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Efecto del consumo del polietileno de baja densidad en el desarrollo de la polilla de
la cera (Galleria mellonella, Lepidéptera: Pyralidae)

Gonzalo Andrés Deras Hernandez

Resumen. El polietileno es un polimero resistente a la biodegradacion. Como
consecuencia, enormes cantidades de residuos plasticos se acumulan en el medio ambiente
y en rellenos sanitarios. Algunas investigaciones indican que la larva de Galleria
mellonella, conocida como polilla de la cera es capaz de consumir y biodegradar polietileno.
Los objetivos del estudio fueron cuantificar la ganancia de peso y determinar el impacto del
polietileno de baja densidad en el crecimiento y sobrevivencia de la larva de G. mellonella
criada en cuatro dietas con diferentes proporciones de dieta artificial (DA) y polietileno de
baja densidad (PEBD). Muestras por conveniencia de 50 larvas se pesaron cada tres dias,
hasta completar su estadio de larva. Ademas, se cuantifico y registrd el nimero de
individuos que sobrevivieron. Se utilizé un Andlisis de Varianza (ANDEVA) repetido en
el tiempo para el peso y una ANDEVA de una via para la sobrevivencia. Posteriormente,
se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para la sobrevivencia y porcentaje de PEBD.
Finalmente se realizd la prueba de “Least Significant Difference” (LSD) de Fisher para
ambas variables. El estudio concluyd que las larvas que recibieron un menor porcentaje de
PEBD sobrevivieron mejor y crecieron mas rapido.

Palabras clave: Biodegradacién, biorremediacion, residuos plasticos.

Abstract. Polyethylene resists biodegradation, which results in enormous quantities of
plastic residues accumulating in the environment and in landfills. However, some studies
indicate that the larva of G. mellonella, (aka waxworms), reportedly consume and
biodegrade polyethylene. The objectives of the study were to quantify growth and survival
of G. mellonella larva reared on four diets with different proportions of low-density
polyethylene. A random sample of 50 larvae was weighed every three days, until pupation.
The number of surviving individuals was also recorded for each treatment. A one-way
ANOVA was used for survival and weight change between treatments. Subsequently, a
Pearson correlation was used for survival and Fisher’s "Least Significant Difference" (LSD)
was performed for both variables. Larvae that were given a lower proportion of
polyethylene survived better and grew faster.

Key words: Biodegradation, bioremediation, plastic waste.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el plastico ha revolucionado nuestras vidas. Desde su introduccion
en el afio 1950, la produccién mundial de plastico ha aumentado rdpidamente (Cdzar, et al.,
2014). De hecho, en los ultimos afios se han disefiado una amplia variedad de nuevos
productos plasticos (Thompson, Swan, Moore y Vom Saal, 2009) a partir de polietileno
(PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloruro de polivinilo (PVC) y polietileno
tereftalato (PET) (Miandad, Barakat, Aburiazaiza, Rehan y Nizami, 2016). Por otra parte,
Lebreton et al. (2018) aseguran que cada afio se consumen méas de 320 millones de toneladas
de plastico a nivel mundial. De hecho, casi todos los sectores de la poblacién utilizan el
plastico de alguna forma u otra. Geyer, Jambeck y Law (2017) afirman que entre los afios
de 1950 y 2015, la generacion de residuos plasticos ascendié a 6,300 millones de toneladas
(Mt) a nivel mundial, de las cuales aproximadamente 800 Mt de plastico fueron incineradas,
600 Mt recicladas y 4,900 Mt vertidas y acumuladas en rellenos sanitarios y/o medio
ambiente.

El polietileno es uno de los polimeros mas comunes, constituyendo aproximadamente el
64% del total de plastico producido a nivel mundial (Wilkes y Aristilde, 2017). Este
polimero estd compuesto por largas cadenas de monomeros de etileno (Kale, Deshmukh,
Dudhare y Patril, 2015). El cual, de acuerdo a sus caracteristicas fisicas y quimicas, se
clasifica en: polietileno de baja densidad (LDPE), polietileno de alta densidad (HDPE) y
polietileno lineal de baja densidad (LLDPE) (Das y Kumar, 2014). En los ambientes
terrestres y marinos la degradacion natural de los residuos de polietileno esta influenciada
por diferentes factores ambientales, como la luz solar, el calor y la humedad (Hiejima, Kida,
Takeda, Igarashi y Nitta, 2018), los cuales, afectan las propiedades fisicas y quimicas del
polimero. A partir de esto, Sangale, Ade y Shahnawaz (2012) aseguran que existen tres
mecanismos responsables de la degradacion del polietileno: la fotodegradacion, la
degradacion termo-oxidativa y la biodegradacion.

