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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar como las bacterias Pseudomonas putida y
Pseudomonas aeruginosa influyen en la degradacion del polietileno de baja densidad
(LDPE), buscando alternativas que mitiguen los efectos ambientales de este plastico. Para
ello, los microorganismos se activaron en un caldo nutritivo e incubaron a 30 °C durante 24
horas. En un medio mineral sin carbono, se utilizaron tiras de LDPE en forma de bolsas de
plastico desinfectadas con etanol al 70 % y luego expuestas al cultivo bacteriano. La
degradacion del LDPE se midi6 por la pérdida de peso de las laminas y el indice de carbonilo.
Los resultados mostraron que las bacterias formaron biopeliculas en la superficie del LDPE,
con una mayor cantidad de colonias en P. putida (Log [UFC/cm?]=13,20) que en P.
aeruginosa (Log [UFC/cm?]=12,12). Ademas, se observo una reduccion de peso
significativa en las laminas de LDPE durante el experimento, excepto en el control. El indice
de carbonilo aument6 notablemente en P. aeruginosa, alcanzando hasta 27 veces mas en 90
dias. Estos resultados demuestran la capacidad de P. putiday P. aeruginosa para biodegradar
LDPE, sugiriendo su potencial como una soluciéon biologica para reducir el impacto

ambiental de este pléastico.

Palabras clave: Degradacion, LDPE, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate how the bacteria Pseudomonas putida and
Pseudomonas aeruginosa influence the degradation of low-density polyethylene (LDPE),
looking for alternatives that mitigate the environmental effects of this plastic. To do this, the
microorganisms were activated in a nutrient broth and incubated at 30 °C for 24 hours. In a
carbon-free mineral medium, LDPE strips were used in the form of plastic bags disinfected
with 70% ethanol and then exposed to bacterial culture. LDPE degradation was measured

by the weight loss of the sheets and the carbonyl index.

The results showed that the bacteria formed biofilms on the surface of the LDPE, with a
higher number of colonies on P. putida (Log [CFU/cm?] =13.20) than on P. aeruginosa (Log
[CFU/cm?] =12.12). In addition, a significant weight reduction was observed in the LDPE
sheets during the experiment, except in the control. The carbonyl index increased remarkably
in P. aeruginosa, reaching up to 27 times more in 90 days. These results demonstrate the
ability of P. putida and P. aeruginosa to biodegrade LDPE, suggesting their potential as a

biological solution to reduce the environmental impact of this plastic.

Keywords: Degradation, LDPE, Pseudomona aeruginosa, Pseudomona putida.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la problematica de los desechos sélidos es una preocupacion global, con
una produccion ascendente que alcanzo los 2,7 millones de toneladas métricas para el afio
2021. Dentro de este panorama, el plastico se destaca como uno de los desechos mas
predominantes. El plastico se ha vuelto indispensable para el hombre debido a su amplia
gama de aplicaciones tales como bolsas de plastico hasta botellas, tuberias, juguetes, etc.,
siendo fabricados desmesuradamente. Sin embargo, esta alta demanda ha generado una
sobreproduccion desmesurada que sumado a su dificil degradacién lo ubica como uno de los

principales contaminantes de rios, mares y suelos (Mihai et al., 2021).

Los pléasticos, especialmente los polietilenos, tienen una amplia gama de aplicaciones, desde
bolsas de plastico hasta botellas, tuberias, juguetes, etc., con una produccion anual de
alrededor de 140 millones de toneladas. Sin embargo, la alta demanda de estos materiales
como materias primas ha conducido a una produccién excesiva, generando contaminacion
en todos los niveles ecolégicos. A su vez, los métodos para reducir su presencia han sido
insuficientes. A pesar de los esfuerzos en el reciclaje y el retso de los plasticos, no han
podido contrarrestar la sobreproduccion, lo que ha resultado en una acumulacién peligrosa

con presencia de lixiviados altamente toxicos para la biota y el ser humano (Shimao, 2001).

El polietileno de baja densidad (LDPE) han sido ampliamente utilizados debido a su
naturaleza versatil y efectividad en la fabricacidn de juguetes, tuberias, cables, envases y
tapones de plastico, cartones de leche, etc. (Roy et al. 2008). Cada afio, se estima que se
consumen 500 mil millones de bolsas de pléstico en todo el mundo. (Suleman et al. 2022)
Después de su uso, estos materiales plasticos se arrojan en vertederos que conducen a la
contaminacion dada su lenta descomposicion, pudiendo tardar hasta 1 000 afios (Kale et al.
2015).

En el Perd, el manejo de los residuos sélidos compete directamente a las municipalidades;

siendo depositados principalmente el 55 % en rellenos sanitarios y le restante en botaderos,



estas entidades recepcionan grandes volimenes de materiales plasticos debido a la alta
generacion diaria de residuos solidos; sin embargo, actualmente la mayoria se han excedido

de dicha capacidad y urge aplicar formas de reducir estos contaminantes (Duran, E. 2021).

En la actualidad, dentro de los organismos que han sido usados como potenciales
degradadores de los plésticos tenemos a las bacterias, actinomicetos y hongos (Iram et al.
2019). Siendo las bacterias las que adquieren especial importancia ya que biodegradan de
manera Optima estos contaminantes o permiten dar las condiciones para favorecer su
descomposicion. Dentro de las bacterias, las especies del género Pseudomonas son un grupo
usadas para procesos de biorremediacion, ya que tienen la capacidad de utilizar como parte
de su metabolismo al carbono presente en los lugares contaminados. Debido a ello, se han
realizado diversos estudios con la finalidad de introducir nuevas metodologias que puedan
ser aplicados en la reduccion de plasticos. Una de las principales estrategias para facilitar la
desintegracion y la degradacion posterior, es por degradacion directa del polietileno de baja
densidad, en la que los microorganismos utilizan solo el polimero de plastico como fuente
de carbono (Muhonja et al. 2018).

Actualmente existen estudios que comunican sobre la biodegradacion de polietileno por
bacterias y especies de hongos, en forma muy general, siendo muy escazas las
investigaciones en la degradacion de los polimeros por especies de Pseudomonas
(Yao et al. 2022). Por lo que esta investigacion evalu6 la actividad biodegradadora de
polietileno por P. putida y P. aeruginosa y de esta manera buscar una alternativa para la
reduccion de los impactos ambientales generados por este pléastico.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la influencia de las bacterias P. putida y P. aeruginosa en la degradacion de

polietileno de baja densidad en condiciones contraladas de temperatura 'y pH.

Obijetivos especificos

e Estudiar el crecimiento de P. putida y P. aeruginosa en las laminas de polietileno.

e Determinar la pérdida de peso del polietileno de baja densidad por P. putida y P.
aeruginosa.

e Evaluar el grado de biodegradacion de P. putida 'y P. aeruginosa en el polietileno a través

del indice de Carbonilo.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Internacionales

Montazer et al. (2021) en el estudio “Degradacion in vitro de polietileno de baja densidad
por nuevas bacterias procedentes de larvas de la polilla mayor de la cera, Galleria
mellonella”; tuvieron como objetivo evaluar la capacidad de utilizar el polietileno de baja
densidad (LDPE) como Unica fuente de carbono. Para esto fueron aislados tres especies
bacterianas de extractos de las larvas de la polilla de la cera mayor Galleria mellonella L.
Las larvas de la polilla de la cera mayor, asi como, la experimentacion fue adquiridos del
Departamento de Entomologia de la Universidad de Manitoba, Iran. Estas bacterias fueron
identificadas como Lysinibacillus fusiformis Ahmed, Bacillus aryabhattai FACU vy
Microbacterium oxydans Chatelain & Second y evaluaron su capacidad para biodegradar
LDPE mediante curvas de crecimiento, produccion de biomasa celular, pérdida de peso del
polietileno (PE) y la presencia de productos de hidrdlisis en los medios de cultivo. Ademas,
evaluaron otras bacterias que degradaron el PE (Cupriavidus necator H16, Pseudomonas
putida LS46 y Pseudomonas putida IRN22). Fue usado el paquete estadistico R para las
evaluaciones estadisticas. Las medias de las variables se compararon mediante la prueba de
Duncan y las correlaciones entre variables se calcularon mediante el método del cuadrado
de Pearson con un nivel de probabilidad del 5 %. Los resultados mostraron que las curvas
de crecimiento de las bacterias que utilizan LDPE como Unica fuente de carbono revelaron
un pico en la densidad celular después de 24 h. Las densidades celulares disminuyeron a las
48 h, pero volvieron a aumentar lentamente hasta diferentes grados, dependiendo de la
bacteria. La Incubacion con bacterias aisladas de las larvas de polilla tuvieron efectos
significativos en la produccion masiva de células bacterianas y la pérdida de peso de LDPE
en PE. Los autores concluyeron que los consorcios bacterianos fueron mas capaces de

degradar el LDPE que las especies individuales solas.



Dey et al. (2020) en la investigacion “Biodegradacion de polietileno de baja densidad
(LDPE) tratado previamente por Stenotrophomonas sp. y Achromobacter sp.”; tuvieron
como objetivo principal explorar y caracterizar la capacidad de biodegradacién de
polietileno de baja densidad por bacterias aerobias, enriquecidas a partir de residuos
municipales y fluidos de perforacion. Esta investigacién se centr6 en identificar cepas
bacterianas con potencial biodegradador y evaluar su eficiencia tanto individualmente como
en consorcios, con el fin de entender mejor los mecanismos de biodegradacion y su
aplicabilidad en los residuos plasticos. Para que realicen esta investigacion, utilizaron dos
tipos de muestras ambientales como fuente de microorganismos degradantes de polietileno:
(1) muestra de plastico de desecho del suelo del vertedero de Kharagpur y (2) fluido de
perforacion de la region de Koyna, ambas localidades de la India. Evaluaron el crecimiento
bacteriano junto con una pérdida de peso significativa de las perlas de polietileno, cambio
de pH a condicién acida y crecimiento de células de biopelicula alrededor de las perlas. Los
resultados mostraron una reduccién maxima en el peso del LDPE de 7,54 % en las muestras
de fluido de perforaciony 7,45 % en muestras del vertedero. También, exhibieron un mayor
crecimiento celular de biopeliculas con un recuento de unidades formadoras de colonias de
hasta 1076/cm? en muestras del vertedero, mientras que en muestras de fluido de perforacion
mostraron recuentos mas bajos 3x1075/cm?2, asi mismo, se observé una disminucion
significativa en el pH, de 7,0 a 5,6 para muestras del vertedero y una disminucion en el pH
de 7,0 a 6,0 muestras de fluido de perforacion. Las muestras tratadas con suelo asociado a
plastico del vertedero de Kharagpur demostraron un mayor crecimiento celular de
biopeliculas y cambios mas significativos en el pH en comparacion con las muestras
inoculadas con fluidos de perforacion. Sin embargo, en términos de reduccién de peso del
LDPE, las muestras de fluido de perforacion tuvieron una ligera ventaja sobre las del
vertedero. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando software especializado,
comparando las medias de las variables mediante pruebas de significancia estadistica. Los
resultados se presentaron con niveles de confianza del 95 % (p < 0,05), lo que asegura que
las diferencias observadas no son atribuibles al azar. El estudio concluy6 que las bacterias
Stenotrophomonas sp. y Achromobacter sp. tenian un potencial significativo para degradar
LDPE, especialmente cuando se utilizaban en consorcios. Estos resultados sugirieron que la
degradacion de LDPE por bacterias es un proceso complejo que puede beneficiarse del uso

de consorcios bacterianos para mejorar la eficiencia.



Montazer et al. (2019) en el estudio “Degradacion microbiana del polietileno de baja
densidad y sintesis de polimeros de polihidroxialcanoato”; tuvieron como objetivo principal
proporcionar evidencia de fragmentacion microbiana y conversion (asimilacion) del
polietileno de baja densidad (LDPE) en polimeros de polihidroxialcanoato por las células
bacterianas. Para esta investigacion usaron polvo de LDPE, con un tamafio de particula
menores de 400 micras, los cuales fueron sometidas a cuatro bacterias que degradan LDPE
aisladas de un suelo de vertedero de plastico ubicado en Mashhad, Iran, incluyendo P. putida
IRN22 (MF348181), Acinetobacter pittii IRN19 (MF348182), Micrococcus luteus IRN20
(MF348185) y Delftia tsuruhatensis IRN27 (MF348184). Los resultados demostraron que
la produccion de masa celular en medio que contenia LDPE después de 21 dias de incubacion
vario entre 0,15 + 0,007 g/L de masa seca celular para Micrococcus luteus IRN20 y 0,3 +
0,05 g/L para Cupriavidus necator H16. El porcentaje de disminucién en la masa de LDPE
oscil6 entre 18,9 + 0,72 % para M. luteus IRN20 a 33,7 + 0,12 % para C. necator H16.
Acinetobacter pitti IRN19 mostré una produccién de masa celular mas baja, pero fue eficaz
en la degradacion de particulas de LDPE, reduciendo su masa aproximadamente un 30 %.
Los productos de hidrolisis de alcanos lineales de la degradacion de LDPE fueron detectados
en los medios de cultivo, y las longitudes de cadena de carbono de los productos de hidrolisis
detectados variaron, dependiendo de la especie de bacteria. Se midio el crecimiento
bacteriano en términos de densidad Optica a 600 nm la produccion de biomasa se determiné
al final de los experimentos mediante la medicion del peso seco celular. La pérdida de peso
de las particulas de LDPE se determind utilizando la formula de pérdida de peso porcentual,
y la presencia de productos de hidrdlisis de LDPE se analizé mediante cromatografia de
gases. Los datos de pérdida de peso de LDPE, crecimiento celular y la concentracion total
de productos de hidrolisis para cada bacteria se sometieron a analisis estadisticos utilizando
el paquete de estadisticas R Core Team. Las medias de las variables se compararon mediante
la prueba de Duncan y las correlaciones entre variables se calcularon utilizando el método
de Pearson Square con un nivel de probabilidad del 5 %. Los autores informaron que estos
resultados proporcionaron evidencia directa de la bioconversion simultanea de plastico

LDPE en polihidroxialcanoato biodegradable.

