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RESUMEN

En la presente investigacion describimos el aislamiento y la actividad de
biodegradacién de microorganismos sobre polietieno de baja densidad. Los
microorganismos fueron aislados de materiales plasticos con evidencias de deterioro
procedentes del botadero municipal de Tacna. Las muestras fueron filtradas y
preseleccionadas en medio de sales minerales. Se aislaron cepas, identificadas como
Bacillos sp, Acinetobacter sp, Pseudomonas sp, Flavobacterium sp, Micrococcus sp,
Rhodotorula sp, Penicillium vanoranjei, Aspergillus sp, Saccharomyces cereviceae y dos

no identificadas.

La accion degradativa del consorcio microbiano aislado fue evidenciada por la
variabilidad en la microfotografia de SEM con respecto al polietileno de baja densidad
sin control, observandose un promedio de peso perdido de 172,975 mg de polietileno de
baja densidad, lo que correspondi6é un porcentaje de 2,88 % en un periodo de 70 dias
de incubacion. El consorcio que obtuvo mayor porcentaje de biodegradacion fue el

consorcio 3 y con un porcentaje de 6,54 %.

También hubo presencia de bacterias con un 69 % y hongos y levaduras con 31%.

Palabras claves: Biodegradacion, bacterias, hongos, polietileno
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ABSTRACT
In the present investigation we describe the isolation and biodegradation activity of
microorganisms on low density polyethylene. The microorganisms were isolated from
plastic materials with evidence of deterioration from the municipal dump of Tacha. The
samples were filtered and preselected in the middle of mineral salts. Strains, identified
as Bacillus sp, Acinetobacter sp, Pseudomonas sp, Flavobacterium sp, Micrococcus sp,
Rhodotorula sp, Penicillium vanoranjei, Aspergillus sp, Saccharomyces cereviceae and

two unidentified were isolated.

The degradative action of the isolated microbial consortium was evidenced by the
variability in the SEM photomicrograph with respect to uncontrolled low density
polyethylene, with an average weight loss of 172,975 mg of low density polyethylene
being observed, corresponding to a percentage of 2, 88% in a 70-day incubation period.
The consortium that obtained the highest percentage of biodegradation was consortium

3 and with a percentage of 6.54%.

There was also the presence of bacteria with 69% and fungi and yeasts with 31%.

Keywords: Biodegradation, bacteria, fungi, polietilen



INTRODUCCION
Uno de los principales problemas es el aumento de residuos plasticos en los
tiraderos a cielo abierto y “botaderos municipales”, desechados por los seres humanos,
el comercio en general y por la industria. Por sus propiedades fisicas, como la resistencia
mecanica, estos materiales pueden permanecer inalterados y ocupando el mismo
volumen, por periodos que pueden oscilar de 20 a 500 afios, dependiendo de la
presencia de residuos organicos y de su exposicion al sol. Ademas, su baja densidad

origina que su manejo sea costoso Yy dificil (Cain, 1992)

Los productos fabricados con polietileno presentan dos tipos de desventajas: (1)
el deterioro cuando, después de ser utilizados, se convierten en basura y (2) la
contaminacién ambiental fisica y visual posterior a su uso. En este ultimo caso, debido
a sus caracteristicas de resistencia, son muy dificimente degradados por los
microorganismos del suelo, permaneciendo visibles en el ambiente por tiempo

indefinido. (Mangiarotti, Caretta, Nelli, & Piotelli, 1994).

En los dltimos afos, la degradacion microbiana de los plasticos, se ha considerado
como una alternativa para solucionar el problema de la disposicion final de estos
residuos que, a diferencia de la incineracion, presenta condiciones de operacion que no
serian drasticas ni costosas. Algunos cientificos han sefialado que la biodegradacion del
polietileno por microorganismos, podria ser una solucién para disminuir la contaminacién

por plasticos (Méndez C. , Vergaray, Béjar, & Cardenas, 2007)

Por otra parte, se han descubierto ciertas bacterias del género Pseudomonas y
Micrococcus sp, capaces de degradar polietileno de baja densidad en un periodo de tres
meses, ademas de hongos como Penicillium vanoranjei y Aspergillus sp también aptos

para degradar polietileno.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion Del Problema

En los dltimos 50 afios, la fabricacion de polimeros se ha acelerado, en la
actualidad la rasa humana se ha vuelto plastico dependiente, necesitamos de
policarbonato, acrilico, polipropileno, tereftalato de polietileno, poliestireno, polietileno de
alta densidad y polietileno de baja densidad, materiales utilizados en el desarrollo de
nuestras actividades diarias, dandole uso en envases de alimentos, textiles, materiales
de construccién y diversos articulos de plastico. Niklas Hagelberg, coordinador de las
Naciones Unidades en el Subprograma de Investigacién para el Cambio Climatico, y
profesor investigador en la Universidad de Hawai, estima que se han producido més de
8 mil millones de toneladas de plastico virgen desde 1950. Se espera que los niveles

actuales de produccioén anual se dupliquen en los proximos 20 afos.

"Dado el crecimiento esperado en la produccién de plastico en todo el mundo, es
importante para los fabricantes de plasticos, asi como para los gobiernos que luchan
contra el cambio climatico, comprender el alcance de las emisiones de metano y etileno
del plastico y su impacto en los ecosistemas", dice Niklas Hagelberg, en la investigacion

sobre los gases invernadero que emiten los plasticos en el medio ambiente (2014).

Bajo esta premisa, considerando que los plasticos son empleados para el
desarrollo de la vida diaria, es necesario considerar el impacto que generan en el medio
ambiente local, donde no existen empresas debidamente capacitadas para manejo del
reciclaje y reutilizacién de polimeros producidos en nuestra ciudad. Asimismo, es preciso
indicar que no existen estudios desarrollados en la ciudad de Tacna sobre el manejo,
reutilizacion, reciclaje o destruccion de plasticos; por lo que es necesario buscar
soluciones précticas, que puedan reducir los niveles de contaminacién producidos por

plasticos.



1.2. Formulacion Del Problema
A continuacién, se presenta la formulacion del problema general y

especificos de la investigacion.

1.2.1. Formulacion general del problema.
e (Es posible biodegradar polietiieno de baja densidad (PEBD)
utilizando hongos, bacterias y consorcios microbianos aislados del

botadero municipal de Tacna?

1.2.2. Formulacién especifica del problema.

e ¢Es posible aislar cepas de bacterias, hongos y consorcios
microbianos de plastico que se encuentran en el botadero municipal
de Tacna?

e ¢ Cual es el porcentaje de degradacion de cada tipo de microrganismo
(hongos, bacterias y consorcios microbianos)?

e ¢ Se puede evidenciar el dafio que produce los microorganismos en el
polietleno de baja densidad (PEBD), mediante microscopia

electréonica?

1.3. Justificacion e Importancia de la Investigacion

Es un llamado a la conciencia el grado de contaminacion emitido por el hombre,
considerando el impacto negativo que se repercute en el medio ambiente; y en ciudades
donde no se le da la importancia debida, y no se tiene implementado un sistema de
reciclaje efectivo, y una cultura de reduccién de consumo de plasticos como aqueja la
ciudad de Tacna, son algunos motivos que impulsan a realizar la presente investigacion
con la finalidad de encontrar soluciones idéneas a la reduccion de la contaminacion

ambiental, mediante el uso de la biodegradacién del polietileno de baja densidad,



aplicando elementos orgénicos naturales que pueden ser empleados para reducir la

cantidad de desechos plasticos.

Para lo cual se desarrollaran pruebas de campo empleando bacterias, hongos y
consorcios microbianos para lograr los objetivos materia de la presente investigacion. Es
preponderante definir cual seria la mejor bacteria, hongo o consorcio microbiano para la
biodegradacion de polietileno, a fin de enfocarse en la reproduccion de la misma, y
ensayar diferentes técnicas de aplicacion de un proceso de reduccién de estos

polimeros.