La biodegradacion es un proceso natural de asimilacion de compuestos organicos a traves
de microorganismos como bacterias, hongos y algas. Con respecto a lo anterior, se encontr
que la larva de Galleria mellonella (Lepiddptera: Pyralidae), comunmente conocida como
gusano de la cera, es capaz de consumir y biodegradar polietileno (Bombelli, Howe y
Bertocchini, 2017). G. mellonella es un insecto con una amplia distribucion geogréafica que
habita en las colmenas de las abejas, donde crece y se alimenta de cera y miel. Este insecto
tiene cuatro etapas de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. La duracién del ciclo de
desarrollo completo es de aproximadamente 40 dias dependiendo de la temperatura y la
cantidad de alimento (Jorjao et al., 2018).



De acuerdo con Bombelli, Howe y Bertocchini (2017) 100 larvas de G. mellonella son
capaces de consumir 92 miligramos de polietileno de baja densidad en 12 horas, esto sugiere
que el tiempo de degradacion es extremadamente rapido en comparacion a otros
organismos. Por ejemplo, se reportd que una cepa de Pseudomona causé una pérdida del
20% del peso de polietileno en 120 dias (Kyaw, Champakalakshmi, Sakharkar, Lim y
Sakharkar, 2012). Adicionalmente, se informo que dos bacterias del género Sphingomona
y Pseudomona degradan el 22% del peso de polietileno en un periodo de seis semanas
(Burd, 2008). Por ende, la capacidad de consumir y degradar el polietileno de la larva de G.
mellonella, puede convertirse en una herramienta para la gestion de residuos plasticos que
permita reducir y eliminar de manera eficaz las grandes cantidades de desechos plasticos
que se depositan en el medio ambiente y/o rellenos sanitarios.

A partir de esto, los objetivos especificos del estudio fueron:

eEvaluar la ganancia de peso en la larva de G. mellonella alimentada con diferentes
proporciones de dieta artificial y polietileno de baja densidad.

¢ Determinar el impacto del polietileno de baja densidad en la sobrevivencia de larva de G.
mellonella.



2. MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sitio de estudio.

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de la Unidad de Control Bioldgico del
Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Universidad de Zamorano,
Honduras.

Origen y manejo del experimento.

Las posturas de huevos de G. mellonella se obtuvieron a través del Laboratorio de la Unidad
de Control Bioldgico de la Universidad de Zamorano. Cada uno de los pesajes se llevo a
cabo en una balanza analitica de 0.001 g de exactitud. Al inicio del experimento, se pesaron
0.05 g de huevos de G. mellonella y siete gramos de dieta artificial, los cuales se colocaron
en 10 recipientes de plastico de una onza liquida. Una vez sembradas las posturas de huevos,
se cubrieron con una hoja de aluminio de 7 x 7 cm y se incubaron en una habitacién con
poca iluminacion y buena aireacion a una temperatura de 27 + 3 °C y 35 + 5% de humedad
relativa durante siete dias. Seguidamente, se seleccionaron y pesaron 200 larvas recién
eclosionadas, las cuales se colocaron en 12 bandejas plasticas de 32 x 18 x 13 cm con dieta
artificial (DA) y polietileno de baja densidad (PEBD). Adicionalmente, se colocé grasa en
los bordes de cada bandeja plastica para evitar la fuga de las larvas. A continuacion, se
elaboraron cuatro dietas con diferentes proporciones de DA/PEBD (100/0, 50/50, 30/70,
10/90), las cuales se suministraron semanalmente durante tres semanas en diferentes
cantidades. Finalmente, se cuantifico y registro la cantidad de larvas que sobrevivieron de
cada una de las bandejas plasticas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion de raciones de dieta artificial (DA) y polietileno de baja densidad
(PEBD) por semanas.

Semana 1 Semana 2 Semana 3
Tratamientos DA PEBD DA PEBD DA PEBD
()] 9 @ )] @ @
Testigo! 200 - 200 - 100 -
50DA/50PEBD? 100 100 100 100 50 50
30DA/70PEBD3 50 150 50 150 50 50
10DA/90PEBD* 17 200 17 200 17 50

1 Testigo 100% dieta artificial

250% dieta artificial / 50% polietileno de baja densidad
3 30% dieta artificial / 70% polietileno de baja densidad
4 10% dieta artificial / 90% polietileno de baja densidad



Formulacion y preparacion de las dietas.