Muhonja et al., (2018) en el estudio “Biodegradabilidad del polietileno por bacterias y
hongos del vertedero de Dandora Nairobi-Kenia”; tuvieron como objetivo identificar

bacterias y hongos con la capacidad de degradar el polietileno de baja densidad (LDPE).
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Evaluaron la actividad degradadora de los in6culos fungicos colectados de diferentes puntos
de muestreo del vertedero de Dandora. Dicha biorremediacion fue realizada bajo
condiciones de laboratorio, para lo cual incubaron muestras de LDPE con los in6culos por
16 semanas a condiciones de temperaturas de 37 °C para hongos y 28 °C para bacterias, en
una incubadora con agitador. El grado de biodegradacién en las laminas de polietileno fue
evaluado mediante diversas técnicas que incluyeron analisis de pérdida de peso y la
espectroscopia infrarroja modificada Fourier (FTIR). Los resultados de FTIR reveld la
aparicién de nuevos grupos funcionales, especificamente aldehidos, éteres y carboxilos que
fueron atribuidos a la degradacion de hidrocarburos después de la incubacion con las
bacterias y hongos. El resultado del analisis de las secuencias de ADNr 16S y ADNr 18S
para bacterias y hongos respectivamente mostraron que las bacterias pertenecientes a los
géneros Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus, Cellulosimicrobium y Lysinibacillus, y los
hongos del género Aspergillus, fueron implicados como degradadores de polietileno. Un
analisis general de la biodegradacion se realizé comparando la reduccion de peso promedio
de las laminas de polietileno incubadas con diferentes in6culos microbianos. Este analisis
incluy6 la comparacion estadistica de las tasas de degradacion entre hongos y bacterias,
utilizando pruebas de significancia como la prueba menos significativa protegida de Fisher
(P < 0,05) para determinar las diferencias significativas entre los tratamientos. El andlisis
general confirm6 que los hongos fueron mejores degradadores de polietileno que las
bacterias. La mayor actividad de degradacion fungica fue una reduccion de peso promedio
de 36,4£5,53 % atribuido a la cepa A5 de Aspergillus oryzae (MG779508). La mayor
actividad de degradacién bacteriana fue atribuida a Bacillus cereus con una degradacion del
35,72y 20,28 % de degradacion para Brevibacillus borstelensis. La investigacion concluy6
en que los géneros Aspergillus, Bacillus y Brevibacillus fueron buenos candidatos para la
biodegradacion de polietileno de baja densidad.

Abraham et al. (2017) en el estudio “Degradacion microbiana del polietileno de baja
densidad”; tuvieron como objetivo evaluar la biodegradabilidad del polietileno sintético
mediante el uso de la cepa fungica Aspergillus nomius y Streptomyces sp aislada, asi como
la cepa actinobacteriana del suelo de lodos. Las muestras de Polietileno utilizadas en este
estudio fueron recolectadas del mercado de Vellore, India. Las tiras de polietileno tenian un
espesor de 20 mm y fueron esterilizados con etanol al 70 %. Los lodos fueron recolectados

del vertedero de aguas residuales en el Instituto de Tecnologia de Vellore, India y utilizaron
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este suelo para el aislamiento de microorganismos degradantes del LDPE. Se afiadié un
gramo de muestra de suelo a 99 ml de agua bidestilada estéril y se agité adecuadamente.
Tras tres ciclos de enriquecimiento, la solucién se diluy6 en serie para aislar hongos y
actinobacterias. Se utilizaron medios especificos como agar ISP-2 para actinobacterias y
agar dextrosa de Sabouraud (SDA) para hongos, y los cultivos se incubaron a temperatura
ambiente y a 25 °C respectivamente. Se utilizaron caldos M1 y AGS complementados con
tiras de plastico como Unica fuente de carbono para enriquecer hongos y actinobacterias,
incubandose los matraces en un agitador rotatorio a 120 rpm durante 15 dias. Después de
tres ciclos de enriquecimiento, se sembraron muestras en agar SDA y AGS. Las peliculas de
LDPE se recuperaron del medio de degradacion y se lavaron con una solucion de SDS al

2 %, luego se secaron a 60 °C antes de pesarlas. Se midio la pérdida de peso del LDPE
incubado con Aspergillus nomius y Streptomyces sp. durante 90 dias. Se utilizaron técnicas
como microscopia de fuerza atomica (AFM), cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS), y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
analizar los cambios en las peliculas de LDPE. Se observo la topologia de la superficie de
las peliculas tratadas y no tratadas usando AFM, y GC-MS se utiliz6 para identificar los
compuestos producidos después de la degradacion del LDPE. FTIR se utiliz6 para analizar
los grupos funcionales presentes en las peliculas degradadas. La investigacion se baso en un
disefio experimental donde se compararon los resultados de degradacion en presencia de los
aislados microbianos frente a controles sin estos microorganismos. Los datos de los
parametros incluyeron la pérdida de peso porcentual de las peliculas de LDPE, la evolucion
de CO2 durante la biodegradacion, y los cambios en las propiedades quimicas y fisicas de
las peliculas mediante AFM, GC-MS y FTIR. El modelo estadistico utilizado para analizar
los resultados no se especifica explicitamente en el documento, pero generalmente incluye
andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de las diferencias
observadas. Los niveles de confianza para la interpretacion de los resultados se establecieron
al 95 %. Los resultados mostraron que las cepas aisladas de Aspergillus nomius tuvieron la
capacidad de degradar 4,9 % y Streptomyces sp. mostré un 5,2 % de pérdida de peso de las
peliculas de polietileno respectivamente. Los autores concluyeron que la degradacion de
polietileno por Aspergillus nomius y Streptomyces sp. aislados, fueron capaces no solo de
adherirse a la superficie de la pelicula del plastico si no de usarla como fuente de carbono y
energia, lo que posibilita encontrar microbios en el entorno que puedan degradar los plasticos

sintéticos.



Gajendiran et al. (2016) en el estudio “Degradacion microbiana del polietileno de baja
densidad (LDPE) por la cepa JASK1 de Aspergillus clavatus aislada del suelo de un
vertedero”; tuvieron como objetivo evaluar la biodegradacion de peliculas de polietileno de
baja densidad (LDPE) al ser expuestas a una cepa fungica aislada. Las peliculas de LDPE
utilizadas en el estudio fueron recolectados del mercado de Vellore, Tamil Nadu, India, y
consistian en bolsas de 20 micras de espesor. Primero, cortaron las peliculas de LDPE en
tiras pequefias y las esterilizaron con etanol al 70 %. Luego, recolectaron muestras de suelo
del vertedero del Instituto Vellore de Technology (VIT) y extrajeron microorganismos
degradadores de LDPE. La degradacién del LDPE por A. clavatus fue monitoreada durante
90 dias de incubacion en medio acuoso. Los resultados confirmaron la degradacion del
polietileno mediante el cambio en su peso, la evolucion de CO2 segun la prueba de Strum,
asi como cambios morfoldgicos registrados mediante microscopia electrénica de barrido. La
investigacion empleo una técnica de enriquecimiento para seleccionar el hongo eficiente en
la degradacion del polietileno. Se utiliz6 caldo M1 complementado con tiras de plastico
como Unica fuente de carbono y energia. Los hongos aislados se incubaron a 120 rpm durante
15 dias. Posteriormente, se realizaron ciclos de enriquecimiento y se aislaron los hongos
mediante placas de PDA. Para la medicion precisa del peso seco del LDPE residual, las
peliculas de LDPE se recuperaron del medio de degradacion y se lavaron con una solucion
de dodecilsulfato de sodio al 2 %. Las peliculas lavadas se secaron a 60 °C antes de pesarlas
y se determiné el porcentaje de pérdida de peso utilizando la formula estandar. El analisis
evolutivo filogenético y molecular de los aislados se realizé utilizando el software MEGA
4.0 con el modelo de 2 parametros de Kimura y el algoritmo de union de vecinos. Los valores
de arrangue se determinaron a partir de 1000 conjuntos de datos remuestreados. En cuanto a
la evolucion del COg, se utilizoé la prueba Strum para evaluar la produccion de CO2 como
resultado de la degradacion del LDPE. Los cambios se registraron comparando con un
control, confirmando la degradacion efectiva del LDPE por Aspergillus clavatus. Los autores
concluyeron que la degradacion de polietileno por el hongo A. clavatus fue altamente
eficiente, lo que sugiere que podria ser un candidato adecuado para la degradacion del

polietileno de baja densidad.

Biffinger et al. (2015) en la investigacion “La aplicabilidad de Impranil® DLN para medir
la biodegradacion de poliuretanos”; tuvieron como objetivo evaluar el efecto de Impranil®

DLN para medir la biodegradacién de poliuretanos. El estudio fue realizado en la Division
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de Quimica del Laboratorio de Investigacion Naval de EE.UU. Los polimeros a base de
poliuretano y sus productos de degradacion impregnaron la sociedad moderna. Un método
comun para determinar si un microorganismo o proteina podia degradar esta clase de
polimero fue evaluar cualitativamente su capacidad para "limpiar" un coloide de poliéster y
poliuretano de la marca Impranil® DLN (Impranil), cuya formulacion es patentada. Sin
embargo, su estado coloidal finalmente convirtié al Impranil en una opcién precaria para
determinar si un organismo o una enzima podia degradar los poliuretanos. En este estudio,
fueron identificados productos de hidrélisis quimica de Impranil utilizando HCI 0,1 M o
NaOH 0,1 M, los cuales fueron evaluados mediante técnicas de espectroscopia magnética
nuclear de protones (RMN) y espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR). Las
concentraciones reportadas fueron calculadas a partir de la intensidad integrada promedio de
las sefiales de RMN en 6 3,5 ppm y sefiales entre 6 1,0 y 0,5 ppm frente al estandar interno.
Los cambios en OD600 nm fueron determinados restando los espectros resultantes de una
muestra de control que contenia la misma cantidad de Impranil antes de la adicion de acido
0 base. Estos datos confirmaron que hubo produccion de una hidrolisis significativa solo en
condiciones alcalinas y que la cantidad de degradacion no pudo ser determinada usando
mediciones Opticas. Ademas, expusieron suspensiones de Impranil (10 mg/mL) a una
concentracion de HCI 0,1 M o NaOH 0,1 M. Cada reaccion se calento a 65 °C durante 24
horas y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente. Las reacciones se centrifugaron
(14,000 rpm, 45 min) y los sobrenadantes se separaron de los sedimentos de Impranil y se
usaron para una caracterizacion analitica adicional. Ademas, también se prepararon
suspensiones de Impranil (0,8 mg/mL) como solucién estandar para este ensayo. Esta
suspension tenia un OD600 de 0,42 £+ 0,2 y permitio la estandarizacion de las condiciones
de reaccion. Normalmente se afiadieron 2,5 mL de la suspension a cubetas de vidrio con tapa
de rosca de 10 mL. Cada reaccion se llevd a cabo utilizando el mismo proceso utilizado en
las reacciones quimicas acidas o bésicas. Los autores concluyeron que este estudio
demuestra el uso de Impranil para evaluar cuantitativamente la biodegradacién del polimero
en lugar de ser simplemente un indicador cualitativo, ademas, se destacé la necesidad de
usar métodos espectroscépicos cuantitativos junto con los estudios de "aclaramiento™ de

Impranil para confirmar la degradacién efectiva de los poliuretanos.
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Nacionales

Hermoza (2019) en la investigacion “Biodegradacion microbiana de polietileno de baja
densidad, bajo condiciones térmicas controladas en biorreactor air lift, en Santa Clara- Lima
2019”; tuvieron como objetivo evaluar la biodegradacion microbiana del polietileno bajo
propiedades térmicas controladas. Esta investigacion fue de tipo experimental con un
enfoque cuantitativo, donde la muestra estuvo constituida por bolsas de polietileno
recolectadas de un botadero en la localidad de Santa Clara del distrito de Ate. Los
microorganismos bacterianos usados para la biodegradacion fueron P. aeruginosa y
Aspergillus brazilensis, los cuales fueron sometidos a condiciones controladas de
temperatura, oxigenacion y pH en un reactor air lift por un periodo de siete dias. Para el
analisis estadistico de los datos fue necesario contrastar las variables a través del andlisis de
varianza de una via con un nivel de confianza del 95 %. Los resultados mostraron que P.
aeruginosa redujo significativamente (p<0,05) en un 2 % al polietileno de baja densidad,
sometido a una temperatura de 21,8 °C con un pH de 6,5 y a una oxigenacion de 6,8 mg/L.
Por otro lado, el hongo A. brazilensis redujo significativamente (p<0,05) la muestra de
polietileno en un 7 % a condiciones de temperatura de 22,1 °C, pH 7,14 y oxigeno disuelto
de 7,45. El autor concluyd que el hongo A. brazilensis fue el organismo mas eficiente en la

reduccion del polietileno de baja densidad.

