades y los gobiernos regionales (Ministerio del
Ambiente, 2016b). EI 2018, se promulgo la ley que regula el uso de plastico uso (Ley N° 30884,
2018), sin embargo; por la falta de control y fiscalizacion, la inexistencia de medidas de control y
la ausencia de educacién ambiental en la ciudadania no se ha logrado mucho hasta ahora (Flores,
2020). Por otro lado; el Ministerio del Ambiente cuenta con lineas de investigacion que incentivan
a realizar este tipo de estudios en favor del medio ambiente, este estudio se encuentra dentro de
esta linea de investigacion: Componente: Residuos Solidos y Peligrosos; Area tematica:
Tratamiento de residuos sélidos y peligrosos; Linea de investigacion: Tecnologias de tratamiento
de residuos sélidos, organicos, peligrosos y quimicos (Ministerio del Ambiente, 2016a).

El desarrollo de este estudio propone una alternativa de tratamiento al plastico, asi mismo la
disminucién del volumen de los residuos plasticos que llegan al CEPAP (Relleno Sanitario del
distrito de Pangoa) a fin de aumentar la vida util de las celdas transitorias. El distrito de Pangoa,
Satipo, Junin cuenta con una poblacion de 24939 habitantes sélo en la zona urbana; la generacion
per cépita de residuos es de 0.45 kg/hab/dia; y al afio se generan 4113.6 toneladas de residuos,
siendo el plastico el segundo residuo con mayor generacion: 168.2 toneladas al afio
(Municipalidad Distrital de Pangoa, 2019).

Es por ello, que la investigacion se centra en hallar un modo de degradar el polietileno a través
de organismos biologicos, en este caso, la biodegradacion del plastico a través del “gusano de la
cera”.

MATERIALES Y METODOS



Descripcion del lugar de estudio

El presente trabajo se llevara a cabo en el distrito de Pangoa, provincia de Satipo, departamento
Junin; bajo condiciones de laboratorio, en el segundo semestre del presente afio 2021. El distrito
de Pangoa esta ubicado a 773 msnm, pertenece a una zona con clima tropical semi-himedo y
posee un area de 6 197 km2 (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio

Materiales y equipos empleados

Los materiales a utilizar tanto para la crianza de la Galleria mellonella y para el tratamiento

son los siguientes:
e Dieta balanceada (que se preparara con: Salvado de trigo (150 gr), Arroz molido (70

gr), Galletas de cachorro (25 gr), Miel (250 gr), Polen (8 gr).
Cera de abeja 3 kg
Salvado de trigo 3 kg
Bolsa de PEBD
Retazos de carton (para colocar los huevos).
Pinza (para retirar la muestra de PEBD sin alterar o dafiarla).
Guantes de latex (para manipular la muestra sin alterarla).
Cuaderno de apuntes, lapicero
Céamara fotogréfica
Terrario (caja de vidrio con medidas: 15 cm de ancho x 20 cm de longitud x 10 cm de
altura, cubierto con malla de metal y tela tull)
¢ Balanza calibrada (para pesar la cantidad de material biodegradado (PEBD).

Metodologia

Este trabajo de investigacion se realizara de la siguiente manera:
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Se procedera a acondicionar el area de trabajo, en esta area se tendran las cajas de
madera para la crianza del lepidoptero Galleria mellonella. La Galleria mellonella se
obtendra de la empresa “Apicola Ayni S.A.C.” para criarlos en tres grupos con un
distinto alimento a cada grupo: dieta balanceada, cera de abeja y salvado de trigo
(Anwar et al., 2014).

Cuando la Galleria mellonella llegue al estado larvario, etapa en la que la Galleria
mellonella biodegrada el polietileno de baja densidad-PEBD (ver figura N? 2), se
procedera a realizar el estudio.

A) Huevo

B) Larva
u oruga

C) Pupa o crisalida

Figura 2. Ciclo bioldgico de la Galleria mellonella.
Fuente: Lucila Adriana Galan Franco (2012).

Para el desarrollo del estudio se analizara previamente el PEBD, se realizara el pesado

y el analisis de laboratorio (RAMAN), posterior a ello se sometera al tratamiento con

la Galleria mellonella obtenida de los 3 grupos mencionados anteriormente, estos 3

tratamientos se desarrollaran a 3 tiempos distintos (24, 36 y 48 horas) y se realizard 3

repeticiones por cada tratamiento (Bonhomme et al., 2003).