Asimismo, para efectos de la investigacion a fin de definir cuéal es el
microorganismo que tiene mayor efectividad en la biodegradacion es necesario conocer
el grado de impacto que sufre el polimero de baja densidad, para poder arribar a un

resultado medible y comprobable a través del método cientifico.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General.
¢ Biodegradar polietileno de baja densidad (PEBD) mediante el uso de
bacterias, hongos y consorcios microbianos aislados del botadero

municipal de la ciudad de Tacna.

1.4.2. Objetivos Especificos.
¢ Aislar microorganismos de bolsas y botellas de polietileno de baja
densidad (PEBD) que se encuentran en el botadero municipal de la
ciudad de Tacna.
e Calcular el porcentaje de pérdida de peso del polietileno de baja

densidad (PEBD) en el periodo de incubacion.



e Observar en el microscopio electronico el dafio causado por lo

microorganismos en el polietileno de baja densidad (PEBD).

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipo6tesis General.
e Es posible biodegradar polietileno de baja densidad (PEBD) utilizando
hongos, bacterias y consorcios microbianos aislados del botadero

municipal de Tacna.

1.5.2. Hipétesis Especifica.

e Esposible aislar los microrganismos presentes en bolsas y botellas de
polietileno de baja densidad (PEBD) que se encuentran en el botadero
municipal de Tacna.

e Es posible calcular los porcentajes de pérdida de peso de polietileno
de baja densidad (PEBD) en los periodos de incubacion de
microrganismos.

e A través del microscopio electronico es posible observar el dafio
causado por los microrganismos en el polietiieno de baja densidad

(PEBD)



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes Del Estudio

2.1.1. Estudios a Nivel Internacional.

Volke (1997) en su informe “Efecto De Tratamientos Fisicoquimicos Y
Cometabolismo En La Degradacion De Polietileno De Baja Densidad Por Hongos
Filamentosos” estudiaron los efectos de los tratamientos fisicoquimicos (TFQ) y
metabolismo en la degradacion de PEBD por hongos filamentosos, las muestras
de PEBD tratadas con temperatura y radiacion gamma y pulverizadas fueron
incubados a 30° C durante 31 meses con cultivos puros de Aspergillus niger o
Penicillium pinophilum, y con cultivo mixto (Penicillium pinophilum, Aspergillus
niger, Penicillium. chrysosporium). En el transcurso de 27 meses. En cultivos
axénicos, la cepa de P. pinophilum en presencia y ausencia de etanol como
sustrato, mostraron mayor eficiencia en la biodegradacién del PEBD, que la cepa
de A. niger. Demostraron que el micelio de algunos hongos presentes en el
consorcio microbiano tuvo la capacidad de colonizar y penetrar en la estructura de

PEBD.

Bonhomme (2003) en su articulo “Biodegradacion Ambiental Del Polietileno”
se investigd en dos etapas. Primero por oxidacion abiética en un horno de aire para
aparentar el efecto del ambiente y segundo en presencia de microorganismos
seleccionados. La formacion inicial del biofilm fue seguida por microscopia de
fluorescencia y el crecimiento posterior de bacterias en la superficie del plastico se
visualiz6 mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Se examin6 que el

crecimiento microbiano se produjo en presencia de muestras de PEBD que habian



sido moldeadas por compresion en secciones gruesas pero que no habian sido
previamente oxidadas deliberadamente. El crecimiento molecular y la ampliacion
de la distribucion del peso molecular se produjeron después del precalentamiento
en el aire a 60° C, pero no a temperatura ambiente, pero se genero la colonizacion

de microorganismos en todos los ejemplares.

Limoén (2011) investigd “La Biodegradacion De Polietileno De Baja Densidad
Por Hongos Filamentosos” donde se realizaron dos pruebas TFQ (envejecimiento
acelerado y temperatura). Para dicho tratamiento biolégico incubaron el PEBD con
un consorcio de cuatro hongos filamentosos (Penicillium. pinophilum, Gleocladium.
virens, Penicillium chrysosporium y Aspergillus niger,) en circunstancia aerébica
durante 9 meses a 30°C. Las dos pruebas de TFQ promovieron cambios quimicos
y morfolégicos en el PEBD, el tratamiento térmico apoyo mas la biodegradabilidad
del PEBD. Se visualizaron crecimiento superficial de microorganismos en todas las

muestras con TFQ y penetracion de hifas en las muestras mas oxidadas.

Clutario y Cuevas (2011) en su indagacion “ Colonization Of Plastics by
Xylaria sp.” Se practicaron estudios para evidenciar cambios fisicos de la
colonizaciébn de las tiras de plastico de polietieno mediante microscopia
electrénica de barrido. En condiciones ambientales excelentes para el crecimiento
del hongo, como la concentracibn de iones de hidrogeno y temperatura
determinaron por cultivar el organismo en diferentes medios de comunicacién
mineral con diferentes sustratos como el papel de filtro de celulosa, acido galico y
el 4cido tanico. Luego lo sembraron en condiciones éptimas donde el crecimiento
fue eficaz en medio mineral con tiras de plastico como fuente carbono a 25°C a pH

5y con 0,5 % de glucosa, los dafios visibles en la estructura de la superficie de las



tiras de plastico por Xylaria sp. fueron observados con la microscopia electrénica

de barrido (SEM).

Gonzalez y Camarena (2013) determinaron la "Biodegradacién De Plastico
Por Rhizopus sp.” indicaron que las bolsas de plastico fueron obtenidas de un
basurero y llevados al laboratorio donde apartaron una comunidad de hongos
pegados a las bolsas, posteriormente se aislaron hongos del género Rhizopus sp.
La actividad biodegradadora la determinaron con la técnica de Kavelman y
Kendrick, a temperaturas entre 28 y 30 °Cy a pH 5 - 7. Se procedié a sembrar el
género Rhizopus sp. en la superficie de las tiras de PEBD junto con agar Czapeck
y luego se observé en el microscopio que el hongo se desarrollaba sobre el plastico
generando cambios en la corrosion de la superficie, formacion de grietas en el
plastico, cambio en el color. El estudio evidencié que los hongos del género
Rhizopus sp. forman parte de una comunidad multicelular que puede ser eficiente

en la degradacion del PEBD.

2.1.2. Estudios a Nivel Nacional.

Méndez, Vergaray, Béjar, Cardenas (2017) en su estudio “Aislamiento Y
Caracterizacion De Micromicetos Biodegradadores De Polietileno” aislaron y
caracterizaron micromicetos biodegradadores de polietileno. La actividad
biodegradadora lo determinaron con la técnica de Kavelman y Kendrick, a
temperaturas entre 30 y 20°C y a pH 4,5 - 8,0. Se establecié veinte cepas de
micromicetos de los cuales 5 (25%) evidenciaron capacidad biodegradadora de

polietileno a 20°C, siendo el pH 6,5 el 6ptimo, la cepa de mayor rendimiento



pertenece a la especie de Aspergillus flavus a temperatura de 30 °C, 6 (30%) cepas

evidenciaron actividad degradadora, siendo pH 6,5 el éptimo.

Uribe, Giraldo, Gutiérrez y Merino (2010) , con su articulo “Biodegradacion
De Polietileno De Baja Densidad Por Accién De Un Consorcio Microbiano Aislado
De Un Relleno Sanitario, Lima, Perd” aislaron y determinaron la actividad
degradativa del PEBD por accibn de un consorcio microbiano. Los
microorganismos que aislaron de materiales plasticos con evidencias de desgaste
procedieron de un relleno sanitario. Los ejemplares fueron filtrados vy
preseleccionadas en medio de sales minerales a pH 7 y 5,5 para bacterias y
hongos. Aislaron 6 cepas identificadas como (Penicillium sp., Rhodotorula sp.,
Pseudomonas sp., MP3a y MP3b, Hyalodendron sp. y una levadura no
identificada) a 20°C en el tiempo de 45 dias. La accién degradativa del consorcio
microbiano aislado lo verificaron por variaciones en el espectro infrarrojo del PEBD.
En resumen, determinaron el porcentaje de peso perdido de PEBD en un tiempo
de incubacion de dos meses sometido a las cepas aisladas, observandose una

reduccion de 4,8% a pH 5,5. del peso total del polietileno y un 5,4% a pH 7.