Barbaran et al. (2018) en la investigacion “Biodegradacion de polietileno tereftalato (PET)
por accién de Pseudomona aeruginosa, en condiciones de laboratorio”; tuvieron como
objetivo determinar la concentracion de P. aeruginosa aplicada en diferentes periodos de
tiempo para lograr el mayor porcentaje de biodegradacion del Polietileno tereftalato. Esta
investigacion de tipo experimental fue desarrollada utilizando 35 g de polietileno tereftalato
en polvo a partir de botellas de agua CIELO, a los que se le aplico nueve tratamientos de 3
concentraciones de P. aeruginosa (8x10” UFC, 36x10” UFC y 9x108 UFC) para periodos de
15, 25 y 35 dias, considerando tres repeticiones por cada tratamiento. El porcentaje de
biodegradacion bacteriana fue determinada por el método de pérdida de peso. Los valores
de pérdida de peso fueron sometidos a la estadistica inferencial a través del andlisis de la
varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones mdultiples de Duncan. Los resultados
demostraron una degradacion del 19,93 % del polimero por aplicacion de una concentracion

de 9x108 UFC de P. aeruginosa a un periodo de 35 dias. Los autores concluyen que, la
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remocion del polietileno tereftalato es dependiente del tiempo y de la concentracion

bacteriana a la que es sometida.

Alaniay Pérez (2017) en el estudio “Efecto de la temperatura en el crecimiento de dos cepas
ATCC de Pseudomonas sp. expuestas a polipropileno”; tuvieron como objetivo evaluar la
temperatura en el crecimiento de dos bacterias del género Pseudomonas sp. expuestas a
polipropileno. Este estudio se realizd en los laboratorios de la escuela de Tecnologia Médica
de la Universidad Cayetano Heredia, Lima. En esta investigacion, evaluaron el crecimiento
de dos poblaciones bacterianas de Pseudomonas ATCC en los medios de cultivo selectivo.
La muestra de plastico de polipropileno fue obtenida a partir del fraccionamiento de tubos
Falcon a un tamafio de 2 mm, y agregaron 2 g de este material a cada unidad experimental.
Ademas, fue afiadido 1 mL del medio enriquecido, para luego incubarlos a 2 y 37 °C durante
60 dias. Para el andlisis estadistico utilizaron la prueba de t-Student, con el que determinaron
las diferencias de promedio de acuerdo con la condicion, con un nivel de confianza del

95 %. Los autores pudieron corroborar de manera significativa (p<0,001) la interaccion de
las bacterias con el plastico; ademas, obtuvieron una mejor respuesta de degradacién a 37
°C. Los autores concluyeron, a la luz de los resultados obtenidos de la evaluacion de las
absorbancias promedio, que el mayor crecimiento de las bacterias ATCC sometidas al

polipropileno fue a 37 °C.

Chunga y Cieza (2017) en la investigacion “Biodegradacion de poliestireno utilizando
microorganismos presentes en el humus de lombriz durante los meses, octubre—diciembre
2016”; tuvieron como objetivo establecer la degradacion del poliestireno por organismos
bacterianos encontrados en el humus de lombriz. Para la realizacidn de esta investigacion,
utilizaron poliestireno obtenido de plasticos descartables, los que fueron depositados en
macetas con humus de lombriz a diferentes periodos, profundidades y a una temperatura de
22 °C (condiciones del laboratorio de investigacion de la Universidad de Lambayeque,
Per(). Para el analisis de los datos usaron la estadistica descriptiva a través del programa
Excel. Los resultados de la identificacion de los organismos bacterianos presentes en las
muestras de humus determinaron la presencia de: Bacillus spp y Clostridium spp. Los
autores realizaron el pesaje del poliestireno, obteniendo para octubre 0 % para la parte

superficial; 0,4 % para la parte media; y 1,6 % para el fondo. En noviembre, obtuvieron
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0,4 % para la parte superficial, 0,8 % para la parte media y 4,8 % para la parte del fondo,
mientras que en diciembre obtuvieron 0 % para la superficie, 0,8 % para la parte media y

3 % para el fondo. Los autores concluyeron que hubo una alta capacidad degradadora
principalmente en el fondo de la maceta con un porcentaje del 9,4 % superior a los otros

estratos.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. La biodegradacion

La degradacion de acuerdo con lo expresado por Posada (1994), se refiere a los cambios que
se pueden originar de manera térmica, mecanica, quimica, fotoquimica, radiantes y
bioldgica. En el contexto de la biodegradacion de materiales a base de plastico, incluidos
espumas de plastico, varios términos se usan indistintamente sin tener en cuenta diferencias
sutiles en su significado. Se mencionan algunos de estos términos aqui: degradacion
ambiental, fotodegradacion, degradacion térmica y biodegradacion. El término “degradacion
ambiental” se refiere al efecto total de varios factores ambientales como la luz solar, calor,
oxigeno, aire, viento, lluvia, polvo, agua, contaminacion quimica. Mientras que la
biodegradacion estd referida a la degradacion generada por microorganismos, insectos,
animales, etc.; que pueden provocar la disminucion de algin contaminante cuando se deja

expuesto al ambiente (Alania y Pérez, 2017).

Biodegradacion de los pléasticos

La biodegradacién de los plasticos esta referida a la transformacion de estos polimeros y
posterior asimilacién, principalmente por microorganismos como bacterias y hongos. Los

principales productos de esta degradacion son el CO», Ho, O, CHs y agua (Tyagi et al., 2022).

La degradacién enzimatica de los materiales plasticos es considerada biodegradacion, y el
término “biodegradacidn enzimatica” se usa ampliamente para expresar la actividad ejercida
por microorganismos. La biodegradacion de las espumas poliméricas se logra bajo

condiciones relativamente méas suaves y generalmente a condiciones ambientales de pH,
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temperatura y presion controladas. En este papel, “biodegradacion” se refiere a la

degradacion tanto microbiana como enzimatica de espumas poliméricas (Lee et al., 2014).

Como resultado de la degradacién, principalmente microbiana, se obtiene un cambio total
de la estructura quimica inicial, lo que conlleva a una disminucion en el peso molecular de
este polimero. Este proceso biodegradador se desarrolla dptimamente manteniendo un
control de los principales parametros como la de temperatura, pH, Oz y fuentes energéticas
que contribuyan en el desarrollo de estos microorganismos bacterianos, tales como el bacilo
Pseudomonas. Se han desarrollado estudios que han podido establecer que la actividad
degradadora se puede desarrollar a temperaturas bajas, desde los 0 °C hasta valores muy
altos como los 70 °C. Ademas, se ha determinado que la mayor actividad degradadora de las
bacterias y hongos se realiza a los 35 °C. Segun Gonzalez—Garcia et al. (2013), en los
recientes estudios muestran que, la degradacion de polimeros por microorganismos puede
ocurrir tanto en condiciones aerébicas como anaerobicas. Ademas, se ha observado que los
valores 6ptimos de pH para lograr una alta reduccion en la degradacion de estos polimeros
se encuentran en el rango de 5 a 8. Es importante destacar que el espesor de los polimeros
debe recibir una atencion especial durante el proceso de degradacion, ya que a medida que
aumenta el espesor del plastico, la estructura organica del polimero se vuelve mas compleja,

lo que implica que se requiere un tiempo considerablemente mayor para su descomposicion.

Mecanismo de biodegradacién

Los pasos de biodegradacién han sido identificados y descritos por Marquez-Pefiaranda et
al. (2016) como:

e Biodeterioracion
Relacionado con la degradacion superficial de material plastico, esto con lleva a una

modificacién de sus propiedades mecanicas, fisicas y quimicas. Esta actividad es producto

de la presencia de microorganismos en la superficie de cualquier material expuesto a ellos.
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e Fragmentacién microbiana

Relacionado a la descomposicion de polimeros plasticos por microorganismos, donde
enzimas como lipasas, proteasas y amilasas catalizan la ruptura de los enlaces quimicos en
los polimeros, facilitando su descomposicion en fragmentos mas pequefios que pueden ser

metabolizados por los microorganismos.

e Asimilacion bacteriana

Proceso mediante el cual las bacterias incorporan moléculas del entorno hacia el citoplasma
celular para su posterior procesamiento metabdlico. Este proceso implica la participacion de
diversas rutas metabolicas, como el glicolisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa,

que permiten la obtencion de energia en forma de ATP.

e Mineralizacion

Resultado final de la degradacion que proporciona productos como COgz, N2, CHs y H20.
Para los procesos de degradacion bacteriana es necesario que los microorganismos puedan
adherirse a cualquier sustrato (biopelicula), esto hace que puedan crecer y desarrollarse, tal
como se aprecia en la Figura 1. Las naturalezas de las superficies generalmente son
hidrofdbicas o hidrofilicas, siendo la superficie del polietileno de naturaleza hidrofébica, por
lo que es necesario recurrir a bacterias hidrofébicas que puedan interactuar directamente
sobre la superficie del plastico en mencion. La degradacion del plastico comienza con
secrecion de enzimas por parte de la bacteria sobre la superficie, esto genera la ruptura del
polimero produciendo fragmentos de menor peso molecular. Luego de procesos continuos
aerobicos de degradacion se obtiene CO2 y H.O. Existen también degradaciones bajo
condiciones anaerobicas de tipo metanogénicas en presencia de metano, logrando productos
como CO3, H20, CH4. y degradaciones bajo condiciones anaerobicas de tipo sulfogénicas en
presencia de azufre, H,S, CO2, y H.O (Shah et al., 2014).
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Figura 1

Proceso de formacion de la biopelicula bacteriana
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Nota. Adaptado de Biological Degradation of Polymers in the Environment (p. 8), por A. Glaser (2019),
Gomiero A. Editores.

Biodegradacion de algunos pléasticos

a. Poliéster

Los poliésteres son polimeros cuyos monomeros estan unidos a través de enlaces éster. Se
producen muchos tipos de ésteres en la naturaleza y las enzimas que las degradan, como las
esterasas, son ubicuos en organismos vivos. Los enlaces éster son generalmente faciles de
hidrolizar. De hecho, una serie de plasticos sintéticos del tipo de los poliésteres son
biodegradables y los poliésteres bacterianos (polihidroxialcanoatos) han sido usados para
hacer plasticos biodegradables. Varios poliésteres ahora son producidos a escala semi-
comercial por un nimero de empresas que fabrican plasticos biodegradables (Balaji et al.
2018).

Degradacion microbiana de poliéster

Es un proceso gobernado biolégicamente y se puede definir como la degradacién microbiana
de polimeros complejos en un determinado periodo de tiempo, bajo condiciones naturales
logrando moléculas mas simples como el didxido de carbono, el agua y la biomasa. La
biodegradacion de polimeros es un fendmeno complejo controlado por muchos elementos

incluyendo factores bidticos y abiéticos. Los microorganismos presentes en el medio
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ambiente utilizan facilmente los plasticos como fuente de carbono y su degradacion
potencial puede variar dependiendo de los tipos de enzimas que albergan. Estos
microorganismos con potencial de biodegradacion se encuentran mas abundantemente en
suelo y compost a diferencia de los ecosistemas acuaticos como agua dulce y ambiente

marino (Emadian et al., 2017).

Papel de las enzimas en la biodegradacién del poliéster

La hidrolisis enzimatica es uno de los métodos de eliminacion disponibles para la gestion de
residuos plasticos, se considera el méas atractivo y eficaz método vigente. Los poliésteres
biodegradables tienen enlaces éster labiles presentes en su estructura, que hacen ellos
susceptibles al ataque enzimatico. Las enzimas son especificas al sustrato, lo que nos permite
lograr la recuperacion de monomeros de residuos plasticos mixtos mediante el uso

progresivo de las enzimas (Vollmer et al., 2020).