Posterior al desarrollo del tratamiento, se realizard el pesado final del PEBD vy el

analisis de laboratorio (RAMAN); para recoger la muestra de PEBD se realizara lo

siguiente:

v Colocarse los guantes quirtrgicos.

v" Coger la bolsa de PEBD con una pinza para no alterarla.

v Llenar la muestra en una bolsa de seguridad y sellarla. Repetir lo mismo para las
27 muestras.



v' Una vez obtenida las 27 muestras, colocarlas en un cooler para su traslado al
laboratorio y realizar los analisis correspondientes. Es muy importante evitar
movimientos bruscos durante el traslado.

¢ Finalmente se procesara los datos obtenidos para la publicacion de los resultados.
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Los resultados finales como tablas, graficos y mapas fueron producto del procesamiento de
datos de las mediciones de ruido, mediante el empleo de softwares de ArcGis 10.5, Excel 2016 y
el SPSS.

Pruebas estadisticas



Se aplic6 una prueba de diferencia de medias mediante la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis, se eligié una prueba no paramétrica debido a que los resultados no presentaban una
distribucién normal, la prueba Kruskal Wallis se aplicé a un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Resultados cuantitativos
Resultado de la disminucidn de peso del PEBD

Los resultados de los 27 tratamientos realizados en 24, 36 y 48 horas al polietileno de baja
densidad - PEBD se muestran en los graficos 1, 2 y 3. Ademas, en el Grafico 4 se muestra el
tratamiento que tuvo mayor resultado, tanto en 24, 36 y 48 horas.
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Graéfico 1. Diferencia de pesos de Polietileno de baja densidad - PEBD en 24 horas.

En el Grafico 1, se muestra los tres distintos tratamientos que se aplicaron a las larvas del
“gusano de la cera” (Galleria mellonella): cera de abeja, dieta balanceada y salvado de trigo; con
tres repeticiones para cada tratamiento.

De la cual, se puede observar que la biodegradacion del PEBD tratado con la larva
acondicionada con Cera de abeja obtuvo una reduccion de peso del 7 % en la primera y tercera
repeticion, y en la segunda repeticion no obtuvo ninguna reduccion de peso. La larva
acondicionada con Dieta balanceada obtuvo una reduccién de peso del 7 % en la primera y
segunda repeticion, y en la tercera no obtuvo ninguna reduccion de peso. La larva acondicionada
con Salvado de trigo obtuvo una reduccion de peso del 7 % en la primera repeticion, y ninguna
reduccion de peso en la segunda y tercera repeticion.



DIFERENCIA DE PESOS EN 36 HORAS
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Gréfico 2. Diferencia de pesos de Polietileno de baja densidad - PEBD en 36 horas.

En el Grafico 2, se muestra los tres distintos tratamientos que se aplicaron a las larvas del
“gusano de la cera” (Galleria mellonella): cera de abeja, dieta balanceada y salvado de trigo; con
tres repeticiones para cada tratamiento.

De la cual, se puede observar que la biodegradacion del PEBD tratado con la larva
acondicionada con Cera de abeja obtuvo una reduccion de peso del 67 % en la primera repeticion,
47 % en lasegunday 53 % en la tercera. La larva acondicionada con Dieta balanceada obtuvo una
reduccién de peso del 13 % en la primera y segunda repeticién, y 27 % en la tercera. La larva
acondicionada con Salvado de trigo obtuvo una reduccién de peso del 13 % en la primera
repeticion, 20 % en la segunda y 7 % en la tercera.
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Gréfico 3. Diferencia de pesos de Polietileno de baja densidad - PEBD en 48 horas.

En el Grafico 3, se muestra los tres distintos tratamientos que se aplicaron a las larvas del
“gusano de la cera” (Galleria mellonella): cera de abeja, dieta balanceada y salvado de trigo; con
tres repeticiones para cada tratamiento.

De la cual, se puede observar que la biodegradacion del PEBD tratado con la larva
acondicionada con Cera de abeja obtuvo una reduccion de peso del 47 % en la primera repeticion,
33 % en la segunda y 40 % en la tercera. La larva acondicionada con Dieta balanceada obtuvo una
reduccion de peso del 33 % en la primera repeticion, 27 % en la segunda y 23 % en la tercera. La



larva acondicionada con Salvado de trigo obtuvo una reduccion de peso del 20 % en la primera
repeticion, 13 % en la segunda y tercera.
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Grafico 4. Diferencia de pesos de Polietileno de baja densidad - PEBD con el tratamiento de
la Cera de abeja, evaluadas en 24, 36 y 48 horas.