Iparraguirre 'y Vivanco (2015) en su investigaciéon “Aislamiento Y
Caracterizacion De Hongos Filamentosos Biodegradadores De Polietileno De
Tereftalato Y Polietiieno De Baja Densidad - Ica” nos explica que los hongos
filamentosos tienen la condicion de degradar polimeros, mediante la secrecién de
enzimas extracelulares que debilitan los polimeros en compuestos simples. Se
tuvo como meta de caracterizar y aislar hongos filamentosos degradadores de
polietileno de baja densidad (PEBD) y polietileno de tereftalato (PET). Las
muestras plasticas con evidencias de desgaste fueron recolectadas de un antiguo

botadero en Ica. Para poder realizar la separacién de hongos se empleé el uso del
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agar Sabourad, las cepas separadas fueron distinguidas de acuerdo a claves
taxonomicas. Para verificar la biodegradacion de las cepas se utilizé la técnica de
Kendrick y Kavelman a temperatura 30 y 25°C y a pH 5-7 durante dos meses. Se
aislaron ocho cepas de PET de las cuales cinco cepas fueron biodegradadoras y
once cepas del PEBD siendo ocho degradadoras. La cepa de mayor actividad
biodegradadora en PET y PEBD pertenece al género Mucor desgastando 1.3% de
peso en PET a 25°C - pH 5y 20% PEBD a temperatura 25°C y pH 5-7. Se finaliz6

gue los hongos filamentosos pueden ser aptos en la degradacion de polietileno.

2.1.3. Estudios a Nivel Local.
A nivel local no existen estudios relacionados sobre comparacion de

bacterias, hongos y consorcios microbianos en la biodegradaciéon de PEBD.

2.2. Bases Teodricas

2.2.1. Polimero.

Polimero es un compuesto quimico con moléculas juntas en largas cadenas
con repeticién debido a su estructura, los polimeros poseen propiedades Unicas

gue pueden acoplarse para distintos usos.

Los polimeros son tanto artificiales como naturales. El polimero natural mas
comun en la tierra es la celulosa, un compuesto organico que se encuentra en las
paredes celulares de las plantas. Se utiliza para elaborar productos como textiles
y papel; los polimeros artificiales incluyen materiales como el polietileno (que es
uno de los plasticos mas comunes y con facil acceso como bolsas de compras
hasta contenedores de almacenamiento) y poliestireno (utilizado para producir
vasos desechables). Algunos polimeros sintéticos son flexibles conocidos como

termoplasticos, mientras que otros son permanentemente rigidos (termoestables).
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Sin embargo, otros tienen propiedades similares al caucho como los elastomeros.

(Johnson, 2019)

Dependiendo del uso, los polimeros pueden adaptarse para obtener ciertas

propiedades ventajosas:

e Fragilidad: algunas formas de poliestireno son fragiles, y dichos
materiales son faciles de deformarse con el calor.

e Elasticidad: los cauchos sintéticos y naturales poseen propiedades
elasticas que los hacen adecuados como para neumaticos de
automoviles.

e Reflexividad: la mayoria de los polimeros se utilizan para producir
peliculas reflectantes, que se utilizan en una variedad de tecnologias
relacionadas con la luz.

¢ Resistencia al impacto: los plasticos resistentes que pueden soportar
un manejo rudo son perfectos para fundas protectoras, parachoques

de carros.

2.2.2. Polietileno.

Polietileno (PE), resina sintética versatil y ligera hecha de la polimerizacion
de etileno. El polietileno es un integrante de la familia de resinas de poliolefina. Es
el plastico mas empleado en el mundo, y su transformacién se convierte en
productos desde bolsas de compras, envolturas de alimentos transparentes y
hasta botellas de detergente; también puede cortarse o hilarse en fibras sintéticas
0 varias para obtener las propiedades elasticas de un caucho. (Augustyn, Hosch,

& Lotha, 2019)
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2.2.2.1. Polietileno de baja densidad.

El PEBD (por sus siglas en inglés Low Density Polyethylene) o como
PEBD, en espafol. se obtiene a partir de etileno gaseoso altas
temperaturas hasta aproximadamente 350° C, con la presencia de 6xido y
a presiones muy elevadas (aproximadamente 50,000 Ibf/pg? - libras por
pulgada cuadrada o 350 MPa.) estos procesos forman una estructura
polimérica con ramas largas y cortas. Debido a que las ramas obvian que
las moléculas de polietileno se mezclen. Su punto de fusién es de
aproximadamente 110° C, a todo esto, le debemos afiadir que el PEBD es
un material muy flexible. Los usos primordiales son bolsas de basura y
comestibles, juguetes, aislamiento de cables y alambres, mantillo agricola,
botellas exprimibles, y articulos para el hogar. Contiene un coédigo de

reciclaje de plastico de PEBD es # 4. (Augustyn, Hosch, & Lotha, 2019)

2.2.3. Degradacion de polimeros.

La degradacion del polimero es la alteracién en las propiedades del polimero,
como el color, el peso molecular, la forma, la resistencia a la traccion. La
degradacién con frecuencia se debe a una alteracion en la estructura fisicay / o
guimica de la cadena del polimero, que al mismo tiempo conduce a una
minimizacién en el peso molecular del polimero. Estas variaciones pueden ser
indeseables, como los cambios durante el uso, o deseables, como en la
biodegradacion los cambios se producen principalmente debido al efecto de estos
factores en la composicion quimica del polimero. La degradacién del polietileno se
origina por escisién aleatoria, una separaciéon aleatoria de los enlaces dentro del

polimero. Cuando se calienta por encima de 450° C, el polietileno se degrada para
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formar una mezcla de hidrocarburos; si bien el proceso de degradacion representa
una falla del polimero en su desempefio en servicio, el proceso puede ser Uutil
desde el punto de vista de comprender la estructura de un polimero o reutilizar /
reciclar los desechos del polimero para prevenir o reducir la contaminacion
ambiental. La clasificacion de los desechos de polimeros para fines de reciclaje
puede facilitarse al conocer el desarrollo de degradacién y ayudar en el reciclaje.

(Speight, 2011)

2.2.4. Consorcio microbiano.

Consorcio Microbiano es la alianza natural de dos o mas poblaciones
microbianas, de especies distintas, que actlan simultdneamente como una
comunidad en un sistema complejo, donde todos se favorecen de las actividades
de los demas. Un consorcio microbiano puede ejecutar funciones complejas que
poblaciones individuales no podrian; ademas, la vida en asociacién puede originar
mucha mas resistencia a las fluctuaciones del ambiente y fomentar la estabilidad
de los miembros, en el tiempo. Estos rasgos distintivos dependen de dos
caracteristicas. Primero la division del trabajo, la produccion total de un consorcio
depende de la combinacion de deberes desempefiadas por los constituyentes
individuales, es decir, por las poblaciones microbianas involucradas. Segundo, los
miembros de un consorcio se comunican el uno con el otro, ya sea por el
intercambio de sustancias o por sefiales moleculares, cada poblacion detecta y
responde a la presencia de otras dentro del consorcio, ejecutando sobre ellas un

control positivo o negativo en su desarrollo.