Debido a la insolubilidad en agua y la longitud de la cadena, los microorganismos no pueden
asimilar los plasticos en su citoplasma, que es el principal lugar de procesos bioquimicos.
Durante el proceso de degradacion, los microorganismos secretan enzimas, que dan como
resultado la descomposicion de polimeros complejos y producen moléculas méas pequefas,
como oligbmeros y mondmeros. Estas moléculas més pequefias son absorbidas dentro de las
células microbianas a través de la membrana semipermeable celular y luego son utilizados
por los microorganismos. Las células, incluidos los microorganismos, contienen enzimas,
pero la cantidad y la variedad de enzimas varian significativamente entre varios organismos.
Las enzimas son altamente especificas al sustrato, por lo tanto, son responsables de la
despolimerizacion de diferentes tipos de plasticos. Estas enzimas hidroliticas se clasifican
en lipasas, esterasas, ureasas y proteasas, que hidrolizan los polimeros rompiendo los enlaces
éster (Ghosh et al., 2013).

La despolimerizacion del poliéster se lleva a cabo por la hidrolisis de los enlaces éster
presentes en ellos. Este ataque hidrolitico lo llevan a cabo enzimas que hidrolizan enlaces
éster tales como lipasas, esterasas, cutinasas, proteasas o ureasas con diferentes preferencias

de sustrato y variaciones en su activacion interfacial. Las enzimas que degradan los plasticos
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pertenecen a la serina hidrolasas y se ha encontrado que poseen la misma triada catalitica en
su sitio activo. Entre las hidrolasas, las hidrolasas de ester carboxilico son enzimas globales
y se encuentran en las tres esferas de la vida (bacterias, arqueas y eucariotas), incluso en
virus. Se sabe que llevan a cabo la hidrolisis de un enlace éster en presencia de agua, lo que
resulta en la formacion de un alcohol y un acido carboxilico. Dentro de familia de hidrolasas
de éster carboxilico, hay dos grupos bien conocidos: esterasas y lipasas. Las enzimas de
microbios se consideran mas ventajosas en comparacion con las enzimas obtenidas de
animales o plantas debido a las diversas actividades cataliticas disponibles, mayor
rendimiento, facilidad de manipulacién genética, rapida tasa de crecimiento de
microorganismos en medios bastante baratos, mas estabilidad y la produccion es mas

conveniente y segura (Satti y Shah, 2020).

a. Polihidroxialcanoatos

El polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster natural que se acumula en las células bacterianas
como carbono y compuesto de almacenamiento de energia. EI PHB y los copolimeros que
contienen otros hidroxialcanoatos, como el 3-hidroxivalerato, estan siendo utilizados para la
fabricacion de plasticos biodegradables. Los polimeros PHB y otros polihidroxialcanoatos
(PHA) son metabolizados por muchos microorganismos; ademas, una cantidad de
despolimerasas de PHA bacterianas y sus genes han sido aislados recientemente. Las
despolimerasas de PHA son serina hidrolasas y sus secuencias de proteinas contienen cuatro
regiones: una secuencia de sefial; un dominio catalitico que contiene la caja de lipasa; un
dominio de unidn al sustrato que actlia como un sitio de adsorcion para sustratos poliméricos;
y un dominio que une los dominios cataliticos y de unidn al sustrato. Los de dominio de
enlace puede comprender una secuencia enriquecida con treonina o una secuencia similar a
fibronectina tipo I11. Los PHA despolimerasas generalmente tienen un dominio de unién al
sustrato, aunque recientemente un PHB despolimerasa con dos dominios de union a sustrato
fueron reportados. Se piensa que la presencia de dos dominios de union al sustrato puede
agrandar el sustrato especificidad o mejorar la adsorcion de la enzima (Ohura y Kasuya,
1999; Gonzales-Garcia et al., 2013).
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b. Poliuretano

El diisocianato produce poliuretano (PUR) por un proceso Ilamado poliadicién. El eslabon
de la cadena caracteristica de este polimero es el enlace de uretano; aunque generalmente
esta presente en menor medida y en la mayoria de los casos son grupos de uretano unidos a
enlaces éster de polialquileno (poliéter PUR) y/o secuencias de poliéster (poliéster PUR) con
masas moleculares de entre 200 y 6 000 g/mol. Desde el primer estudio sobre el ataque
fangico de PUR, una serie de informes relacionados con el biodeterioro de PUR por
microorganismos han sido publicados. La biodegradacion por estos organismos es, sin
embargo, incompleto; su crecimiento no pudo ser apoyado por una disminuciéon de PUR y
requiere fuentes adicionales de carbono y nutrientes. Las PUR despolimerasas de estos
microorganismos no se han examinado en detalle, aunque se cree que la mayor parte de la
degradacion es realizada por esterasas. Recientemente, se ha reportado la cepa bacteriana
Delftias acidovorans TB-35, que utiliza un poliester PUR como fuente de carbono (Rajan y
Vijayalakshmi, 2023). De igual manera, la bacteria D. acidovorans degrado completamente
50 mg de la muestra PUR en 5 mL de un medio de sal mineral dentro de siete dias a 30 °C;
en un medio con PUR como Unica fuente de carbono y nitrégeno, el 48 % se degrado después
de siete dias. Dietilenglicol y &cido adipico se detectaron como productos de degradacion,
pero no se encontraron metabolitos para indicar la escision del enlace de uretano (Nakajima-
Kambe et al., 1995; Loo y Sudesh, 2007).

c. Nylony polietileno

La membrana de nylon-66 de alto peso molecular puede degradarse significativamente por
medio de la accién de pudricion blanca, un proceso que descompone la lignina. Esto
generado por los hongos cultivados en condiciones ligninoliticas con limitada glucosa o
tartrato de amonio. La enzima responsable de la degradacidn de nylon, que se purificd a
partir de un sobrenadante de cultivo de la cepa fungica de pudricion blanca 1ZU-154, resultd
ser idéntica a los de manganeso peroxidasa. Ademas, la enzima también degrada las fibras
de Nylon-6. La presencia de una erosion drastica y regular en la superficie del nylon sugiere
que el material se descompone en oligdmeros solubles. Por otro lado, se ha observado que
el alto peso molecular del polietileno también puede degradarse mediante la accion de

hongos ligninoliticos en condiciones de limitacion de nitrdgeno o carbono, gracias al
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manganeso peroxidasa. Esta enzima ha sido parcialmente purificada a partir de una cepa de

Phanerochaete chrysosporium (Liyoshi et al., 1998).

d. El polietileno de baja densidad

El polietileno de baja densidad (LDPE) es el principal insumo para la formacion de bolsas y
uno de los generadores de contaminacion en el mundo. Su degradacion es lenta,
considerando que recién se transforma a los 150 afios en contacto con la naturaleza. Este
polimero permite ser reciclado para elaborar bolsas de residuos. Dentro de las caracteristicas
principales esta su flexibilidad y la suavidad al tacto, asi como su brillo y resistencia. La
estructura quimica de este plastico corresponde a un polietileno de cadena de carbonos muy
ramificada, esto implica que este plastico presente mayor volumen y una menor densidad
(Séenz, 2008).

e. Biodegradacion bacteriana del polietileno

Mas de 20 géneros bacterianos degradan diferentes tipos de Polietilenos. Estos incluyen
varias especies gram-negativas y gram-positivas pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Ralstonia, Stenotrophomonas, Klebsiella, Acinetobactor, Rhodococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, Streptomyces, Bacillus, etc. La mayoria de estas cepas bacterianas poseen la
capacidad de deteriorar la superficie y/o formar una biopelicula en el polietileno. Estudios
sobre diversas actividades del género Pseudomonas se han llevado a cabo para investigar
sus capacidades para degradar y metabolizar una variedad de polimeros plasticos sintéticos
y sus derivados. Las especies de Pseudomonas tienen la capacidad Unica de degradar y
metabolizar los polimeros con oxidacidn extracelular y/o actividades de enzimas hidroliticas,

que facilitan la absorcién y degradacion de los fragmentos de polimero (Danso et al., 2019).

Existen registros de la degradacion completa del polietileno en agua después del tratamiento
con P. fuorescens en presencia de surfactante y biosurfactante, lo que sugiere su importancia
en la oxidacion y biodegradacion de polimeros. La posible biodegradacion de una pelicula

del polietileno se exhibe en las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido y
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por microscopia de fuerza atomica (AFM), observando corrosion, grietas y la rugosidad de

la superficie del subsuelo producidas por bacterias (Glaser, 2019).

f. Efectos de la actividad microbiana sobre el polietileno

El efecto de la colonizacion microbiana en la superficie de polietileno fue estudiado
mediante el seguimiento de siete caracteristicas diferentes con respecto al grado de
biodegradacion  del polimero: grupos  funcionales en la  superficie,
hidrofobicidad/hidrofilicidad, cristalinidad, distribucion del peso molecular, topografia de la
superficie, propiedades mecanicas y balance de masa. La espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR) se utiliza para estudiar la formacion de varios grupos
funcionales en la superficie del polietileno después de la oxidacion abiotica y bidtica por
tratamiento termo-Ultravioleta y degradacion microbiana. El tratamiento del polietileno con
acido nitrico conduce el aumento en la absorbancia de la luz ultravioleta infrarroja a 1710—
1715 cm™ (correspondiente al grupo carbonilo) y 1640 cm™® y 830-880 cm™!
(correspondiente a —C=C-), que luego se ve reflejada en una reduccion después de la
incubacidn con consorcios microbianos (Ghatge et al., 2020).

La cristalinidad es otro parametro importante para predecir el grado de biodeterioro del
polimero y puede ser medido con la ayuda de calorimetria diferencial de barrido (DSC) vy el
andlisis FTIR. En general, la region amorfa es facilmente accesible y degradada por
microorganismos, dando como resultado un aumento inicial en la cristalinidad. Después del
ataque (o0 permanencia) en las regiones amorfas, los microorganismos comenzaran a
degradar la region cristalina y un aumento en la proporcién de cristales mas grandes [2, 105].
La cromatografia de exclusién por tamafio y el analisis de espectrometria de masas (TOF-
MS) dan una idea sobre la distribucion del peso molecular del polietileno después de la
biodegradacion (Ghatge et al., 2020).

Los analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) se emplean cominmente para
investigar la topografia de la superficie de las peliculas del polietileno durante la
biodegradacion. Asi mismo, los microorganismos utilizan el polietileno como Unica fuente

de carbono metabolizando CO. durante la respiracion, por lo que la medicion del CO:
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liberado se puede vincular a la cantidad de polimero consumido. Esta disminucion en el peso

de las muestras puede ser establecidas por mediciones gravimétricas (Nowak et al., 2011).

1.2.2. Las bacterias

Las bacterias son seres vivos microscopicos unicelulares pertenecientes al reino Eubacteria.
Las bacterias son las més antiguas, estructuralmente mas simple, y la méas abundante forma
de vida en la tierra. Ellos son también los Gnicos organismos procaridticos con organizacion
celular. Las bacterias eran abundantes hace mas de 2 mil millones de afios antes de la
aparicion de los eucariotas en el mundo. Fueron las primeras bacterias fotosintéticas
(cianobacterias) que alteraron la atmosfera terrestre con la produccion de oxigeno que
condujo a bacterias extremas y a una diversidad eucariotica. Las bacterias juegan un papel
vital tanto en la productividad como en el reciclaje de sustancias esenciales para otras formas
de vida. Las bacterias son los Unicos organismos capaces de fijar nitrogeno atmosférico
(Moshtag, 2016).

Las bacterias son ubicuas en la Tierra y viven en todas partes. Muchos de los otros entornos
mas extremos en los que se encuentran las bacterias serian letales para cualquier otra forma
de vida. Las bacterias viven en aguas termales que podrian cocinar otros organismos, en
ambientes hipersalinos que deshidrataria otras células y en atmosferas ricas en gases toxicos
como el metano o el sulfuro de hidrégeno que matarian la mayoria de los otros organismos
(Rampeloto, 2013).

Es probable que las bacterias evolucionaran para vivir en estas duras condiciones desde el
principio y han conservado la capacidad de explotar estas areas como el resto de la atmdsfera
que se modific. Son metabdlicamente mucho mas diversos que los eucariotas, razén por la
cual pueden existir en una variedad tan amplia de hébitats. Las numerosas bacterias
autotrofas, ya sea fotosintéticas o quimios autétrofas, realizan importantes contribuciones al
balance de carbono en los ecosistemas terrestres, de agua dulce y habitats marinos. Otras
bacterias heterétrofas juegan un papel clave en la ecologia mundial al descomponer los
compuestos organicos. Una de las funciones mas importantes de las bacterias en el

ecosistema global se relaciona con el hecho de que sélo unos pocos géneros de las bacterias,
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y ningun otro organismo, tiene la capacidad de fijar el nitrgeno atmosférico y asi hacerlo

disponible para su uso por otros organismos (Hibbing et al., 2010).

a. Lasuperficie bacteriana

La pared celular bacteriana es una estructura importante porque mantiene la forma de la
célula y la protege de la hinchazén y ruptura. La pared celular generalmente consta de
peptidoglucano, una red de moléculas de polisacéaridos conectados por enlaces cruzados
polipeptidicos. En algunas bacterias, los peptidoglucanos forman una red gruesa y compleja
alrededor de la superficie exterior de la célula. Esta red estd entrelazada con cadenas
peptidicas. En otras bacterias, se encuentra una fina capa de peptidoglucano intercalada entre

dos membranas plasmaticas (Moshtaq, 2016).