En esta fase se formularon cuatro dietas, las cuales fueron elaboradas a partir de la
incorporacion de diferentes cantidades de DA y PEBD (Cuadro 2). Se utilizaron bolsas de
polietileno de baja densidad, las cuales se cortaron en fragmentos de aproximadamente 1 x
1 cm para alcanzar el peso requerido en la formulacion. Cada uno de los ingredientes de la
dieta fueron pesados y mezclados.

Cuadro 2. Composicion de las dietas evaluadas en las larvas de Galleria mellonella.
Tratamientos
Testigot 50DA/S0PEBD2 30DA/70PEBD® 10DA/90PEBD*

Ingredientes

Polietileno (g) - 250.00 350.00 450.00
Leche de soya en 22.68 11.34 6.80 227
polvo (g)

Miel de abeja (g) 52.58 26.29 15.77 5.26
Levadura (Q) 10.63 531 3.19 1.06
Afrecho de trigo (g) 136.08 68.04 40.82 13.61
Semolina (g) 136.08 68.04 40.82 13.61
Melaza (g) 17.75 8.88 5.33 1.78
Glicerina () 47.25 23.63 14.18 4.73
Sirope (Q) 170.00 85.00 51.00 17

1 g de ingredientes / 500 gramos de dieta artificial
2 g de ingredientes / 250 gramos de dieta artificial
3 g de ingredientes / 150 gramos de dieta artificial
4 g de ingredientes / 50 gramos de dieta artificial

Indicadores productivos.

Peso. Del total de larvas de cada bandeja plastica, se selecciond una muestra por
conveniencia de 50 larvas, las cuales se colocaron en una placa de Petri y posteriormente
se pesaron. Finalmente, cada muestra se colocdé nuevamente en la bandeja plastica
correspondiente. Este proceso se realizd cada tres dias (nimero de dias en el cual las larvas
completan su instar) hasta completar su estadio de larva.

Sobrevivencia. Para estimar la sobrevivencia de las larvas, se contaron de cada bandeja
plastica todas las larvas que alcanzaron su estadio de pupa.



Analisis estadistico. A los datos obtenidos de la medicion del peso de las larvas en los
diferentes instar y la sobrevivencia al final del experimento, se les verifico los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (igualdad de varianza). La normalidad fue evaluada a
través del grafico “QQplots” utilizando los residuales esperados, posteriormente se aplicd
la prueba de Shapiro Wilk. Para la homocedasticidad se realizé el grafico de “QQplots”
utilizando los residuales estandarizados. Debido a que los pesos no cumplen con los
supuestos antes mencionados, se procedié a modelar los datos a través del modulo: Modelos
Lineales Generalizados Mixtos (MLGM). Este médulo generaliza los datos que no cumplen
con los supuestos de normalidad e igualdad de varianza. Para las variables de peso y
sobrevivencia de las larvas se utilizaron cuatro tratamientos, tres repeticiones para cada uno
y un total de 12 unidades experimentales. El analisis estadistico utilizado para el peso de
las larvas fue el Anélisis de Varianza (ANDEVA) repetido en el tiempo (tratamiento y
tiempo). Para la variable sobrevivencia se utiliz6 un ANDEVA de una via (tratamiento).
Posteriormente, se realizd la prueba de comparacion multiple de “Least Significant
Difference” (LSD) de Fisher lo que permite comparar las medias de los niveles del factor
tratamiento y tiempo en el caso de los pesos. Finalmente se utiliz6 un analisis de correlacién
de Pearson para las variables de porcentaje de polietileno de baja densidad y sobrevivencia.
El nivel de significancia usado fue de 5% y para el procesamiento de los datos se utilizo el
programa “Infostat” (version 2018).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucidn del peso de las larvas de G. mellonella.

Los datos obtenidos de la medicidn de pesos en los diferentes instar, no cuentan con una
distribucion normal e igualdad de la varianza (P < 0.05). Debido que los datos no cumplen
con los dos supuestos antes mencionados, se procedié a modelar los datos a través del
maodulo: Modelos Lineales Generalizados Mixtos (MLGM).