En el Grafico 4, se muestra el tratamiento de las larvas de Galleria mellonella acondicionadas
con Cera de Abeja con sus respectivas repeticiones y evaluados en 24, 36 y 48 horas.

De la cual, podemos observar que la biodegradacion del PEBD evaluada en 24 horas obtuvo
una reduccion de peso del 7% en la primera y tercera repeticion, y en la segunda no obtuvo ninguna
reduccion de peso. La biodegradacion de PEBD evaluada en 36 horas obtuvo una reduccion de
peso de 67 % en la primera repeticion, 47 % en la segunda y 53 % en la tercera. La biodegradacion
de PEBD evaluada en 48 horas obtuvo una reduccion de peso de 47 % en la primera repeticion,
33 % en la segunda y 40 % en la tercera.

Esto demuestra que la biodegradacion del PEBD es eficaz a 36 horas.

Resultado del analisis RAMAN del PEBD

Espectro RAMAN del PEBD control
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Gréfico 5. Espectro RAMAN del PEBD control



Nimero de Onda (cm-1) Grupo funcional

1063 Cc-C
1131 Cc-C
1295 CH2
1418 CH2
1446 CH2

Tabla 1. Nimero de onda y grupo funcional (los valores fueron asignados comparando con
los espectros reportados por Raman Spectroscopic Study of High-density Polyethylene during
Tensile Deformation) (Kida, Hiejima, & Nitta, 2016).

En el Gréfico 5, se muestra el espectro RAMAN del polietileno de baja densidad (PEBD) control
resaltando los picos mas significativos y en la Tabla 1 se detalla el grupo funcional obtenidos en
los picos. Se tomaron las bandas RAMAN del espectro para la cadena cristalina (1063, 1131, 1295
y 1418 cm-1), estas bandas se utilizan como estdndar para comparar las variaciones de la
cristalinidad del PEBD) (Kida, Hiejima, & Nitta, 2016).
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Grafico 6. Espectros RAMAN de los tratamientos realizados comparados con la muestra
control del PEBD.

En el Grafico 6, se muestran los espectros RAMAN de los tratamientos realizados comparados
con la muestra control del PEBD, se puede apreciar que el 100% de los tratamientos se obtuvieron
reduccion en la intensidad observada en el nimero de onda 1063 cm-1, el 78% de los tratamientos
en el nimero de onda 1131 cm-1, el 100% de los tratamientos en el nimero de onda 1295 cm-1y
el 100% de los tratamientos en el nimero de onda 1418 cm-1. En tal sentido la reduccion de la
intensidad en estas bandas RAMAN indican una disminucion en la cristalinidad del PEBD
producto del tratamiento aplicado a las muestras.



Resultado del analisis estadistico de la reduccion de peso del PEBD

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Grafico 7. Resultado de la prueba de kruskal Wallis

El analisis de comparacion de medias mediante Kruskal Wallis a un nivel de confianza de 95%,
indica que existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos aplicados al PEBD,
el Grafico 9 muestra que la entre los tratamientos de 24 y 26 horas existe diferencia significativa
entre las medias, entre los tratamientos de 24 y 48 horas no existe diferencia significativa entre las
medias y entre los tratamientos de 24 y 48 horas existe diferencia significativa entre las medias.

Resultados cualitativos
Resultado de los cambios fisicos del PEBD

Grafico 8. Consumo de PEBD, Muestra Al- 36.

En el grafico 8, se observa la actividad degradativa de las larvas de Galleria mellonella,
reflejadas en el consumo del PEBD.

Resultado de Micrografia Optica del PEBD



Grafico 9. Micrografia optica de la Grafico 10. Micrografia Optica del
muestra Control. tratamiento A1-36h.

En el grafico 9y 10, se observa las diferencias que hay entre la muestra control y el tratamiento
A1-36h del polietileno de baja densidad-PEBD, se evidencia un ligero cambio en el brillo y la
aparicion de algunas fisuras. Esto se analiz6 en el 100 % de la muestra y con un nivel de 90 pum.

Grafico 11. Micrografia dptica de la muestra A1-36h-a2: evaluada en la region “a” con un
nivel de 23.36 um.

El grafico 11, ofrece una vista Optica realizada en los bordes de los agujeros que dejan las larvas
de Galleria mellonella en la muestra de polietileno de baja densidad-PEBD, esto se analiz6 en la
region “a” con un nivel de 23.36 pm.