Los consorcios microbianos pueden tolerar mejor las etapas de limitacién de
nutrientes debido a la diversidad metabdlica disponible por la diversidad de

especies, mezclada con la habilidad de compartir metabolitos dentro de la
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comunidad. Muchas especies, cominmente, se encuentran mezcladas porque
tienen los mismos requerimientos ambientales y comparten elementos de su nicho,
0 porque necesitan de la presencia de un elemento comun para su estrategia de
vida. Habitualmente el lugar donde se ubica el consorcio encaja con espacios en
donde las condiciones ambientales son las correctas, es decir, donde los
microorganismos tienen el mayor crecimiento y reproduccion. (Montoya & Ochoa,

2010)

2.2.5. Microorganismos reportados que degradan el polietileno.

Muchos microorganismos degradan el PEBD cuando las condiciones
ambientales favorecen esta accion. Se han publicado muchos estudios sobre
biodegradacion del polietileno, a continuacion, se presenta una recopilacion de
todos los microorganismos reportados y/o utilizados en los estudios de

biodegradacion del PEBD. (Tablal)
Tabla 1

Microorganismos capaces de degradar el PEBD reportados en la literatura

DOMINIO GENERO ESPECIE

Bacteria Acinetobacter baumanni
ursingi
sp
Bacteria Acanthopleurobacter pedis

Bacteria Achromobacter denitrificans



Bacteria

Arthrobacter

Sp
paraffineus
defluvi
vicosus

Koreensis

DOMINIO GENERO

ESPECIE

Bacteria

Bacteria

Bacillus

Brevibacillus

sp

aerius
pumilus
brevies
cereus
circulans
halodenitrific
amylolyticus
megaterium
mycoides
shaericus
licheniformis
subtilis

thuringiensis

borstelensis

parabrevis
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Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Burkholderia
Delftia
Desulfotomaculum
diplococcus
Escherichia
Enterobacter

Flavobacterium

Listeria

Lysinibacillus

Microbacterium

Micrococcus

Paenibacillus

Proteus

16

sp

cepacia
acidovorans
nigrificans

Sp
coli BL21

asburiae

Sp

Sp

Sp

paraoxydans

Sp

luteus

Sp

macerans

vulgaris




DIVISION

GENERO

ESPECIE

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Pseudomonas

Rahnella

Ralstonia

Rhodococcus

Serretia

Shewanella

aeruginosa
citronellois
chlororaphis
Sp

stutzeri
flourescens
alcaligenes
otitidis
redolens

aquatilis

Sp

ruber
rhodochrous
erythropolis

Sp

marscence

putrefaciens
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Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Staphylococcus

Stenotrophomonas

Streptococcus

Streptomyces

aereus
epidermidis
xylosus

Sp

piogens

cohnii

sp

lactis

sp

aereus B-324

viridosporus T74
setoni 75Vi2
Sp

coelicoflavus

Badius
DIVISION GENERO ESPECIE
Bacteria Vibrio sp
Funiji Acremonium kiliense
Funiji Alternaria alternata
Funiji Aureobasidium pullulans
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Funji
Funji
Funji

Funji

Funji

Funji

Funji

Funiji

Funiji

Funiji

Funiji

Funiji

Funiji

Candida
Cephalosporium
Chaetomium
Cladosporium

Curvularia

Fusarium

Geotrichum

Glioclodium
Helminthosporium

Humicola

Hyalodendron

Moraxella

Mortierella

Mucor

Nigrospora

Nocardia

sp

Sp

Sp

cladosporioides

sp
senegalensis
lunata

sp

solani

sp

virens
Sp

sp

sp

Sp

alpina
subtilissima

ruxi

sp

cirninelloides

sp

sp
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Funji Paecilomyces variotti

Funji Penicillum sp
simplicimus
frequentans

DIVISION GENERO ESPECIE
chrysosporium

Funiji Phanerochaete

Funiji Pleurotus ostretus

Funiji Pullularia pullulans

Funiji Pycnoporus sanguineus

Funji Rhodotorula sp

Funiji Scopulariopsis brevicaulis

Funiji Sporotricum pullverulentum

Funiji Trametes versicolor IFO7043

versicolor ISU15413
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Funji Trichoderma viride
hamatum
Funji Verticilium lecani

Fuente: Acufia, N (2017)

2.3. Definicién De Términos

2.3.1. Biodegradacién

La biodegradacion es la caracteristica de algunas sustancias quimicas de
poder ser utilizadas como sustrato por microorganismos, que las emplean para
producir energia y crear otras sustancias como aminoacidos, nuevos tejidos y

nuevos organismos. (Barajas, 2011)

2.3.2. Aspergillus sp.

El género Aspergillus comprende alrededor de 180 especies, son hongos
filamentosos, hialinos y ubicuos. En estos hongos se ha descubierto su fase de
reproduccion sexual y se ubican dentro de la division Ascomycota. Los hongos de
este género tienen gran potencial bidtico y son degradadores activos del material

organico y en consecuencia muy utiles en la ecologia del planeta. (Mendez, 2015)

2.3.3. Biopelicula.
Una biopelicula es un sistema microbiano organizado, formado por uno o
varios microorganismos asociados a una superficie viva o0 inerte, con

caracteristicas funcionales y estructuras complicados.

En muchos ambientes, representa una tactica de supervivencia, pues
proporciona una seguridad contra las defensas y mecanismos de erradicacion

microbiana y cuenta con un sistema de canales, que le permite constituir un vinculo
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con el medio externo para hacer cambio de nutrientes y descartar metabolitos de

desecho (Betancourth, Botero, & Rivera, 2004)

2.3.4. Cladosporium sp.

Cladosporium es un hongo filamentoso, perteneciente al filo Ascomycota y
al grupo de los dematiaceos, caracterizados por presentar una coloracion oscura.
Microscopicamente presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color hialino a
marron. Las hifas sostienen cadenas ramificadas de conidios unicelulares,
elipsoides o cilindricos, algunos con forma de escudo debido a las cicatrices de
union entre ellos. Macroscopicamente forma colonias aterciopeladas,
pulverulentas o vellosas, con pliegues radiales, de color blanco o crema que
tienden a oscurecerse en tonos gris verdoso, marrones, verde oliva. (Databio,

2016)

2.3.5. Penicillium sp.

Los integrantes del género Penicillium son hongos filamentosos estas
especies de Penicillium estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y se hallan
en el suelo, la vegetacion caida, el aire y el suelo, ademas de su potencial

patogenicidad, Penicillium produce mycotoxinas.

La identificacion a nivel de especie se basa en las caracteristicas
morfologias, tanto macro como microscépicas. Poseen una caracteristica al
principio son de color blanco y luego se convierten en verde azuladas, gris
verdosas, gris oliva, amarillentas o rosadas con el tiempo. El reverso de la colonia

es palido o amarillento. (Databio, 2016)
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2.3.6. Pseudomonas sp.

Las Pseudomonas son bacilos Gram negativos, aerobios, oxidasa positivos,
con una cierta facilidad de adaptacion que les permite adecuar el habitat donde se
encuentren para utilizar diferentes fuentes como el carbono o el nitrégeno para su

nutricion.

Debido a esta adaptacion al medio ambiente las Pseudomonas se han
convertido en un problema para la salud publica ya que estos microorganismos
son capaces de colonizar un amplio rango de nichos. (Estupifian, Avila de Nava, &

Lopez, 2016)

2.3.7. Bolsas Plasticas
Las bolsas plasticas son elaboradas cominmente de polietileno que es un
material hecho a base de gas natural o petrdleo, existiendo desde 1961 y
utilizadas por todas las personas desde entonces. Se promedia que al afio suelen
fabricarse cerca de 500 billones a un trillon de materiales plasticos en todo el

mundo.

Las bolsas de polietileno se obtienen gracias a la polimerizacion del etileno,
gue es un derivado del petroleo. El etileno es un compuesto quimico organico, un
hidrocarburo (enlaces de hidrogeno y carbono) formado por 2 atomos de carbono

y 4 de hidrégeno (C2Ha)n 0 (CH2=CH>)n.

Se trata de los plasticos mas comunes y usados en el mundo,

principalmente por el bajo costo que presenta. (Cadiz, 2014)
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CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y disefio de la investigacién

El tipo de investigacion a realizar es cuantitativa.

El nivel de la investigacion experimental.