El Analisis de la VVarianza resultante indic6 que existen diferencias significativas (P <0.05)
en la interaccion del factor tiempo y tratamientos con respecto a la variable de respuesta
peso, es decir, que el tiempo y los tratamiento tienen un efecto combinado sobre el peso de
las larvas de G. mellonella en los diferentes instar. La prueba de LSD de Fisher indicé que
las dietas Testigo y 50DA/50PEBD en la ultima medicion (dia 15), resultaron en los
mayores pesos con respecto al resto de tratamientos y mediciones (P < 0.05). Segun Jindra
y Sehnal (1989), la ganancia de peso de las larvas de G. mellonella esta influenciada por el
consumo, la disponibilidad y composicion del alimento, lo que sugiere que las larvas a las
que se les suministré una mayor cantidad de dieta artificial y menor cantidad de polietileno
de baja densidad obtuvieron mayores pesos, en comparacion con aquellas a las que se les
suministrd6 menor cantidad de dieta artificial y mayor cantidad de polietileno de baja
densidad. No obstante, la prueba LSD de Fisher determina que entre la dieta Testigo y
50DA/50PEBD los pesos son estadisticamente iguales (P < 0.05) en la tltima medicion.

Por otro lado, se observa en la Figura 1 que al comenzar el experimento, los pesos de todas
las larvas de cada tratamiento fueron iguales (P < 0.05). Lo anterior demuestra que la
asignacion de los organismos en las unidades experimentales fue completamente aleatoria.
Asimismo, se observa que a partir de la medicion 3 (dia 6) los pesos de las larvas comienzan
a diferenciarse, especificamente para la dieta 10DA/90PEBD con respecto al resto (P <
0.05), y el patron continlia hasta la ultima medicion (Figura 1). Se observa que esta dieta es
donde ocurre lamenor ganancia de peso de las larvas (P <0.05). Resultados similares fueron
reportados por Krams et al. (2015), quienes evaluaron el crecimiento de las larvas de G.
mellonella en diferentes dietas, concluyendo que las larvas con menor peso se encuentran
en dietas con menor cantidad de alimento y baja calidad nutricional.

Esto sugiere que las larvas de G. mellonella criadas en condiciones de laboratorio y con
dieta artificial no son capaces de asimilar y aprovechar el polietileno de baja densidad. Sin
embargo, lo anterior difiere de lo reportado por Bombelli, Howe y Bertocchini (2017),
quienes encontraron que las larvas que habitan en su medio natural si son capaces de
asimilar y alimentarse de este polimero. Existe la probabilidad que las larvas que habitan
en su medio natural presenten una comunidad bacteriana diferente a aquellas que han sido



criadas en condiciones controladas con dieta artificial. Con relacion a lo anterior, Mason y
Raffa (2014), afirman que ambos factores afectan negativamente la diversidad microbiana
que habita en el interior de larvas de lepidopteros. Asimismo, Gayatri, Ojha, Kajla, Raj y
Raman (2012) encontraron diferencias en la diversidad de microorganismos que se
encuentran en el interior de las larvas Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
criadas con dieta artificial durante 30 generaciones, en comparacion con aquellas
recolectadas de diferentes plantas hospederas. Por lo cual, la cria de larvas de G. mellonella
en condiciones de laboratorio no puede ser considerada como una alternativa para la gestion
de residuos plasticos.
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Figura 1. Evolucion del peso de las larvas de Galleria mellonella durante su estadio larval.
Medias con letras diferentes denotan diferencias significativas al nivel de 0.05.

Sobrevivencia de las larvas de G. mellonella.

Los datos obtenidos de la sobrevivencia no tienen una distribucién normal (p < 0.05).
Posteriormente, el Analisis de Varianza (ANDEVA) de una via, indicé la existencia de
diferencias significativas (P < 0.05) en la cantidad de larvas que sobrevivieron entre los
tratamientos al final del experimento (Figura 2). Seguidamente, la prueba de LSD Fisher
indico la existencia de diferencias significativas (P < 0.05) en la dieta Testigo en
comparacion con el resto de las dietas. En cambio en las dietas 50DA/S0PEBD y
30DA/70PEBD, no existen diferencias significativas (P > 0.05). La dieta 10DA/90PEBD
es donde sobreviven menos individuos (P < 0.05) en comparacion con el resto (Figura 2).
Asimismo, la prueba de correlacién de Pearson indico que existe una correlacion alta
negativa (r = -0.91; P < 0.05) entre el porcentaje de polietileno de baja densidad y
sobrevivencia de las larvas. Indicando que a medida se aumenta el porcentaje de polietileno
de baja densidad en las dietas, disminuye la cantidad de larvas que sobreviven.