DISCUSION



En la presente investigacion se obtuvo que 30 larvas del lepiddptero Galleria mellonella
acondicionadas con “cera de abeja” biodegradaron 283.5 mg (67 %) de polietileno de baja
densidad - PEBD en 36 horas a una temperatura de 25 °C y 83 % de humedad relativa, ésta
pertenece al Tratamiento A1-36.

Una de las formas para evaluar la eficacia de biodegradacion es la cantidad de peso perdido
del PEBD, en otras palabras ;Cuéantos miligramos de PEBD consumi6 la Galleria mellonella?
Bombelli (2017), menciona que 100 larvas de Galleria mellonella son capaces de biodegradar 92
mg de polietileno en 12 horas. Si bien, nosotros extendimos el tiempo a 36 horas pero aplicamos
solo 30 larvas, obtuvimos una mayor cantidad de PEBD biodegradado; en otras palabras, 283,5
mg de PEBD biodegradado, que es mayor, aun si triplicaramos los 92 mg de Bombelli.

Velasco (2017), encontro que 10 larvas de Galleria mellonella degradan 0.0210 mg en 12 horas
a una temperatura de 25 °C. En nuestro estudio obtuvimos una degradacién de 283,5 mg, y es muy
alta; esto se debe a que nosotros aumentamos el tiempo y la cantidad de larvas. Sin embargo,
mantuvimos la misma temperatura de 25 °C.

Marquez (2019), evidencié que 480 larvas de Galleria mellonella acondicionadas a una
temperatura de 27 °C y 70 % de humedad relativa biodegradaron 0,173 mg de polietileno en 7
dias. Yang (2014), extrajo dos cepas bacterianas del intestino de la Galleria mellonella y lo incub6
por 60 dias, para verificar si eran capaces de biodegradar el PE, y descubrieron que la Esterobacter
asburiae biodegrada 6,1 + 0,3% y Bacillus sp. 10,7 £ 0,2%; en este caso, no utilizaron la larva
como tal, pero si las bacterias que trabajan dentro de ella. En ambos estudios se ve que los
resultados son menores que los nuestros, ademas el tiempo empleado para la biodegradacion es
muy prolongado.

Rivas (2020), dio a conocer que la cucaracha Periplaneta americana acondicionada a una
temperatura de 35 ° Cy a 60 % de humedad relativa, biodegrada 0.6 mg de bolsa plastica (PEBD)
en 7 dias, obteniendo una eficiencia de 7.6 %. Esta se parece mucho a la Galleria mellonella, ya
gue ambos desarrollan su actividad durante la noche y les gusta las mismas condiciones de
temperatura y humedad relativa.

En comparacion con estos estudios, se demuestra que nuestra investigacién obtuvo mejores
resultados de biodegradacién de PEBD en cuanto a pérdida de peso, y tomando en cuenta el
tiempo, también resulto relativamente corto.

Por otro lado, la temperatura tuvo un papel importante en la biodegradacion del PEBD. Velasco
(2017), trabajo con larvas de Galleria mellonellaa 25 °C y 35 °C, demostrando que la temperatura
Optima para llevar a cabo la biodegradacion es 25 °C. Marquez (2019), también trabajé con el
mismo tipo de larvas a una temperatura de 27 °C. Y Rodriguez (2015) menciona que las larvas de
Galleria mellonella tienen un desarrollo normal cuando se encuentran a una temperatura de 25 °C
y su tiempo de vida oscila entre 28 dias. Pero si la temperatura es muy baja, su actividad se torna
lenta y su tiempo de vida se prolonga, por el contrario, si la temperatura es demasiado alta, tienen
una actividad acelerada y su tiempo de vida se acorta considerablemente. Por esta razon, en
nuestro trabajamos a una temperatura de 25 °C.

Respecto a la alimentacion y acondicionamiento de la Galleria mellonella, nosotros aplicamos
cera de abeja, dieta balanceada y salvado de trigo; puesto que, Salas (2015) considera que la mejor
dieta para criar a la Galleria mellonella contiene salvado de trigo, aztcar y miel. Rodriguez (2015)
también incluye en su dieta: afrecho de trigo, arroz, croquetas de can, miel de azucar y miel de
abeja; es por ello, que optamos por estos residuos de apicultura como alimento para criar y
acondicionar a la Galleria mellonella. Marquez (2019), comprob6 que los tratamientos donde se



incluye cera de abeja, tienen un mayor consumo de plasticos, esto se asemeja a nuestro trabajo,
ya que el tratamiento con cera de abeja obtuvo mejores resultados.