Muchos tipos de bacterias tienen flagelos helicoidales delgados y rigidos (singular y flagelo)
compuestos por la proteina flagelina. Estos flagelos varian de 3 a 12 micrometros de largo y
son muy delgados, sélo de 10 a 20 nandmetros de espesor; y estan anclados en la pared
celular y giran, tirando de las bacterias a través del agua como una hélice. Las pili (singular,
pilus) son estructuras parecidas a pelos que se encuentran en algunas bacterias. Ellos son
mas cortos que los flagelos bacterianos, hasta varios micrometros de largo y alrededor de
7,5 a 10 nanoémetros de espesor. Las Pili ayuda a las células bacterianas a adherirse a
sustratos apropiados e intercambian informacién genética (Trachtenberg y Cohen-Krausz,
2006).

Algunas bacterias forman endosporas de paredes gruesas alrededor de su cromosoma y una
pequefia porcion en los alrededores del citoplasma cuando estan expuestas a condiciones
pobres en nutrientes. Estas endosporas son altamente resistentes al estrés ambiental,
especialmente al calor, y pueden germinar para formar nuevos individuos después de

décadas o incluso siglos (Moshtag, 2016).
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b. Las Pseudomonas

Las Pseudomonas son un grupo grande e importante de bacterias Gram-negativas. Son
organismos cosmopolitas que presentan una vida independiente en diversos ecosistemas,
tanto en suelo, aguas y muy estrechamente ligados con plantas y animales. Muchas veces
son reconocidos por presentar una alta actividad degradadora. Poseen una alta adaptabilidad
a todo tipo de ambientes adversos y a otros organismos logrando multiplicarse exitosamente.
Se les han aislado en lugares muy himedos, agua estancada, aguas residuales y superficies
mojadas (Palleroni, 1981).

Las cepas de Pseudomonas son agentes activos de la mineralizacién de materia organica y
también son responsables de la descomposicién de la comida. EI género incluye especies
patogenas para el hombre, animales domésticos y cultivos (Palleroni, 1981). La morfologia
basica de las Pseudomonas comunes son bacterias en forma de bacilos rectos o ligeramente

curvos en un plano, presentan flagelos polares y ausencia de esporas (Palleroni, 1981).

c. Pseudomonas putida Trevisan

Dentro de las caracteristicas que son Utiles para una separacién de P. aeruginosa y P.
fluorescens se incluyen la incapacidad de licuar la gelatina, producir cualquier pigmento de
fenazina, poca eficiencia en desnitrificar y sobre todo crecer a rangos cercanos a 41 °C. En
esta gama de propiedades negativas, la incapacidad de hidrolizar la gelatina es la Gnica que
ha definido clasicamente a P. putida. Esta especie puede ser aislada del suelo y del agua
después del enriquecimiento en medios minerales con diversas fuentes de carbono. La
mayoria de las cepas se han asignado a la biovariedad A (biotipo A), a la que se considera
la mas comun. Biovar B difiere del biovar A, s6lo en unas pocas propiedades fenotipicas:
todas las cepas conocidas de esta biovariedad utilizan L-triptofano, quinurenina, y
antranilato, mientras que la mayoria usa D-galactosa como fuente de carbono. Ninguna de
las cepas de biovariedad B usa nicotinato. Estudios recientes en muchas cepas de esta
especie, sugieren una revision en base a los patrones de restriccion de genes de ARNr

(ribotipado) para poder establecer una mejor identificacion de esta especie (Palleroni, 2005).
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d. Pseudomonas aeruginosa Migula

Presenta formas bacilares moviles gracias a un solo flagelo polar. Al examinar una placa de
cultivo Petri, se pueden observar dos tipos principales de colonias bacterianas: una grande y
lisa, con bordes planos y centro elevado (que tiene un aspecto similar al de un “huevo frito)
y otra pequefia, aspera y convexa. Las grandes colonias tienen parches brillantes de color
gris metalico plateado y con picaduras. En general, los materiales clinicos son buenas fuentes
para el aislamiento de colonias grandes de P. aeruginosa, mientras que las colonias pequefias
se pueden encontrar comdnmente en fuentes naturales. Un tercer tipo de colonia (mucoide),
se puede obtener de las secreciones del tracto respiratorio y urinario, siendo descubierto por
primera vez por Sonnenshein (1927). Ademas de pioverdina y piocianina, algunas cepas
pueden producir otros pigmentos, incluyendo pigmento rojo oscuro. La desnitrificacion y
licuefaccion de gelatina esta presente en la gran mayoria de cepas. La hidrolisis de Tween
80 es débil y la reaccion de la yema de huevo es negativa. La temperatura éptima para el
desarrollo de esta especie es de 37 °C. P. aeruginosa es probablemente la méas extendida de
todas las especies bacterianas. Se puede aislar del suelo y del agua, especialmente de cultivos
de enriquecimiento para bacterias desnitrificantes. También es cominmente aislado de
muestras clinicas (heridas, quemaduras e infecciones del tracto urinario). Es el agente
causante del “pus azul”, ocasionalmente patdgeno para plantas. La especie se puede dividir

internamente en varios subgrupos (tipos) Utiles para fines epidemioldgicos (Palleroni, 2005).

e. Evaluacion de la bacteria Pseudomonas como degradador del polietileno

Las Pseudomonas presentan una gran capacidad de metabolizar compuestos organicos tanto
simples como complejos, 1o que les ubica como organismos con una alta versatilidad
alimenticia. Su principal alimento son las moléculas de carbono, por lo que son organismos
ideales para la degradacion derivados de los plasticos y sobre todo si este fuera la principal
fuente de carbono. Este conocimiento sirve para utilizar a estas bacterias como excelentes

degradadores de este material contaminante (Palleroni, 1981).

El género Pseudomonas ha sido estudiado extensamente en la biodegradacion y deterioro
del pléstico, en especial polimeros de poliuretano, cloruro de vinilo; asi como el polietilen-

glicol (Obradors y Aguilar, 1991), ademas, se han observado que otras especies de bacterias
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realizan la degradacion del plastico; asi, Bacillus pueden producir exoenzimas degradadores
del acetato de celulosa. En general, la actividad principal de los microorganismos esta dada
por su accién enzimatica, siendo el alcano monoxigenasa el responsable del deterioro de la
superficie de los polimeros sintéticos tal como lo refiere Seneviratne et al. (2006). Las
bacterias no son las Unicas degradadoras; asi también los hongos han sido estudiados, con la
posibilidad de determinar su capacidad degradativa. Los mecanismos de consorcio probados
demuestran su alta versatilidad en la obtencién del carbono no solo por accion propia, sino
también por la captura de los productos de degradacion de los otros microorganismos del

consorcio (Lépez-Mondéjar et al., 2019).

f. Importancia de las biopeliculas para la biodegradacion

La capacidad de las células bacterianas para unirse y degradar polimeros plasticos depende
de la estructura de la superficie del polimero. La adicion de grupos funcionales hidréfilos a
los polimeros plasticos se requiere a menudo para promover la unién a la superficie celular
debido a la naturaleza hidrdfila tipica de las superficies celulares, lo que perjudica la
atraccion de los polimeros hidréfobos. Por lo tanto, se demostr6 que una mayor rugosidad e
hidrofilicidad de la superficie del polimero facilitan tanto la union mejorada de colonias
bacterianas como la accesibilidad de las enzimas extracelulares secretadas a la superficie del

polimero (Nauendorf et al. 2016).

En los casos de polimeros plasticos, incluido el polietileno, que tienen alta hidrofobicidad,
la formacién de una biopelicula requiere que el polimero sea alterado por reacciones de
oxidacién o complementado con productos quimicos para aumentar las interacciones
superficiales con las células bacterianas (Sivan, 2011). Las especies bacterianas formadoras
de biopeliculas con superficies celulares relativamente hidr6fobas han mejorado la union de

la superficie celular a polimeros plasticos no modificados (Devi et al., 2016).

Tribedi et al. (2015) refieren que las células Pseudomonas sp. AKS2 adaptadas a la
biopelicula tienen mayor hidrofobicidad en la superficie celular y capacidad de degradacion
del polietileno de baja densidad, esto favorecido por la secrecion bacteriana de

exopolisacaridos que ayudan en la unién al polimero plastico. Por tanto, las condiciones
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ambientales y nutricionales que favorecen la génesis de biopeliculas sobre polimeros
plasticos son estimulos importantes para la degradacion de plasticos sintéticos por

Pseudomonas sp.

g. Degradacion plastica por enzimas extracelulares e intracelulares

La degradacién enzimatica involucra dos procesos importantes que pueden medirse por la
pérdida de peso y adiciones de grupos funcionales. La reduccién del peso molecular del
polimero permite los efectos cataliticos de enzimas que solo pueden operar sobre moléculas
mas pequefias y facilita el transporte de estas a través de la membrana celular (Shah et al.,
2008).

Las reacciones de oxidacion quimica o biolégica a menudo son necesarias para aumentar la
hidrofilicidad del polimero al proporcionar un grupo funcional como el alcohol o los grupos
carbonilo que pueden mejorar la unién y degradacion bacteriana; ademas, los grupos
funcionales carbonilo se pueden metabolizar dentro de la célula a través de la b-oxidacion y
el ciclo del acido tricarboxilico (ATC) (Restrepo-Flérez, et al., 2014).

La ruptura hidrolitica del polimero puede ocurrir en el término de la cadena, lo que se conoce
como exoataque (Figura 2); o en algun lugar a lo largo de la cadena del polimero, Ilamada
endoataque. Los dos modos diferentes de ataque crean productos diferentes. El exoataque
suele generar en pequefios oligdmeros 0 mondmeros que las bacterias pueden asimilar en la
célula. Por otro lado, el endoataque reduce principalmente el peso molecular del polimero,
por lo que no es probable que los productos resultantes sean asimilables sin una degradacién
adicional (Lenz, 1993).

Se ha comprobado que una despolimerasa extracelular de Pseudomonas sp. fue eficaz en la
descomposicion de poliestireno bromado de alto impacto (Mohan et al. 2016). Las esterasas,
lipasas y cutinasas son hidrolasas que son fundamentales en la degradacion pléstica, en la
que los enlaces ester se rompen a través del ataque nucle6filo sobre los atomos de carbono

del carbonilo creados por reacciones de oxidacion previas (Devi et al., 2016). Se cree que
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las enzimas degradantes de poliuretano son principalmente esterasas 0 proteasas
extracelulares que estan unidas a la membrana o se secretan de forma extracelular (Shah et
al., 2013). Otro ejemplo de esta actividad enzimética lo encontramos con el poliuretano
degradado significativamente por Pseudomonas sp. por una esterasa recombinante
(Biffinger et al., 2015). Estas acciones enzimaticas estan involucradas principalmente en los
primeros pasos de la degradacion del plastico. Sin embargo, ain se desconoce mucho sobre
lo que sucede intracelularmente con los oligémeros o mondmeros plasticos asimilables

después de que se transportan a través de la membrana celular bacteriana.

1.2.3. Factores que afectan la biodegradacion del plastico

Varios factores afectan el proceso de biodegradacion, incluido las propiedades del polimero,
las condiciones de exposicion y las caracteristicas enzimaticas. Algunos de estos factores se

enumeran a continuacion.

a. Humedad

La humedad puede influir en la biodegradacion del polimero en diferentes maneras debido
al requerimiento esencial de agua para el crecimiento y multiplicacién de microbios. Por lo
tanto, la degradacion del polimero y la velocidad se mejora en presencia de suficiente
humedad debido a rapida accion microbiana. Ademas, las condiciones ricas en humedad
favorecen el proceso de hidrdlisis al generar mas reacciones de escision de cadena (Ahmed
et al., 2018).

b. Potencial de hidrégeno y temperatura

El potencial de hidrégeno (pH) puede modificar la velocidad de las reacciones de hidrélisis
cambiando las condiciones &cidas o basicas. Por ejemplo, a pH 5, la tasa de hidrolisis de las
capsulas de ciertos polimeros es mas dptima (Henton et al., 2005). productos de degradacion
de varios

Los polimeros alteran las condiciones de pH seguidas por la velocidad del proceso de
degradacion y crecimiento microbiano. De manera similar, la degradabilidad enzimatica se
ve afectada significativamente por la temperatura de ablandamiento. Por lo que, la aplicacion

de la temperatura y pH va a estar condicionada por el tipo de bacteria a usar. Las bacterias
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del grupo de las Pseudomonas, han sido evaluadas a diferentes niveles; asi, P. aeruginosa
ha sido probada para degradar el polietileno por Butron (2020) con éxito a25a35°Cy a
pH de 5 a 7. De manera similar fueron probados por Yang et al. (2020) en P. putida a de 25
y 35 °C yapH de 6 a 8 por lo que recomiendan Ahmed et al. (2018) aplicar en estos rangos

de pH y Temperatura para obtener una mayor biodegradacion del polietileno.