De acuerdo con Krams et al. (2015) la disponibilidad y composicién nutricional de la dieta
afecta negativamente la supervivencia de las larvas de G. mellonella. Lo que explica, que
las larvas que recibieron una menor proporcion de polietileno de baja densidad
sobrevivieron mejor.

200.00+
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100.00{

Sobrevivencia

50.00-

Testigo 50DA/50PEBD 30DA/7T0PEBD 10DA/90PEBD

Tratamiento

Figura 2. Sobrevivencia de las larvas de Galleria mellonella durante su estadio larval.
Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (P > 0.05).

Los resultados obtenidos indican que las larvas de G. mellonella utilizadas en el
experimento no son capaces de degradar el polietileno de baja densidad. Por tal razon, existe
la probabilidad que las larvas que habitan en su medio natural presenten microorganismos
capaces de biodegradar el polietileno de baja densidad como ocurre con la larva Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) (Yang, Yang, Wu, Zhao y Jiang, 2014). Por lo cual,
es posible aislar, reproducir y utilizar los microorganismos involucrados en la degradacion
del polietileno como una alternativa de biorremediacion para eliminar y/o reducir de manera
eficaz los residuos plasticos acumulados en el medio ambiente y en rellenos sanitarios. Sin
embargo, Javed y Talkad (2014) afirman que los pretratamientos de termo y foto oxidacién
son un paso critico en la degradacién del polietileno, ya que ocasionan cambios en las
propiedades fisicas, estructura quimica y peso molecular del polimero que tanto las
bacterias como hongos no pueden generar por si solos (Manzur, Limén-Gonzalez y Favela-
Torres, 2003;Yamada-Onodera, Mukumoto, Katsuyaya, Saiganji y Tani, 2000).

Por lo tanto, previo a considerar las comunidades bacterianas del intestino de G. mellonella
como alternativa para la eliminacion de residuos plasticos, es preciso evaluar la habilidad
de los microorganismos para biodegradar el polietileno de baja densidad, mediante la
identificacion de reacciones similares a las de pretratamientos de foto y termo oxidacion.



4, CONCLUSIONES

El polietileno de baja densidad en la dieta con 10% dieta artificial y 90% polietileno
de baja densidad disminuye la ganancia de peso de las larvas de G. mellonella
criadas en condiciones laboratorio.

El aumento del polietileno de baja densidad en las dietas, disminuye la
supervivencia de las larvas de G. mellonella en condiciones de laboratorio.

El exponer a las larvas de G. mellonella a una sustitucion mayor al 70% de residuos
de polietileno de baja densidad como Unica fuente de alimento, afecta
negativamente el crecimiento y supervivencia, por lo cual no es posible considerar
las larvas utilizadas en el experimento como una alternativa para la gestion de
residuos plasticos.



5. RECOMENDACIONES

Replicar el estudio con larvas de G. mellonella que sean recolectadas de su habitat
natural.

Realizar un estudio con diferentes proporciones de dieta artificial y material no
asimilable, y otro con polietileno de baja densidad y material no asimilable, con el
fin de comprobar que las larvas de G. mellonella no son capaces de asimilar este
polimero.

Cuantificar el consumo de polietileno de baja densidad de forma simultanea al
crecimiento de las larvas de G. mellonella.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Grafico de normalidad para los datos de sobrevivencia de las larvas de Galleria
mellonella.
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Anexo 2. Grafico de homocedasticidad para los datos de sobrevivencia de las larvas de
Galleria mellonella.
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Anexo 3. Andlisis de correlacion para las variables porcentaje de polietileno de baja
densidad y sobrevivencia.

Variable 1 Variable2 n Pearson p-valor

Porcentaje de polietileno de baja densidad Sobrevivencia 12  -0.91 0.0001

Anexo 4. Peso inicial y final (mg) de las larvas de Galleria mellonella.

. Peso inicial (mg) Peso final (mg)
Tratamientos Media + D.E. Media + D.E.
Testigo 0.233 + 0.0062 13,067 + 633.14%
50DA/50PEBD 0.276 + 0.0932 13,440 + 1,107.29°
30DA/70PEBD 0.263 + 0.0152 7,670 + 640.94¢
10DA/90PEBD 0.273 £ 0.0152 3,660 + 1,558.97¢

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
D.E. = Desviacion estandar.
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