Corefio (2010) indica que la cristalinidad de los polimeros forma parte fundamental en la
solubilidad y permeabilidad de dichos elementos, es decir la reduccion de la cristalinidad
contribuye a incrementar la solubilidad y permeabilidad; ademas indica que una reduccién de la
cristalinidad reduce la densidad del polimero y por ende la resistencia de la misma.

CONCLUSIONES

La evaluacion de la reduccion de peso y la reduccion de la cristalinidad del polietileno de baja
densidad mediante la aplicacién de la Galleria mallonella, en su estado larvario, evidencia la
biodegradacion del material.

La cera de abeja es el residuo de apicultura que obtiene mejores resultados, ya que al
acondicionar a la Galleria mallonella con este material, se obtiene un promedio de reduccién de
peso de 141,75 mg (33 % de reduccion).

El tratamiento desarrollado a las 36 horas es el que obtiene mejores resultados con un promedio
de reduccion de peso del polietileno de baja densidad de 122,85 mg (29 % de reduccion).

El tratamiento llevado a cabo a las 36 horas y con la cera de abeja para acondicionar a la
Galleria mallonella fue el que obtuvo mejores resultados con un promedio de reduccién de peso
del polietileno de baja densidad de 236,25 mg (56 % de reduccion).

RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar las heces de las larvas de Galleria mellonella para verificar la
biodegradacion.

Se recomienda hacer mas estudios de biodegradacion con Galleria mellonella, puesto que
nosotros encontramos que no solamente degradan PEBD, sino también poliuretano, papel y tela,
tal y como lo indicamos en el Anexo 6.
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ANEXOS

Anexo 1. Dietas para acondicionar a las larvas de Galleria mellonella.
Preparacion de dieta balanceada (lzquierda). Cera de abeja recolectada de la empresa
“Apicola Ayni S.A.C.” (Derecha).

Anexo 2. Experimento de los tratamientos. Colocacion de PEBD y larvas acondicionados con
sus respectivos alimentos.



Anexo 4. Evidencia de los tratamientos con sus 3 repeticiones y 3 tipos de alimentos.



Anexo 5. Evidencia del consumo de PEBD por parte de las larvas de Galleria mellonella.

Anexo 6. Otras fuentes de alimentacién de las larvas de Galleria mellonella.
Poliuretano (izquierda), Papel (centro), tela (derecha).

Anexo 7. Materiales y equipos utilizados para el estudio.
Termo-higrometro BOECO Germany utilizado para tomar los datos de temperatura y humedad
relativa (izquierda), Balanza digital Multi-function Electronic Scale para tomar los datos del
peso del PEBD (centro), Cooler para guardar las muestras de PEBD (derecha).



Peso inicial | Peso final | Diferencia de
(Mg) (Mg) pesos (Mg)
Al-24 42535 396.9 28.35
AZ2-24 42525 425.25 o
A3-24 42525 396.9 28.35
B1-24 42535 396.9 28.35
B2-24 42535 396.9 28.35
B3-24 42525 425.25 o
C1-24 42525 396.9 28.35
C2-24 42535 42525 o
C3-24 42535 42525 o
Al-36 42525 141.75 283.5
AZ2-36 42525 226.8 1958.45
A3-36 42535 19845 226.8
B1-36 425325 368.55 56.7
B2-36 42535 36855 56.7
B3-36 42525 311.85 1134
C1-36 42525 368.55 56.7
C2-36 425325 3402 35.05
C3-36 42535 396.9 28.35
Al-48 42525 226.8 1958.45
A2-48 42525 2835 14175
A3-48 425325 25515 1701
B1-48 42535 2835 14175
B2-48 42525 311.85 1134
B3-48 42525 326.03 99 22
C1-48 425325 3402 35.05
C2-48 42535 36855 56.7
C3-48 42525 368.55 56.7

Anexo 8. Registro de los datos de pesos de PEBD de todos los tratamientos, fueron registrados
en miligramos (Mg).
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1.1. Procedimiento

Las bolsas de PEBD fueron dobladas de tal forms que se acumularon 16 capas y s colocaron enmre
dos laminas de vidno portsobjetos, con el fin de tener un mayor espesor de material que arroje una
mejor sefial (mayor relacion sefial/muido). Se )6 la potencia del liser a 75 mW, s midieron y
promedisron 30 espectros Raman de 2 sezundos cads uno resultando n especto carscteristico