Figura 2
Mecanismo de degradacion abidtica y bidtica del polietileno
LUz
‘ polietileno
H + 0, oM +0” | * 0, =
TiO, i T|/T|O;.: l
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depolimerizacion
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Nota. Adaptado de Biological Degradation of Polymers in the Environment (p. 10), por A. Glaser (2019),
Gomiero A. Editores.
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CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

La investigacién presentd un enfoque de tipo cuantitativo, en la que los valores obtenidos se
contrastaron con cada uno de los tratamientos probando cada una de las hipotesis propuestas
en el estudio. A su vez, el alcance de la investigacion fue de tipo explicativo (Gomez, M.
2006).

El disefio de la investigacion fue de tipo experimental, en donde se manipularon la variable
independiente representada por la cantidad de bacteria de diferentes especies, expuestas a
diferentes periodos logrando la degradaciéon del polietileno de baja densidad, tal como

recomienda (Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).
2.2. Lugary fecha
La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia

de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae-Lima, en los meses de setiembre del 2020 a

febrero del 2021. La Figura 3 muestra los detalles de la ubicacion de Laboratorio.
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Figura 3

Localizacion de las instalaciones donde se desarroll6 la investigacién
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2.3. Descripcion del experimento

a.  Obtencién de los microorganismos bacterianos

Los microorganismos seleccionados para la presente investigacion fueron P. putida ATCC

49128 y P. aeruginosa, los cuales fueron cedidos del depdsito del Laboratorio de

Microbiologia y Biotecnologia de la UCSS vy reactivad

propuesto por Kyaw et al., (2012). Una vez preparado el

os con caldo nutritivo segun lo

medio se incorporaron cada cepa

para su adaptacion por un periodo de 24 horas y a la temperatura de 30 °C.
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b.  Preparacion de los medios basales minerales

Los medios minerales basales utilizados para probar la biodegradabilidad del polietileno de
baja densidad consistieron en preparar los siguientes elementos en agua destilada, segun

recomendado por Kyaw et al. (2012):

e 1259.L"K;HPO,

e 38g.LtKHPO,

o 1,0g.L" (NH,),SO04

e 0,19.LtMgS0Os7H,0

Ademas, 5 mL de una solucion de elementos traza que deben contener cada uno de los

siguientes elementos (preparados en agua destilada):

0,232 g.L ! H3BO3

0,174 g.L'1 ZnS04 7H0

0,116 g.L ™ FeSO4 (NH4)2S04 6H,0
0,096 g.L* CoSO4 7H.0

0,022 g.L! (NH4)6M07024 4H20
8,0 mg.L? CuSO4 5H.0

8,0 mg.Lt MnSO44H,0

c. Estudio de cinética de crecimiento bacteriano y crecimiento en las laminas de

polietileno

Fueron colocados una alicuota de cada cepa bacteriana, contenida en los tubos incubados
con medio nutritivo a intervalos regulares, durante los primeros 40 dias de incubacion, para
la cuantificacion de células bacterianas por la técnica de dilucién en serie, para lo cual se

utilizaron placas de Agar Pseudomonas para el recuento de colonias viables.

Las bacterias de la biopelicula presentes en las ldminas de polietileno fueron cuantificadas

utilizando el método convencional, en donde la capa de biopelicula que se formé en el
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plastico fue retirada al sumergirla en 2 mL de NaCl al 0,9 % durante 2 horas y agitadas de 5
a 10 min. Posteriormente, fue tomado una alicuota de esta suspension y se realizo la dilucién
en serie en placas de agar Pseudomonas, seguidamente fueron contadas las colonias. Las
UFC (unidades formadoras de colonias) para las bacterias fueron calculadas a partir de la

siguiente formula propuesta por Kyaw et al., (2012).

(promedio UFC)
Volumen de la gota

x ( Dilucion contada)( (volumen dafiado) )

UFC
LOg (R) - LOg[ superficie de la muestra
Donde:
e Log: logaritmo

e UFC: unidades formadoras de colonia bacteriana
d. Preparacion de las laminas de polietileno y condiciones para su degradacion

Las peliculas de polietileno (LDPE) fueron bolsas de pléastico usadas comercialmente. Estas
fueron cortadas en tiras (5 x 1 cm) y luego fueron lavadas con etanol al 70 % durante 30 min,
se lavaron con agua destilada, y luego fueron secados en incubadora a 60 °C para
posteriormente ser expuestos al medio de cultivo bacteriano. La inoculacién y la incubacion
se llevo a cabo en condiciones asépticas completas. Mas adelante, fueron pesados tubos de
Falcdon en donde se colocaron 30 mL de medio mineral basal y 600 pL de la solucién madre
bacteriana (la que tuvo 24 horas de adaptacién al medio), fueron mezclados y se afiadieron
100 mg (una tira) de peliculas de polietileno, tal lo recomendado por Kyaw et al. (2012) y
Harshvardhan y Jha (2013). Los tubos fueron incubados en un agitador rotativo (120 rpm) a
15 °C, con la tapa ligeramente abierta para la aireacion. Las pruebas se realizaron por
triplicado para cada una de las bacterias. Las peliculas fueron eliminadas a los 30, 60 y 90
dias después de la incubacion para verificar periodos minimos y maximos, tal como lo
sugiere Gutiérrez y Alvarez (2019). Posteriormente, fueron verificados los cambios de peso,
cambios de propiedades mecénicas y cambios morfoldgicos (de superficie). El control
estuvo compuesto por tubos de ensayo que contenian solo el polietileno en laminas en medio
nutritivo basal desprovisto de indculo bacteriano. A todos los tratamientos se les considero

una temperatura de 30 °C y a un pH de 7,0; tal como lo sugiere Ahmed et al. (2018).
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e.  Mediciones de pérdida de peso del polietileno

Las peliculas de plastico después de la exposicion a los tratamientos con las bacterias fueron
lavadas con SDS (duodecil sulfato sédico) al 2 % por 4 cuatro horas. Las tiras fueron secadas
a 60 °C durante 12 horas. El porcentaje de pérdida de peso fue determinada usando la

siguiente formula propuesta por Abraham et al. (2017):

oo Peso inicial — peso final
Pérdida de peso (%) = — X100
peso inicial

Donde: Peso inicial y peso final (g)

f.  Analisis espectroscopico y obtencion del Indice de Carbonilo

Los cambios en los enlaces de polimero debido a la biodegradacion fueron determinados
usando la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Las peliculas de
plastico expuestas a las dos cepas de bacterias fueron analizadas a intervalos regulares en el
espectrofotdmetro obteniéndose asi el indice de carbonilo (CI) que se utilizd para medir el
grado de biodegradacién dado que su valor depende del enlace carbonilo degradado. El Cl

se obtuvo de la siguiente formula propuesta por Kyaw et al. (2012):

Absorcion a 1740 cm™1
Absorcion a 1460 cm™1

Indice de Carbonilo =

2.4. Tratamientos

Los tratamientos de la investigacion se detallan en la Tabla 1:
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Tabla 1
Tratamientos propuestos en la investigacion. (A= solucién conteniendo P. putida, B=

solucién conteniendo P. aeruginosa, LDPE= polietileno de baja densidad)

Tratamientos Descripcion
Tratamiento O 100 mg LDPE + 30 mL medio mineral +30/60/90 dias de exposicion
Tratamiento 1 600 puL A + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +30 dias de exposicion
Tratamiento 2 600 uL A + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +60 dias de exposicion
Tratamiento 3 600 uL A + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +90 dias de exposicion
Tratamiento 4 600 uL B + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +30 dias de exposicion
Tratamiento 5 600 uL B + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +60 dias de exposicion
Tratamiento 6 600 uL B + 100 mg LDPE +30 mL medio mineral +90 dias de exposicion

2.5. Unidades experimentales

La presente investigacion contd con 18 unidades experimentales mas el control. Cada unidad
experimental estuvo constituida por un tubo de Falcon que contenia 600 pL de cultivo de
cepa bacteriana mas 30 mL de medio mineral al cual se le afiadié 100 mg de laminas de
LDPE a diferentes dias de exposicion (30, 60 y 90). Al control no se le afiadi6 el cultivo con
cepa bacteriana. Este experimento present6 3 repeticiones para cada tratamiento.

2.6. ldentificacion de variables y su mensuracion

La identificacién de las variables y su mensuracién se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2

Variables de la investigacion y su mensuracion

Variable Unidades Mensuracion

Independiente
Cepas Bacteriana (dosis) UFC/mL Conteo colonias
Tiempo de exposicion dias

Dependiente

Variacion de peso del LDPE % Gravimetria
indice de Carbonilo Espectrofotometria
FTIR

2.7. Disefio estadistico del experimento

Para esta investigacion fue propuesto un Disefio Completamente al Azar (DCA). El cual
contemplé como fuente de variacién dos cepas distintas evaluadas a diferentes tiempos (30,
60 y 90 dias) lo que permiti6 comparar los tratamientos de manera efectiva bajo las
condiciones de laboratorio. La estructura del disefio es el modelo aditivo lineal, el cual se

describe a continuacion:

Y,'=[,l+t,'+€,'

Donde:

Yi = Observacion del i-ésimo tratamiento
w = Pardmetro, efecto medio

ti= Efecto del tratamiento i

ei = Error experimental en el tratamiento i

2.8. Analisis estadistico de datos

Fue usado el software Microsoft Excel para realizar las tablas y graficos, mientras que los
graficos del FTIR fueron creados usando el software Origin 9,2. Ademas, se efectud el
analisis de la varianza (ANOVA) para determinar el efecto de los tratamientos sobre el grado
de degradacion del LDPE (variacion de peso e indice de carbonilo). Asi mismo, fue utilizado
las pruebas multiples de Tukey con un valor de significancia de p<0,05. Para las

evaluaciones estadisticas fue usado el software SPSS 24.
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2.9. Materiales y equipos

2.9.1. Material bioldgico

e Cepa bacteriana de P. putida ATCC 49128
e Cepa bacteriana P. aeruginosa ATCC BAA-1744

2.9.2. Material de laboratorio

e Probeta de vidrio de 100 mL

e Mechero de alcohol

e Pinzas

e Matraz Erlenmeyer

e Placas de Petri

e Asa bacteriologica

e Laminas porta objeto y cubreobjeto

e Gradillas
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2.9.3. Reactivos

Tabla 3
Lista de compuestos quimicos usados para la preparacién de los medios basales minerales
Foérmula compuesta Compuesto quimico Cantidad

K2HPO4 Fosfato de dipotasio (g) 12,5
KH2PO4 Fosfato de monopotasio () 3,8
(NH4)2S04 Sulfato de amonio (g) 1,0
MgSO4 7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado (g) 0,1
H3BOs Acido borico (g) 0,23
ZnS04 7H20 Sulfato de zinc heptahidratado (g) 0,174
FeSO4 (NH4)2SO4 6H,O  Sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (g) 0,116
CoS047H0 Sulfato de cobalto heptahidratado (g) 0,096
(NH4)6M07024 4H,0 Molibdato de amonio tetrahidratado (g) 0,022
CuS0O45H20 Sulfato de cobre pentahidratado (mg) 8,0
MnSO44H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado (mg) 8,0
CINa Cloruro de sodio (g) 10,0
Detergente SDS - -
Agua desionizada (L) 5
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1. Andlisis del crecimiento de P. putida y P. aeruginosa en las laminas de polietileno

La formacién de la biopelicula bacteriana por las especies P. putida y P. aeruginosa fue
estudiada a través del crecimiento en la superficie de las laminas de polietileno. La Tabla 4
muestra los resultados promedio del crecimiento de las poblaciones bacterianas en los
diferentes tratamientos expresados en UFC/cm?, en donde se observd un valor minimo de
1,46x10° UFC/cm? para el Tratamiento 4 y un valor maximo de 1,6 x10* UFC/cm? para el
Tratamiento 3. Ademas, en la Tabla 4 se puede observar los valores transformados a
logaritmos [Log (UFC/cm?)], cuyo orden de crecimiento celular de mayor a menor fue

Tratamiento 3>Tratamiento 6>Tratamiento 5>Tratamiento 2>Tratamiento 1>Tratamiento 4.