3.2. Muestra de estudio
Se trabajé con 30 muestras de bolsas y botellas (PEBD) recolectadas del
botadero municipal de la ciudad de Tacna. El muestreo fue dirigido debido a que
se tiene que buscar dafio especifico en las bolsas y botellas lo que indicaria que

se esta generando una actividad microbiana visible.

CIUDAD NUEVA “ Leyenda
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Figura 1 Ubicacién del punto de recoleccion de muestrade PEBD
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3.3. Operacionalizacion de variables
3.3.1. Variable Independiente.

e Consorcio microbiano (bacterias y hongos)

3.3.2. Variables Dependientes.
e Biodegradacion de polietileno de baja densidad

e Microorganismos cultivables

3.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos

3.4.1. Recoleccion de Muestra.

El area de disposicion final de los residuos sélidos llamado “botadero
municipal” que estd ubicado a 7 kilbmetros de la carretera a Tarata, en el cerro
Intiorko, ya que es el lugar en donde los camiones de nuestra ciudad depositan los
residuos sélidos que se generan diariamente en nuestra ciudad, donde se realizd
el muestreo dirigido, eligiendo un lugar en el cual se encuentran depositadas
muestras de polietileno de baja densidad con signos de deterioro y almacenados

por varios afos. (Figura 12)

3.4.2. Preparacion del medio salino e inoculacion.

Las muestras recolectadas fueron sumergidas en solucion salina (0,85%
NaCl) sacudiendo fuertemente el contenido para poder resuspender los
microorganismos pegados al plastico; posteriormente se filtraron con papel

Whatman; el cual sirvioé de inéculo para los medios de enriguecimiento.

3.4.3. Preparacion del medio de sales minerales.

El in6culo se sembré en el medio de sales minerales (MSM) que esta

compuesto por una solucion principal, Tabla 2. (Figura 13)
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Tabla 2

Cantidades de medio de sales minerales para 1litro

ESPECIE CANTIDAD
Na,HPO4(12H0) 2,529
CaCl; 0,002 g
KH2PO4 0,54
FeS04(7H20) 0,001 g
NH,CI 1g
MgSO4(7H-0) 0,54
MnSO4(7H,0) 0,007 g
ZnS04(7H-0) 0,007 g

3.4.4. Pesado del PEBD.

Se colocaron 6 g. aproximadamente de perlas de polietileno de baja de
densidad (Figura 14), pesadas en una balanza analitica (Figura 15), para obtener
el peso exacto. Se colocaron estas perlas en 4 matraces (Tabla 3) con el medio

salino mineral y el in6culo de microorganismos. (Figura 16)

Luego se peso 6 g de perlas de polietileno de baja densidad y se colocaron

con agua destilada como control.
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Tabla 3 Grupos de muestras experimentales

Grupos de muestras experimentales

BALANZA MATRACES

Balanza analitica Matraz N° 1
Control N° 1
Matraz N° 2
Control N° 2
Matraz N° 3
Control N° 3
Matraz N° 4

Control N° 4

3.4.5. Aislamiento de Microorganismos
3.4.5.1. Aislamiento de Microorganismos en Agar Nutritivo.
Se calculé la cantidad de Agar nutritivo deshidratado (Figura 17)
necesario para el volumen de medio requerido. Se peso y se afadioé a un

matraz de 500 ml con un volumen de 300 ml de agua destilada.

Posteriormente se disolvié el medio en una cocinilla eléctrica hasta
el punto de ebullicibn agitando constantemente, seguidamente se

introdujo en la autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Acabado el proceso de esterilizacion, se extrajo el matraz del
equipo y se la enfri6 hasta una temperatura aproximada de 45°C
posteriormente se procedid a plaquear y fueron rotuladas con la fecha,

tipo de medio y nimero de muestra.
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La siembra se realiz6 por la técnica de agotamiento y por la técnica

de diseminacion, y se incub6 a 27°C por 72 horas.

3.4.5.2. Aislamiento de Microorganismos en Agar papa dextrosa.
Se calculé la cantidad de agar nutritivo deshidratado (Figura 18)
necesario para el volumen de medio requerido. Se peso y se afiadié a un

matraz de 500 ml con un volumen de 300 ml de agua destilada.

Posteriormente se disolvi6 el medio en una cocinilla eléctrica
(Figura 19) hasta el punto de ebullicion agitando constantemente,

seguidamente se introdujo en la autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Acabado el proceso de esterilizacion, se extrajo el matraz del
equipo y se la enfri6 hasta una temperatura aproximada de 45°C y se
afiadio cloranfenicol a una concentracion final de 0,02 %, posteriormente
se procedié a plaquear y fueron rotuladas con la fecha, tipo de medio y

numero de muestra.

La siembra se realiz6 por la técnica de agotamiento y por la técnica

de diseminacion, y se incubd a 27°C por 72 horas.

Luego de la incubacion se procedié a seleccionar las colonias con

caracteristicas diferentes para ser purificadas en el agar correspondiente.

3.4.6. Observacion al microscopio y prueba de catalasa

3.4.6.1 Observacién al microscopio.
3.4.6.1.1. Coloracion Gram.
La observacién al microscopio se realizé6 mediante la tinciébn gram,
consiste en afiadir una gota de agua destilada en un portaobjeto y con la

ayuda del asa de kolle en argolla cuidadosamente sacamos una muestra
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pequefia y la diluimos en la gota de agua destilada, luego se fija la
muestra por calor con ayuda de un mechero, ya que el calor fijara las
bacterias al portaobjeto para que no se enjuaguen tan facilmente durante

la tincion.

Se procedi6 a afadir cristal violeta (Figura 20) al portaobjeto
durante 2 minutos, pasado el tiempo se enjuagé el portaobjeto con agua
destilada, seguidamente se repitié el proceso con lugol por 1 minuto y
se enjuagob con agua destilada, después se le afiadié alcohol acetona por
20 segundos y se enjuago; finalmente se le afiadié safranina por 1 minuto,
se enjuagod el portaobjeto y se procedié a rotularla con el nimero de
muestra; por Ultimo se puso a secar los portaobjetos, se afiadié aceite de
inmersion y se observé al microscopio a un aumento de 1000 X (Figura
21), se identific6 tanto morfoldégicamente y su caracteristica Gram,
denominando gram negativas si las células tifien de color fucsia, y gram

positivas si tifien de color violeta azulado. (Figura 22 al 30)

3.4.6.1.2 Técnica de la cinta pegante.

Se procedié a cortar cinta adhesiva de aproximadamente 5 cm para
ser colocada sobre la colonia de los hongos, adicionalmente se procedié
agregar una gota de azul de metileno diluida con agua destilada en un
portaobjeto. Se observé al microscopio a un aumento de 10X y de 40X
para observar la morfologia de las hifas y los conidios. Se realizd la

identificacion hasta género. (Figura 31 al 34)

3.4.6.2. Prueba de catalasa.
En un portaobjeto se afiadi6é una gota de peréxido de hidrégeno y con

la ayuda del asa de kolle en argolla se sacé una muestra bacteriana y se
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incorpor6 en el peroxido de hidrogeno diluyéndola suavemente, la
presencia de burbujas indica la actividad de la enzima catalasa y esta
degradando el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno de ser catalasa

negativa la bacteria no tiene la capacidad de degradar el peréxido.

3.4.7. Purificacion De Cepas.
La purificacion de cepas se realiz6 en este caso dos veces, tanto como para

bacterias y hongos.

Bacterias: con la ayuda de un asa de kolle en argolla se tomé una colonia aislada,
y se sembrd por diseminacion en una placa petri que contenia agar nutritivo
(Figura 35), se rotuld y se envolvieron con papel kraft y, fueron colocadas en la
incubadora a 27° C, durante 3 dias.