Informe descriptivo de medidas por Microscopia Raman Confocal y
O

Detalles zenerales del servicio por muestrs. Debido a que las liminas de widrio portaobjetos también amojan sefis] Raman
Tipodemmesmas:  Balses de polistleno de bja densidad (PEBD) Sormando lomas amorfas an el espectro, éstas se midisron por separado y se restazon a los aspactos
Niimero de musstas: 30 delas muestras madidss. Asimismo, se realizd el procasamiento de los espectos que consistié ex:
Iszmeion: Universidad Pemana Union 1) Suprimir los picos debido a rayos cosmicos que impactan ea el detsctor CCD; i) Suavizar los
Persona de contacto: Betty Ricce / Jeyson Beraun espectros; fif) Retirar el nuido de fondo (background). El espectro resultante se exports en formato
ASCTI de dos columnas (Figura 1).
Detalles instrumentales
Equipo: Microscopio Ramsn confocal con AFM
Modelo: alpha300RA . S )
Marca: WITec GmbH L
o’ 1
Modo demedids  Medids puntual de espectros Raman y toms de mictografiss dpricas. 1205 et |
Las nmestras anslizadas faeron 30 bolsas PEBD cuya denominacion se detalla enla Tabla 1. Cla| [
. . B |
1. Microscopia Raman Confocal g |
Las condiciones de medida de los espectros Raman fusron las siguisntes 2]
Detsctor: Camara CCD Loy [y | LU
Ancho: 1650 pixeles o ) I J _J
Alro: 200 pixelas | .
. e w0 @ me wm
Temperamura A1 Commisntn Raman o)
Especarémtro: UHTS3005_GREEN_NIR
Longimd de onda del liser:  784.942 mm Figura 1. Espectro Ramen de iz muestra A1-24i
Potencia del liser. 75 mW
Rejilla de difmcrién: 300 gimm (BLZ=750nm)
Centro especiral: 1628.473 rel. Liem. Por cads una de las 30 musstrss, se procesaron y exportaron 2 archivos detallados en ls Tabla 2.
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Objetiva: Zaiss EC Epiplan 20x / 0.4
Mimero de acmmlsciones: 30
Tiempo de intezzacién: 20s
Grupe m
1
24h 2 Figura 2. Micrografia 6ptica de la muestra 8h de la region "a” con un nivel de 46.72 um
3| imagen fiie denominada "A2-45h-a3.
A 36h 2
3
1 <
itn 5 3. Conclusiones
2 Se pudo notar que, en las muestras en estudio, los picos Raman caracteristicos (1063, 1131, 1205
24n 2 o’ aprox) el ancho a media altura varié con respecto 2 las nmestras conmrol. Por ejemplo, las
3[ mmestras del grupo Control cuentan con un ancho a media almra de 9 53 = 1.06 e’ mientras que
B E 2 ¢l grupo A-48h cuenta con un ancho a media alfura de 10.03 = 2.10 o’ lo que indicaria wna
2 ligera disminucién en la cristalinidad del PEBD producto del tratamiento plicado a las muesgas.
48h 2 Por otro lado, se observaron cambios en las intensidsdes relativas de los picos antes mencionsdos,
5
T Io que indicaria la reduccién de ciertos modos vibracionales en el material en estudio.
241 2
3 Adjunto a este informe descriptivo se envia la carpeta “Medidas UPeU rar” conteniendo todos los
! archivos anterionuente descritos.
c 38h 2
3
1
48h 2
3
1
Control 2
3

Tabla . Grupos de muesiras analizadas por micrascopia Raman confocal y microscopia dptica. )
Se analizaren tes mugstras idénticas de cada grupe

Tlanit Samolski Klein, Ph D

Anexo 9. Informe descriptivo de medidas por Microscopia Raman Confocal y Microscopia
Optica del laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria la
Molina.



Espectros Raman de todos los tratamientos
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Anexo 10. Espectro Raman del PEBD Control

Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento A-24
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Anexo 11. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento A-24h.



Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento B-24
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Anexo 12. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento B-24h.

Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento C-24
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Anexo 13. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento C-24h.



Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento A-36
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Anexo 14. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento A-36h.

Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento B-36
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Anexo 15. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento B-36h.



Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento C-36
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Anexo 16. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento C-36h.

Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento A-48
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Anexo 17. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento A-48h.



Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento B-48
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Anexo 18. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento B-48h.

Espectro RAMAN del PEBD: control y tratamiento C-48
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Anexo 19. Espectro Raman para contrastar la diferencia entre el PEBD control y el
tratamiento C-48h.
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