En la Figura 4 se detalla un crecimiento bacteriano significativo (p<0,05) durante todo el
experimento (ver Apéndice 1, Tabla 6), en donde a 90 dias y 30 dias se presentd mayor
crecimiento por la bacteria P. putida y un menor crecimiento para P. aeruginosa. Asi mismo,
se pudo observar que, a través del analisis post hoc de comparaciones multiples de Tukey
(ver Apéndice 2), a los 60 dias de exposicidn, las poblaciones de P. putida y P. aeruginosa

no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos.
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Tabla 4

Crecimiento de las poblaciones de P. putida y P. aeruginosa en las laminas de polietileno

a diferentes tratamientos

Tratamiento Tratamiento

Tratamientos

Tratamiento

Tratamiento Tratamiento Tratamiento

1 2 3 4 5 6

R1 4,2 x107 2,0 x10° 1,0 x10%4 1,8 x10° 3,2 x10° 0,5 x10%2
R2 3,0 x107 2,5 x10° 2,0 x10% 2,5 x106 3,0 x10° 1,5 x10%
R3 5,1 x107 3,1x10° 1,8 x10* 0,1 x10¢ 2,0 x10° 2,0 x10%?
Promedio 4,1 x107 2,53 x10° 1,6 x10* 1,46 x10° 2,73 x10° 1,33 x10%
UFC/cm?
Log 7,61 9,39 13,20 6,1 9,5 12,12
(UFC/cm?)

Figura 4

Crecimiento de poblaciones de P. putida y P aeruginosa evaluados a 30, 60 y 90 dias
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Nota. Barras con letras iguales no existe diferencias significativas segin la prueba de Tukey.
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3.2. Pérdida de peso del polietileno por P. putida y P. aeruginosa

Las peliculas de polietileno después de la exposicién a las poblaciones P. putida y P.
aeruginosa mostraron disminucion de peso final con respecto al inicial, lo que se traduce en
pérdidas de peso (%) y se detallan en la Tabla 5. Se observd que P. putida registrd una
pérdida de peso promedio de 0,29+0,10 % a los 30 dias de exposicion, mientras que a los 60
dias de exposicion se obtuvo un valor de 0,61+0,118 % de pérdida de peso promedio y a los
90 dias se obtuvo una pérdida de peso promedio de 2,14+0,85 %. Por otro lado, P.
aeruginosa registré una pérdida de peso de 0,32+0,209 % a los 30 dias de exposicion,
seguido de una pérdida de peso promedio de 3,83+2,4 % a los 60 dias de exposicion y
finalmente se logré obtener una pérdida de peso promedio de 5,70+4,06 % a los 90 dias de

exposicion.

La Figura 5 muestra que hubo una alta reduccion de peso significativo (p<0,05) durante todo
el experimento (ver Apéndice 3), en donde a 90 dias se presentd una mayor reduccion del
peso por P. aeruginosa, mientras que a los 30 dias se mostré una menor pérdida de peso (%)
para P. aeruginosa como para P. putida. Se debe de considerar a los 60 dias de exposicion
con P. aeruginosa es mas notoria la pérdida de peso, ya que la desviacién estandar no llega
a cruzar una con otra. El analisis post hoc de comparaciones multiples de Tukey (ver
Apéndice 4) mostré que los valores obtenidos de pérdida de peso (%) a diferentes tiempos

(30, 60 y 90 dias) poseen diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla s

Registro promedio del peso y pérdida de peso (%) del polietileno de baja densidad por P.

putiday P. aeruginosa

Tiempo de exposicion Peso inicial Peso final Pérdida de peso
(%)

P. putida
0,1008 0,1005 0,29

30 dias 0,1010 0,1008 0,19
0,1014 0,1010 0,39

Promedio +desviacion estandar 0,29+0,10
0,1021 0,1014 0,68

60 dias 0,1024 0,1019 0,48
0,1010 0,1003 0,69

Promedio +desviacion estandar 0,61+0,118
0,1011 0,0980 3,06

90 dias 0,1010 0,0990 1,98
0,1014 0,1000 1,38

Promedio +desviacion estandar 2,14+0,85

P. aeruginosa
0,1010 0,1005 0,490

30 dias 0,1010 0,1006 0,396
0,1011 0,1010 0.090

Promedio +desviacion estandar 0,32+0,209
0,100 0,094 1,00

60 dias 0,1081 0,1020 5,00
0,1080 0,1020 5,50

Promedio +desviacion estandar 3,83+2,4
0,1014 0,094 7,290

90 dias 0,1011 0,100 1,080
0,1008 0,088 8,73

Promedio +desviacion estandar 5,70+4,06
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Figura 5

Resultados de la reduccion de peso (%) del polietileno expuestos a diferentes tiempos
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Nota. Barras con letras iguales no existe diferencias significativas segun la prueba de Tukey.

3.3. Obtencion del grado de biodegradacion y obtencién del indice de Carbonilo

En la presente investigacion se utilizo el indice de carbonilo (IC) para medir el grado de
biodegradacion por la actividad bacteriana a partir del analisis por espectrometria infrarroja
aplicada al polietileno y cuyos resultados se muestran en la Tabla 6. Se determinaron los
valores de absorbancia obtenidos a longitudes de onda de 1460 y 1740 cm™ en todos los
tratamientos; asi, el Tratamiento 1 presentd un 1C=0,20; seguido del Tratamiento 2 con un
IC=1,88y el Tratamiento 3 con un valor de 1C=0,139. Por otro lado, el Tratamiento 4 obtuvo
un 1C=0,078; el Tratamiento 5 presentd un 1C=0,80; el Tratamiento 6 un 1C=2,10 y

finalmente el control present6é un 1C=0,0061.

La Figura 6 muestra la evolucion del indice de Carbonilo (IC) en funcion del tiempo en dias
para muestras de polietileno de baja densidad expuestas a las bacterias P. putida y P.
aeruginosa, asi como un control sin exposicion bacteriana. El grupo control no muestra

cambios en el indice de Carbonilo a lo largo del tiempo manteniéndose en un valor de I1C
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igual a 0. Esto indica que sin la presencia de las bacterias el polietileno de baja densidad no
experimenta oxidacion significativa Para las muestras expuestas a P. putida el indice de
Carbonilo aumenta significativamente alcanzando un valor maximo de 2 en el dia 60.
Posteriormente en el dia 90 el indice desciende a 0, esto sugiere que P. putida inicialmente
acelera la oxidacion del polietileno, pero este efecto disminuye con el tiempo. Para las
muestras expuestas a P. aeruginosa el indice de Carbonilo aumenta progresivamente desde
0,25 en el dia 30 hasta 2 en el dia 90, este comportamiento muestra que P. aeruginosa tiene
un efecto continuo y creciente sobre la oxidacion del polietileno a lo largo del tiempo. En
resumen, las bacterias P. putida y P. aeruginosa afectan el indice de Carbonilo de manera
diferente P. putida provoca un aumento rapido y luego una disminucién del indice mientras
que P. aeruginosa causa un aumento continuo del indice a lo largo del periodo de estudio.
Esto puede ser debido a las diferencias en los mecanismos de degradacion y metabolismo de
las bacterias sobre el polietileno de baja densidad. Los picos correspondientes a las
longitudes de onda obtenidas mediante el analisis de FTIR presentados en los Apéndices del
5 al 10 complementan estos resultados al mostrar las bandas especificas de oxidacion y los

cambios estructurales en el material.

Se puede apreciar que IC para P. putida registré un valor maximo de 1,88 a los 60 dias de
exposicion, para posteriormente decrecer a los 90 dias de exposicion con 0,139. Por otro
lado, P aeruginosa registré un valor maximo en el IC a los 90 dias de exposicién con 2,1 no

presentando decrecimiento durante el experimento.
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Tabla 6

Valores del indice de carbonilo (IC) obtenido en los diferentes tratamientos

Tratamientos

Longitud de onda

Absorbancia

(cm)
1740 0,04
Tratamiento 1 1460 0,20
IC 0,20
Tratamiento 2 1740 0,376
1460 0,20
IC 1,88
Tratamiento 3 1740 0,307
1460 0,22
IC 0,139
Tratamiento 4 1740 0,10
1460 0,30
IC 0,078
Tratamiento 5 1740 0,160
1460 0,25
IC 0,80
Tratamiento 6 1740 0,12
1460 0,0061
IC 2,10
Control 1740 0,0013
1460 0,21
IC 0,0061
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Figura 6

Resultados del indice de Carbonilo tras la exposicion a P. putida y P. aeruginosa
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1. Andlisis del crecimiento de P. putida y P. aeruginosa en las laminas de polietileno

En la investigacion realizada se pudo evidenciar la presencia de biopeliculas generadas por
las bacterias P. putida y P. aeruginosa en la superficie de las laminas de polietileno en los
diferentes tratamientos (ver Apendice 11). Asi, en el estudio realizado las dos especies
bacterianas generaron un incremento significativo (p<0,05) de la densidad microbiana
durante el experimento, generando la formacion de microcolonias a los 30 dias de incubacion
presentando biopeliculas en la superficie de las ldminas de polietileno, siendo P. putida la
que presentd una mayor colonizacion bacteriana por area de superficie
(Log [UFC/cm?]=7,61) en comparacion con P. aeruginosa (Log [UFC/cm?]=6,1). Ademas,
ambas presentaron un crecimiento constante hasta el dia 90, donde P. putida continud
registrando un mayor incremento (Log [UFC/cm?]=13,20) que P. aeruginosa
(Log [UFC/cm?]=12,12). Similar crecimiento bacteriano fue reportado por Kyaw et al.
(2012) para P. putida (PAO1) (Log [UFC/cm?=14) y P. aeruginosa (ATCC)
(Log [UFC/cm?]=14) a 90 dias de exposicion en la degradacion del polietileno de baja
densidad. Estos resultados son consistentes con las observaciones realizadas por Tolker-
Nielsen et al. (2000), quienes informaron que especies del género Pseudomonas tienen una
facilidad de formacion de microcolonias sobre la superficie de peliculas sintéticas, como el
polietileno de baja densidad, en comparacién con otros microorganismos, y a condiciones
similares de temperatura (30 °C) como lo reportado en esta investigacion.

En esta investigacion, fueron analizadas las condiciones adecuadas para el desarrollo de la
biopelicula teniendo en cuenta como factor el pH; asi este estudio report6 un crecimiento
bacteriano de P. putida y P. aeruginosa sobre la superficie de plastico bajo condiciones de
pH a 7,04. Esta condicién es la misma aplicada por Montazer et al. (2021) para evaluar la
biodegradacion de P. putida sobre tiras de polietileno de baja densidad, quienes obtuvieron
colonizacion bacteriana de hasta un 58,6 % sobre la superficie del polimero. Similar
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resultado de colonizacion a nuestra investigacion fue reportado por Kyaw et al. (2012) para
P. putiday P. aeruginosa en medios de cultivo a 7,4 de pH. Estudios realizados por Restrepo-
Florez et al. (2014); Sen y Raut (2015) y Wilkes y Aristilde (2017) expresan una
biodegradacion parcial del plastico por la formacion de la biopelicula en la superficie,
atribuida principalmente a diversos géneros bacterianos especialmente Pseudomonas,
quienes poseen la capacidad de deteriorar la superficie y/o formar una biopelicula en el
polietileno. Estudios realizados por Wilkies y Aristilde (2017) reafirman que las especies del
género Pseudomonas tienen una alta capacidad enzimatica que facilitan la interaccion entre
las biopeliculas y la superficie del polimero, haciendo que estos organismos bacterianos
colonicen eficientemente ese plastico. En el marco de esta investigacion, la colonizacion
bacteriana y la formacion de la biopelicula por Pseudomonas en el polietileno se pueden
atribuir a la adaptacion de estas bacterias al medio basal empleado en la investigacion, asi
como a la fuente de carbono generada durante la degradacion de los plasticos por parte de

las bacterias P. putida y P. aeruginosa (ver Apéndice 11).