Hongos: con la ayuda de un asa de kolle en L se tomé una colonia aislada, y se
sembrd cuidadosamente en el medio de la placa petri que contenia agar papa
dextrosa, se rotuld y se envolvieron con papel kraft y, fueron colocadas en la

incubadora a 27°C, durante 3 dias. (Figura 36 al 48)

3.4.8. Fermentacion de Carbohidratos.

Se prepararon matraces que contenian caldo con 10 g por litro de peptona,
5 g de cloruro de sodio y se afiadié diferentes tipos de carbohidratos (manitol,
xilosa, sacarosa, fructosa y glucosa) (Figura 49) se mezclé uniformemente cada
matraz y se procedié afiadir gotas de rojo de fenol moviéndolo con la varilla de

vidrio hasta que la muestra tomo un color rojo oscuro (pH 7,5).

Luego se afiadié 10 ml de caldo a cada tubo de vidrio previamente rotulado
con el nombre del azlcar y la cepa, en el tubo que contenia glucosa se le colocé

una campana Durham para determinar la produccion de CO..
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Se procedi6 a autoclavar los tubos por 15 minutos a 116° C (Figura 50) se
incorpor6 con la ayuda de un asa de kolle de argolla una cepa a cada tubo con
carbohidrato se dej6 incubar a 27° C por 72 horas. Se considerd produccion de
acido si el tubo vir6 de color rojo a amarillo, y se procedié a observar la produccion

de gas en la campana Durham en el tubo que contenia glucosa. (Figura 51 al 63)

3.4.9 Pesado Final Del PEBD.

Luego de 70 dias de incubacion de las perlas de polietileno de baja densidad
se procedio extraer las perlas de los matraces de forma aséptica y se lavaron con
alcohol de 96° para su desinfeccion (Figura 64) y posteriormente se lavé con
detergente neutro para eliminar el de bioflim formado en la capa de las perlas de
polietileno, se procedié a secar 55° C por una noche (Figura 65) y se procedi6 a

pesar con la ayuda de una balanza analitica. (Figura 66)
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3.4.10. Microscopia electronica de barrido

Se procedié a observar al microscopio Tescan VEGA TS 5136XM a un

aumento de 500X y se tomaron fotograficas de barrido electrénico de perlas sin

tratamiento, perlas lavadas y sin lavar. (Figura 67)

polietileno de
. bajadensidad |
. (04110) 7

o JE—
/ i - Fermentacion ™. Peso fi naI de P
Rdgcr?wll?g(s:t“rj; | { de ) / polietileno de \
(29/08) carbohidratos J a]a den5|dad
\ (41 S /

Preparacion ™
! ; [/ decepas 1 electronica |
L EE ST
g _/- A A (21/11)
e P ~ Observacion en el
Inoculacién ] { microscopio y >
\ (03/10) prueba de catalaza
N / \ ~@1/10) 7
e _i"“-.\ —~ - y
Peso del /" Alslamiento de ™\

\

~

Aﬂlcroscop[a

yo F-‘unflcacnjn\

microorganismos |
(14/10) )

. -

Figura 2 Diagrama de flujo del procedimiento

3.5. Procesamiento y analisis de datos

El analisis de datos se lleva a cabo mediando te la recoleccion de datos

procesados en el programa Microsoft Excel

para evaluar las estadisticas

descriptivas de las muestras, para determinar diferencias de medias, se utilizo

el software SPSS, utilizando la prueba de hipétesis Kruskal- Wallis y una

comparacion de medias mediante una andlisis de Duncan .
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Prueba de hipotesis
Es posible biodegradar polietileno de baja densidad (PEBD) utilizando
hongos, bacterias y consorcios microbianos aislados del botadero municipal de

Tacna.

Ho:No existe diferencias significativas entre el peso del control de perlas de
polietileno de baja densidad en agua destilada con perlas de polietileno de baja
densidad incubadas con los consorcios microbianos aislados del botadero
municipal de Tacna.

Hi:Existe diferencias significativas entre el peso del control de perlas de
polietileno de baja densidad en agua destilada con perlas de polietileno de baja
densidad incubadas con los consorcios microbianos aislados del botadero

municipal de Tacna.

Se utiliz6 la Prueba de Kruskal-Wallis porque los datos no cumplieron con la
condicion de normalidad y homogeneidad (analisis estadistico no paramétrico)

(Tabla 4) (Tabla 5)

Tabla 4

Homogeneidad de la varianza de los datos

PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

ESTADISTICO GL1 GL2 SIG.

DE LEVENE

PESO_PP Se basa en la media 8.551 1 6 0.026



Se basa en la mediana  6.202 1 6 0.047
Se basa en la mediana 6.202 1 3.000 0.088
y con gl. ajustado

Se basa en la media 8.512 1 6 0.027

recortada
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Tabla b

Prueba de normalidad de los datos

PRUEBAS DE NORMALIDAD

TRATAMIENTO SHAPIRO-WILK
ESTADISTICO GL SIG.

PESO_PP TRATAMIENTO 0.890 4 0.384

CONTROL 0.708 4 0.014

A. CORRECCION DE SIGNIFICACION DE LILLIEFORS

Prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 6)

Hipotesis nula: pi= [z

Hipotesis alternativa: izl

Valor-P = 0.0244248

Rechazar la hipétesis nula para alfa = 0.05
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Tabla 6

Prueba de Kruskal-Wallis para evaluar la hipoétesis

PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS

TAMARNO RANGO

DE MUESTRA PROMEDIO

CONTROL FINAL 4 10.625
CONTROL INICIAL 4 10.625
PESO FINAL 4 2.5
PESO INICIAL 4 10.25

ESTADISTICO = 9,39943

VALOR-P =0.0244248

Puesto que el valor-P para la prueba es menor que 0,05 puede rechazarse
la hipotesis nula con un 95,0% de nivel de confianza. Lo que indica que, si existe
diferencia significativa entre el peso del control de perlas de polietileno de baja
densidad y el peso de las perlas de polietileno de baja densidad con el tratamiento
de los consorcios microbianos, también se puso a evaluar la diferencia entre el
peso final y el peso inicial de las perlas de polietileno de baja densidad tratadas

con el consorcio microbiano por 70 dias.
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4.2. Aislamiento de microorganismos biodegradores de polietileno de baja

densidad

Tabla 7

Cepas aisladas y morfologia microscépica de los consorcios microbianos del botadero municipal

de Tacna
CEPA GRAM FORMA CATALASA
M1-AN Gram positivo Bacilo esporulado Positivo
M1-AN1 Gram negativo Diplococos Positivo
M2-AN Gram negativo Bacilos cortos Positivo
M2-BN Gram negativo Bacilos cortos y diplococos Positivo
M3AN Gram negativo Diplococos Positivo
M4-BN Gram negativo Bacilos cortos Positivo
M1-AN3 Gram positivo Cocos Positivo
M1-AN2 Gram positivo Cocobacilo Positivo
M1BN Gram negativo Diplococos Positivo

Tabla 8

Fermentacién de carbohidratos de las cepas asiladas del botadero municipal de Tacna

CEPA  GLUCOSA XILOSA MANITOL FRUCTUOSA SACAROSA GAS

M1-AN Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
M1-AN1 Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
M2-AN  Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
M2-BN  Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
M3-AN  Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
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M4-BN Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo

M1-AN3 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo

M1-AN2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

M1BN Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Tabla 9

Descripcion de colonias de las cepas aisladas del botadero municipal de Tacha

CEPA DESCRIPCION DE COLONIA EN AGAR NUTRITIVO
M1-AN Colonias de bordes irregulares de color crema
M1-AN1 Colonias pequefias puntiformes de color crema
M2-AN Colonias pequefias puntiformes color crema
M2-BN Colonias pequefias de color blanco puntiformes
M3-AN Colonias pequefias de color crema amarillo
M4-BN Colonias pequefias de color anaranjado
M1-AN3 Colonias anaranjadas pequefias mucoides
M1-AN2 Colonias blanco lechoso colonias mucoides
M1BN Colonias blanco lechoso pequefias mucoides
Tabla 10

Hongos aislados y morfologia microscépica de los consorcios microbianos del botadero

municipal de Tacna

CEPA

FORMA MICROSCOPICA

M2-AP

Levaduras redondas pequefias
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M3AP Hifas con fialides y conidios

M4-BP Hifas con conidios alrededor

M4-AP Levaduras redondas pequefias en gemacion
Tabla 11

Fermentacion de carbohidratos de hongos aislados del botadero municipal de Tacna

CEPA GLUCOSA  XILOSA MANITOL FRUCTUOSA SACAROSA GAS

M2-AP Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo

M3AP Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

M4-BP Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

M4-AP Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo
Tabla 12

Descripcion de colonias de hongos aislados del botadero municipal de Tacha

CEPA DESCRIPCION DE COLONIA EN GENERO
APD

M2-AP Colonia mucoide de color salmén Rhodotorula sp
invade la placa de polietileno.

M4-AP Colonia anaranjada con borde blanco Penicillium vanoranjei

regular de aspecto aterciopelado con

incrustaciones anaranjado intenso



40

M4-BP Colonias de color verde pacae con un Aspergillus sp
centro blanco abultado borde
irregular y textura terrosa

M4-AP1 Colonias blancas cremosas de 3 mm Saccharomyces sp

de diametro

&

= Cocos gram positivos = Cocos gram negativos

= Bacilos gram negativos = Bacilos gram positivos

Figura 3 Porcentaje de tipos de microorganismos seg(n la tincion Gram



= Consorcio 1

= Consorcio 2

= Consorcio 3 Consorcio 4

Figura 4 Nimero de microorganismos aislados por consorcio

Tabla 13

Promedio y porcentaje del peso inicial y final del polietileno de baja densidad

PESO PESO DIFERENCIA PORCENTAJE
INICIAL FINAL DE PESO MG
CONSORCIO 1 6.0059 5.9293 76.6 1.28
CONSORCIO 2  6.0277 5.9738 53.9 0.89
CONSORCIO 3  6.0000 5.6390 361 6.01
CONSORCIO 4  6.0000 5.7996 200.4 3.34
PROMEDIO 6.0084 5.8354 172.975 2.88

41
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Figura 5 Porcentaje de peso perdido del polietileno de baja densidad por los consorcios

microbianos
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Figura 6 Peso perdido de polietileno de baja densidad en miligramos
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= Hongos y levaduras = Bacterias

Figura 7 Porcentaje de hongos y bacterias aisladas de los consorcios microbianos del botadero

municipal de Tacna
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Figura 8 Comparacion del peso final y el peso inicial de las perlas de polietileno de baja densidad

con el tratamiento de consorcios microbianos y el control (agua destilada)



Tabla 14

Consorcios microbianos aislados

CONSORCIO CONSORCIO CONSORCIO CONSORCIO

1 2 3 4
M1AN M2AN M3AN M4BN
M1AN1 M2BN M3AP M4BP
M1AN3 M2AP M4AP
M1AN2

M1BN

44

Figura 9 Microfotografia SEM de PEBD, de control de perlas de polietileno de baja densidad a

500x .
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GRIETAS ENEL

POLIETILENO

de perlas de polietileno de baja densidad colonizado por

Figura 10 Microfotografia SEM de PEBD
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Figura 11 Microfotografia SEM de PEBD, de perlas de polietileno de baja densidad sin bioflim

microbiano a 500x .
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CAPITULO V: DISCUSION

En el botadero de la Ciudad de Tacna se almacena gran cantidad de residuos
sélidos sin un tratamiento adecuado, el polietileno es uno de los contaminantes

gue causa mayor impacto en el ambiente.

Los materiales de polimeros son resistentes a la oxidacion, a los efectos de
la luz solar y las propiedades térmicas, es rigido y resistente a la atraccion y su uso

es principalmente para la fabricaciéon de bolsas y botellas. (Perdomo, 2002).

Se han aislado 9 especies bacterianas (Tabla 4) y 4 especies de hongos
(Tabla 9) del polietileno de baja densidad, el porcentaje aisladas de bacterias
represento un 69% y hongos un 31%, el tipo de bacterias que se aislaron y
predominé la morfologia cocoide gram negativa (Figura 3), se han reportado en
aislamientos de botaderos de otras ciudades, la presencia de Diplococos y
Rhodococcus siendo este ultimo un biodegrador de polietileno con una tasa de

0,86% de biodegradacion por semana. (Acuia, 2017).

Especies de Rhodococcus sp y Bacillus sp, han reportado un porcentaje de
biodegradacion de 6,4 % y 4 % respectivamente (Auta, Emenike, Jayanthi, &
Fauziah, 2018). En el consorcio 1 se han aislado bacterias con caracteristicas del

género Bacillus sp y Rhodococcus sp.

En otros trabajos se han aislado bacterias degradadora de polietileno de bajo
peso molecular aislada del mar contaminado con derrame de petréleo, esta
bacteria fue identificada como Pseudomonas aeruginosa. Se realizaron estudios
genéticos identificando genes que codificantes para enzimas hidroxilasa,

monooxigenasa, rubredoxina y rubredoxina reductasa. Estos genes se clonaron y
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se logré la biodegradacién por bacterias recombinantes. (Jeon & Kim, 2015), los

bacilos cortos pueden ser especies de Pseudomonas sp.

Las especies de hongos que predominaron en la muestra fueron Rhodotorula
sp, Penicillium vanoranjei, Aspergillus sp y Saccharomyces sp, estas especies han
sido reportadas como biodegradadoras de polietileno de baja densidad los géneros
de Rhodotorula sp, Penicilium sp por Uribe (2010) y Aspergillus sp y

Saccharomyces sp por Méndez (2007).

El perfil fermentativo de carbohidratos nos indica que la mayoria de las
bacterias son anaerobias facultativas y no producen gas por lo que se descarta la
presencia de coliformes se observa un metabolismo bastante activo para degradar
azucares como el manitol (cepas M1-AN, M2-BN, M4-BN) y la xilosa (cepas M1-
AN, M1-AN1, M2-BN, M3-AN, M4-BN). Ninguna bacteria tuvo la capacidad de

degradar la fructuosa. (Tabla 8)

Los hongos tuvieron un metabolismo oxidativo con respecto a la mayoria de
los carbohidratos y las levaduras un metabolismo fermentativo. La levadura M4-
AP fermenta todos los carbohidratos a diferencia del manitol, y es el Unico

microorganismo capas de degradar la fructuosa (Tabla 11).

Se obtuvo un promedio de peso perdido de 172,98 mg de polietileno de baja
densidad, lo que correspondié un porcentaje de 2,88 % en un periodo de 70 dias
de incubacion (Tabla 10). Se pudo observar que hubo una diferencia significativa
en la pérdida de peso en el polietileno de baja densidad aplicando un consorcio
microbiano, con respecto al peso inicial de las perlas de polietiieno de baja
densidad y el control. (Figura 8) El consorcio que obtuvo mayor porcentaje de

biodegradacion fue el consorcio 3 y con un porcentaje de 6,54 %. (Grafico 5) y se
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aislo el hongo Penicillium vanorangei y bacterias cocoides gram negativas (Tabla
11), trabajos han reportado el trabajo de perlas de PEBD inoculadas con
Paecilomyces lilacinus, Aspergillus sp, Lasodiplodia theobromae incubadas
durante 90 dias, mostraron pérdida de peso durante el curso del periodo de
incubacion con un porcentaje de 4% y 0,4 mg de pérdida de peso de polietileno,
siendo el mas eficiente el hongo Aspergillus sp. (Sheik, Chandrashekar, Swaroop,

& Somashekarappa, 2015)

Se observé la colonizaciéon de las bacterias en las perlas de polietileno de
baja densidad, produciendo gran cantidad de exopolisacaridos (biofilm) (Figura 10)
en las perlas lavadas (Figura 11) se evidencia el desgaste del polietileno de baja
densidad comparado con el control (Figura 9) en el cual la superficie es lisa 'y no

se observan microorganismos adheridos.