4.2. Pérdida de peso del polietileno por P. putida y P. aeruginosa

En la investigacion desarrollada fue observada una alta reduccion de peso significativo
(p<0,05) del polietileno de baja densidad en los diferentes tratamientos realizados, siendo
dependientes del tiempo durante todo el experimento, excepto en el control donde no se
registr6 un valor significativo de pérdida de peso. El Tratamiento 1, Tratamiento 2,
Tratamiento 3, Tratamiento 4, Tratamiento 5 y Tratamiento 6, mostraron pérdida de peso del
polietileno, observandose la mayor pérdida de peso promedio (5,70+4,06 %) del polietileno
por P. aeruginosa a 90 dias de incubacion (Tratamiento 6), a temperatura de 30 °C y a
pH 7,04; seguidamente, P. putida produjo una pérdida de peso del polietileno de
2,14+0,85 % en el mismo tiempo de exposicion. Esta alta eficiencia mostrada por estas
bacterias fue corroborada por Tribedi y Sil (2013) quienes estudiaron la degradacién de
polietileno por Pseudomonas sp. a temperatura de 30 °C por 60 dias, obteniendo similares
resultados en la pérdida de peso (5,0+1,0 %) y no se evidencié pérdida de peso en el
experimento de control, como en la presente investigacion. Esta disminucion en el peso del
polietileno estaria sustentada por la degradacion gue realizan las bacterias presentes en las
muestras y utilizarian al polietileno como fuente de carbono, tal como lo refiere Dey et al.
(2020).
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Por otro lado, otras investigaciones han demostrado la degradacion de pléastico de polietileno
usando otros géneros bacterianos y fungicos; asi Muhonja et al. (2018) comunicaron que
Bacillus cereus y Brevibacillus borstelensis produjeron reducciones en el peso del
polietileno de 35,72+4,0 y 20,28+2,30 % respectivamente. Dey et al. (2020) evaluaron la
degradacion del polietileno por las bacterias aerobias Stenotrophomonas sp. Yy
Achromobacter reportando disminuciones del peso cercanas al 8,0 %. De la misma manera
Montazer et al. (2021) reportaron disminuciones en la pérdida de peso del polietileno en un
8,2+0,65 % aplicando la bacteria Lysinibacillus fusiformis. ElI uso de los hongos en la
degradacion del polietileno ha sido reportado por Abraham et al. (2017) quienes evaluaron
la biodegradabilidad del polietileno sintético por la cepa fungica Aspergillus nomius y
Streptomyces sp. reportando pérdidas en peso por 4,9y 5,2 %, respectivamente. Todos ellos
mencionan que la degradacion del polietileno de baja densidad fue debido a la accion
enzimatica de los microorganismos adheridos a la superficie y que las cadenas cortas del
polimero tienden a ser consumidas primero por estos microorganismos, lo que podria

explicar una constante actividad metabdlica durante todo el experimento.

Estudios realizados por Uribe et al. (2010) en la biodegradacién de polietileno de baja
densidad por accion de un consorcio microbiano aislado de un relleno sanitario,
determinaron que, la enzima alcano mono-oxigenasa seria la enzima iniciadora de la
degradacion del polietileno de baja densidad. En la presente investigacion no se pudo
identificar a las enzimas que degradaron al polietileno, pero si se verifico la disminucion del
peso del plastico. En esta investigacion se evidencia que P. aeruginosa y P. putida son
organismos que presentan una fuerte actividad enzimética que permitio la degradacion del
polietileno, registrando una disminucion de peso en la unidad experimental. Ademas, la
reduccion en peso pudo ser incentivada por la naturaleza del polimero al ser la Unica fuente

de carbono suministrada a las bacterias.

4.3. Obtencion del grado de biodegradacion y el Indice de Carbonilo

La técnica de espectroscopia FTIR permitié comprender el mecanismo de degradacién
enzimética del polietileno de baja densidad. El indice de carbonilo obtenido en esta

investigacion fue creciente para P. aeruginosa (IC=2,10) en todo el experimento, registrando
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aumentos significativos de hasta 27 veces mas en comparacién con el 1C obtenido con P.
putida (1C=0,139) a los 90 dias de exposicion, este aumento del IC se complemento con la
disminucion del peso promedio del polietileno (5,70+4,06 %) en el periodo evaluado. Un
incremento en el IC (5,5) fue registrado por Kyaw et al. (2012) para especie Pseudomonas
aeruginosa en la degradacion del polietileno de baja densidad para 40 dias de exposicién. El
mismo autor reporta una disminucion en el indice de Carbonilo del 80 % (IC= 1,1) al
prolongar la incubacién del polietileno por 120 dias en medio mineral con el cual inicio el
experimento. En esta investigacion P. putida present6 un I1C de 1,88 a 60 dias de incubacion
para apreciar una notable reduccién de IC (0,139) al dia 90 de incubacion, lo que podria
reflejar la notable diferencia entre P. aeruginosa y P. putida en la actividad degradadora del
polietileno de baja densidad. Ademas, algunos autores establecen que la marcada diferencia
en la biodegradacion estaria influenciada por la produccién de enzimas entre estas especies,
que principalmente estan representadas por monooxigenas e hidrolasas, tal como refieren
Yoshida et al. (2016) y Tamnou et al. (2021)

Se ha informado que la espectrofotometria de FTIR es un método eficaz para evaluar los
cambios en la estructura quimica del polietileno, sobre todo después de la biodegradacién
por parte de los microorganismos seleccionados. En esta investigacion se usaron tiras de
polietileno de baja densidad de primer uso, sometidos a la accién bacteriana a 30 °C de
temperatura y a pH 7,0 obteniendo el IC de 0,20 para P. putida y P. aeruginosa. Por otro
lado, Pramila y Ramesh (2015) cultivaron las bacterias Arthrobacter sp. y Streptomyces sp.
en diferentes fases fisicas, reportando para plasticos de primer uso IC de 0,09 y 0,02
respectivamente, a 90 dias de exposicién y a pH 7,0, lo que sugiere que estas dos cepas
bacterianas; asi como las evaluadas en esta investigacion probablemente pertenecen a tipos
metabdlicos distintivos con diferente excrecion de enzimas para atacar los enlaces quimicos

de la pelicula del polietileno, tal como lo refiere Han et al. (2020).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. Laespecie P. putida registré un mayor incremento de formacion de micro colonias sobre
la superficie del polietileno de baja densidad (Log [UFC/cm?]=13,20) que P. aeruginosa
(Log [UFC/cm?]=12,12) que dieron como resultado la formacion de la biopelicula en la

superficie con capacidad de deteriorar la superficie del polietileno.

2. Los resultados de esta investigacion muestran el potencial de biodegradacion de
polietileno de baja densidad por P. putida (2,14+0,85 %) y P. aeruginosa, siendo esta
Gltima la que presentd mayor disminucion (5,70+4,06 %) en el peso del polimero a
condiciones de laboratorio. La pérdida de peso del polimero durante todo el proceso de
incubacién estuvo influenciada por la actividad metabdlica de la bacteria sobre el

polimero que fue la Unica fuente de carbono suministrada a las bacterias.

3. El aumento significativo de los indices de carbonilo demuestra una actividad
prometedora como resultado de la biodegradacion. Los anélisis del FTIR a través del IC
confirmaron que P. aeruginosa (IC=2,1) fue mas exitosa que P. putida (1C=0,139) al
término del experimento (90 dias). En base a estos resultados se pudo comprobar que
las bacterias utilizaron al plastico de polietileno de baja densidad de primer uso como

fuente de carbono.

4. A través de esta investigacion se comprueba la alta influencia de las bacterias P. putida
y P. aeruginosa en la degradacion de polietileno de baja densidad, siendo P. aeruginosa
la més eficiente en la reduccion del polietileno siendo verificada por un indice de

carbonilo mayor.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se deberia realizar estudios de biodegradacion de la combinacion de ambas cepas
bacterianas con la finalidad de verificar el potencial del consorcio bacteriano sobre el

polietileno de baja densidad.

Se deberia de realizar el conteo de bacterias planctonicas presentes en la unidad
experimental, para determinar el grado de adaptacion de las bacterias en el medio basal

que podria corresponder a una intensa actividad degradadora a ese nivel.

Se recomienda probar las cepas bacterianas con otros tipos de plasticos y verificar su

potencial degradador.

Se recomienda ampliar las evaluaciones de la degradacion a periodos superiores a los
90 dias y poder constatar si la tendencia de la degradacion continGia o disminuye en el

tiempo.
Se recomienda complementar estudios a traves de la microscopia electrénica de barrido,

lo que permitiria evidenciar el grado de afeccidon de la superficie del polietileno y

verificar la eficiencia del microorganismo usado.
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TERMINOLOGIA

Aislamiento: fendmeno que se presenta cuando no se realiza ningun tipo de intercambio
entre otros organismos, es decir cuando un organismo no puede interrelacionarse con el

entorno ni con otro individuo (Barla, 2000).

Bacteria planctdnica: Bacteria que se desarrollan en ambientes acuaticos de manera libre,
nadando o flotando (Nazar, 2007).

Bacteria sésil. Bacteria que se desarrolla adheridas a una superficie, de manera sésil (Nazar,
2007).

Biodegradacion del plastico. Relacionados al proceso que permite la descomposicion de
polimeros mediante la accion de organismos vivientes (Ministerio del Ambiente [MINAM],
2012).

Biodegradabilidad. Es la condicion que presentan una sustancia o material a ser degradado
por microorganismos, y esta referida a la tasa de descomposicion quimica de sustancias por

factores asociados a la accion de microorganismos, principalmente bacterias (Barla, 2000).

Biopelicula bacteriana. Las biopeliculas son comunidades microbianas adheridas a las
superficies y encerradas en una matriz extracelular de origen microbiano. Representan la

forma predominante de vida microbiana (Dufour et al., 2010).

Biotecnologia. Es la disciplina que aplica el conocimiento técnico o procesos industriales a
la par del uso de organismos biologicos, en la recuperacion de alguna problematica de indole
ambiental (MINAM, 2012).

Contaminacién ambiental. Se hace referencia a la presencia de cantidades de agentes

cuyas concentraciones puedan ser altamente dafinos para la salud de la poblacion humana

y, ademas; perjudique la vida animal o vegetal (MINAM, 2012).
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Consorcio bacteriano. Es la agrupacion de microorganismos capaces de sobrevivir a
diversas condiciones mediante la formacion de estructuras sinérgicas a nivel de poblacion,

como estromatolitos, tapetes microbianos y biopeliculas (Zhang et al., 2018).

Cooperacién bacteriana. La cooperacién o sintrofia, es uno de los principios fundamentales
principios seguidos por consorcios microbianos naturales y artificiales para mantener un

estilo de vida estable a largo plazo (Zhang et al., 2018).

Espectroscopia Infrarroja transformada de Fourier (FTIR). Es una técnica rapida para
evaluar la accion degradativa y costo moderado de los polimeros sintéticos que mide la
cuantificacion de la reduccion de los indices de grupos funcionales carbonilos del polietileno
de baja densidad (Movasaghi et al., 2008)

Microorganismos. Son plantas, animales u otros organismos microscopicos que habitan en
el suelo y que generalmente descomponen la materia organica como los protozoarios, las

bacterias, los hongos, algas, nematodos, etc. (Ingham, 2000).

Monitoreo ambiental. Consiste en la actividad de recoleccién, traslado y analisis de la
muestra permitiendo medir los diferentes niveles del contaminante en el ambiente (MINAM,
2012).

Sustancias peligrosas. Son compuestos tdxicos que pueden ser usados para el control de

poblaciones de diferentes organismos y usados de manera indiscriminada, pueden ser

peligrosos para el ser humano también (MINAM, 2012).
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APENDICES

Apéndice 1
Andlisis de la varianza del Log (UFC/cm?) y los diferentes tratamientos

ANOVA
Log (UFC/cm?)
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 110,352 5 22,070 176,783 0,000
Dentro de 1,498 12 125
grupos
Total 111,850 17
Apéndice 2

Prueba de Tukey del tratamiento y el Log (UFC/cm?)

Log (UFC/cm?)

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamientos N 1 2 3 4 5
Tratamiento 4 3 5,8800
Tratamiento 1 3 7,5967
Tratamiento 2 3 9,3933
Tratamiento 5 3 9,4233
Tratamiento 6 3 12,0533
Tratamiento 3 3 13,1833

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 3,000.
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Apéndice 3

Analisis de la varianza de la pérdida de peso del polietileno (%)

ANOVA
Pérdida peso
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 73,729 5 14,746 3,781 0,027
Dentro de grupos 46,805 12 3,900
Total 120,534 17

Apéndice 4
Prueba HSD Tukey del tratamiento y la pérdida de peso (%)

Pérdida_peso

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1
Tratamiento 1 3 0,2900
Tratamiento 4 3 0,3253
Tratamiento 2 3 0,6167
Tratamiento 3 3 2,1400
Tratamiento 5 3 3,8333
Tratamiento 6 3 5,7000
Sig. 0,050

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.
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Apéndice 5

Analisis del FTIR del polietileno después de 30 dias de incubacién con la P. putida
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Apeéndice 6

Analisis del FTIR del polietileno después de 60 dias de incubacién con la P. putida
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Apéndice 7

Analisis del FTIR del polietileno después de 90 dias de incubacién con la P. putida
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Apéndice 8

Analisis del FTIR del polietileno después de 30 dias de incubacién con la P. aeruginosa
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Apéndice 9
Analisis del FTIR del polietileno después de 60 dias de incubacion con la P. aeruginosa
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Apéndice 10
Analisis del FTIR del polietileno después de 90 dias de incubacién con la P. aeruginosa
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Apéndice 11

Registro fotogréfico

Nota. Tiras de polietileno de baja densidad usada en la investigacion.
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Nota. Disposicion de las tiras de polietileno en los tubos de Falcon.
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Nota. Disposicion de las unidades experimentales.
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Nota. Aplicacion de las cepas bacterianas en las unidades experimentales.
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Nota. Pesaje final de las tiras con la balanza analitica.
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