Segun Gutiérrez (2013) reporta el desarrollo de la flora microbiana en el
biofilm del polietileno de baja densidad indicando que a pH 7 predominan las

bacterias y pH 5 predominan los hongos evidenciando una erosién en el polietileno.
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CONCLUSIONES

Se aislaron 9 cepas bacterianas y 4 cepas de hongos de los distintos consorcios
microbianos utilizando como Unica fuente de carbono el polietileno de baja

densidad en medio mineral salino.

Se obtuvo un porcentaje de 2,08 % en promedio de degradacion del polietileno
de baja densidad con los diferentes consorcios microbianos siendo el consorcio
3 el que report6 un porcentaje de degradacién de 6,4 %, donde se aislaron el

hongo Rhodotorula sp y diplococos gram negativos y bacilos gram negativos.

Se evidencia mediante microscopia electrénica el dafio causado en el polietileno
de baja densidad por las bacterias, utilizando un microscopio de barrido (SEM)

con aumento de 500X.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un analisis metagenomico de las muestras para identificar
todos los microorganismos presentes en las muestras y su abundancia.
Realizar un andlisis de FTIR para evaluar la degradacién molecular del
polietileno de baja densidad.

Estudiar enzimas bacterianas relacionadas a la biodegradacion del polietileno
de baja densidad para que sean clonadas en bacterias como la Escherichia coli
u otra similar para la produccién industrial de microorganismos transformantes.
Aplicar cada cepa por separado para evaluar la capacidad individual de

biodegradacién de polietileno de baja densidad por cada microorganismo.
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ANEXOS

Figura 12 Recolecciéon de muestra en estado de degradacion

Figura 13 Sales minerales utilizadas para el medio mineral salino
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Figura 15 Pesado de perlas de polietileno de baja densidad
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Figura 16 Perlas en medio salino mineral y el in6culo de microorganismos

Figura 17 Agar nutritivo
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Figura 18 Agar papa dextrosa

Figura 19 Calentamiento de medio de cultivo agar papa dextrosa para su disolucién
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Figura 20 Reactivos usados parala coloraciéon gram

Figura 21 Observacion en el microscopio




Figura 22 Cepa M1-AN bacilos gram positivos
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Figura 23 Cepa M1-AN1 cocos gram negativos
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Figura 25 Consorcio M2-BN diplococos y bacilos gram negativos
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Figura 26 Cepa M3—-AN diplococos gram negativos

Figura 27 Cepa M4-BN Bacterias bacilos cortos gram negativos
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Figura 28 Cepa N° M1-AN3 cocos gram positivos
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Figura 29 Cepa M1-AN2 cocobacilo gram negativo



Figura 30 Cepa M1-BN diplococo gram negativo

Figura 31 Cepa M2-AP levaduras Rhodotorula sp
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Figura 32 Cepa M4—-AP Aspergillus sp

Figura 33 Cepa M3-AP Penicillium vanoranjei
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Figura 34 Cepa M4-AP Sacharomyces sp

Figura 35 Purificacion de cepas
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Figura 36 M1-AN cepa purificada

Figura 37 M1-AN1 cepa purificada
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Figura 38 M2—AN cepa purificada

Figura 15 M2-BN cepa purificada



Figura 40 M3—-AN cepa purificada

Figura 41 M4-BN cepa purificada
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Figura 42 M1-AN3 cepa purificada

Figura 43 M1-AN2 cepa purificada
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Figura 44 M1-BN cepa purificada

Figura 45 M2 — AP cepa purificada Rhodotorula sp
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Figura 46 M3-AP cepa purificada Penicillium vanoranjei

Figura 16 Muestra M4-BP Aspergillus sp
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Figura 17 M4-AP Sacharomyces sp

Figura 49 Tipos de carbohidratos utilizados para la fermentacion
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Figura 50 Tubos con carbohidratos auto clavados

Figura 51 Perfil de fermentacion de la muestra M1-AN



Figura 52 Perfil de fermentacion de la muestra M1-AN1

Figura 53 Perfil de fermentacion de la muestra M2-AN
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Figura 54 Perfil de fermentacion de la muestra M2-BN

Figura 55 Perfil de fermentacion de la muestra M3-N1
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Figura 56 Perfil de fermentacion de la muestra M5-BN

Figura 57 Perfil de fermentacion de la cepa M1-AN1
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Figura 58 Perfil de fermentacion de la cepa M1-AN2

Figura 59 Perfil de fermentacion de la cepa M2-BN
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Figura 60 Perfil de fermentacion de la cepa M2-AP

Figura 61 Perfil de fermentacion de la muestra M4-AP



Figura 62 Perfil de fermentacion de la cepa M4-BP

Figura 63 Perfil de fermentacion de la muestra M5-AP
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Figura 64 Lavado de perlas de polietileno de baja densidad

Figura 65 Secado de perlas de polietileno de baja densidad en incubadora
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Figura 67 Toma de microfotografias con la ayuda de un microscopio electrénico Tescan VEGA

TS 5136XM



MATRIZ DE CONSISTENCIA
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PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO VARIABLE INDICADOR METODO ESTADISTICA
PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO
GENERAL: GENERAL: GENERAL:
¢Es posible | Es posible biodegradar | Biodegradar
biodegradar polietleno de baja | polietileno de baja
polietileno de baja | densidad (PEBD) | densidad (PEBD)
densidad (PEBD) | utilizando hongos, | utilizando hongos,
utilizando hongos, | bacterias y consorcios | bacterias y
bacterias y | microbianos aislados | consorcios
€oNsorcios del botadero municipal | microbianos
microbianos aislados | de Tacna. aislados del
del botadero botadero municipal
municipal de Tacna? de Tacna.
PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO VARIABLE
ESPECIFICO 1: ESPECIFICA 1: ESPECIFICO 1: DEPENDIENTE:
¢Es posible aislar | Es posible aislar los | Aislar Biodegradacion de | Miligramos de | Peso en | Pruebaen SPSS
cepas de bacterias, | microrganismos microorganismos polietileno de baja | PEBD balanza
hongos y consorcios | presentes en bolsas y | de bolsas y | densidad (PEBD). analitica
microbianos de | botellas de polietileno | botellas de
plastico que se | de baja  densidad | polietileno de baja
encuentran en el | (PEBD) que se | densidad (PEBD)
botadero  municipal | encuentran en el | que se encuentran Cantidad de | Microsco Porcentaje
de Tacna? botadero municipal de | en el botadero dafio en el | pia

Tacna. municipal de la PEBD electrénic

ciudad de Tacna. a

PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO VARIABLE
ESPECIFICO 2: ESPECIFICA 2: ESPECIFICO 2: INDEPENDIENTE:
¢Cuadl es el | Es posible calcular los | Calcular el | -Consorcio Unidades Recuento | Porcentaje
porcentaje de | porcentajes de pérdida | porcentaje de | microbiano formadoras de | en placa
degradacion de cada | de peso de polietileno | pérdida de peso de | (Hongos y | colonias
tipo de | de baja densidad | polietileno de baja | Bacterias) (UFC)

microrganismo
(hongos, bacterias y
€oNsorcios
microbianos)?

PROBLEMA
ESPECIFICO 3:

¢Cuanto es el dafio
microscépico que
produce los
microorganismos en
el polietileno de baja
densidad (PEBD)?

(PEBD) en los periodos
de incubacion  de
microrganismos.

HIPOTESIS
ESPECIFICA 3:

A través del
microscopio electrénico
es posible observar el
dafio causado por los
microrganismos en el
polietleno de  baja
densidad (PEBD).

densidad (PEBD)
en el periodo de
incubacion.

OBJETICO
ESPECIFICO 3:

Observar en el
microscopio
electrénico el dafio
causado por lo
microorganismos
en el polietileno de
baja densidad
(PEBD).
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