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RESUMEN EJECUTIVO

El polietileno es un polimero que causa grandes problemas ambientales a nivel mundial,
debido a su composicion a base de hidrocarburos le brinda propiedades Unicas de durabilidad
en la naturaleza lo que impide que la misma lo degrade, de este modo se vuelve un agente
toxico en el ecosistema; los microorganismo ofrecen una solucion viable en la
descomposicién del polietileno lo que nos lleva a la busqueda de conocer que mecanismos
utilizan para lograr dicho fin por lo que se vuelve una alternativa viable para degradar dicho

polimero.

Para el presente trabajo se escogié diferentes cepas del laboratorio de biologia molecular y
microbiologia de la UTEQ);. Se realizaron pruebas bioquimicas (degradacion de urea, fosforo
y potasio), se midio la absorbancia, biomasa, UFC, pH, degradacion de polietileno y se
correlaciond la absorbancia con las UFC. Entre los resultados, la mayor absorbancia tuvo
la cepa VI8 a los 0.21 a los 10 dias, la cepa bacteriana que generé mayor biomasa celular
fue RR4 generd promedios de 0.06 gr/ml a los 10 dias, el contenido celular de las bacterias
en el VI8 alcanzé promedios de 2.1x10°, el Potencial de Hidrogeno en la cepa PN7 se
mantuvo un pH de 7.2 a 6.6 durante los 30 dias, en la degradacidn de polietileno, la cepa con
mayor degradacion de polietileno a 300 mg fue la cepa V18 redujo de 32y 38 mgalos 15y
30 dias respectivamente. Se concluyé que la velocidad en la degradacién depende de
multiples factores bioguimicos como la produccion de acidos organicos e inorganicos que
desdoblan las moléculas del plastico en fracciones mas sencillas que pueden ser asimiladas

por otro tipo de microorganismos.

Palabras clave: Contaminacion, O.D. Preservacion, Ureasa, Fosfatasa

viii



ABSTRAC

Polyethylene is a polymer that causes global environmental problems through degradation
and deterioration that leads to its accumulation in the environment and, therefore, creates
serious environmental problems. An attempt has been made to cover the biodegradation
mechanism, the various bacterial and fungal organisms that have been reported for them, the
methods adopted for the studies and the different characterization techniques followed to
measure the degree of degradation. Different strains from the UTEQ molecular biology and
microbiology laboratory were chosen for the respective work. Biochemical tests were
performed (degradation of urea, phosphorus and potassium), absorbance, biomass, CFU, pH,
polyethylene degradation were measured and absorbance was correlated with CFU. Among
the results, the VI8 strain had the highest absorbance at 0.21 at 10 days, the bacterial strain
that generated the highest cell biomass was RR4, which generated averages of 0.06 gr / ml
at 10 days, the cell content of bacteria in VI8 reach averages of 2.1x10 ~ 6, the Hydrogen
Potential in the PN7 strain was maintained at a pH of 7.2 to 6.6 during the 30 days, in the
degradation of polyethylene, the strain with the greatest degradation of polyethylene at 300
mg was the strain V18 reduced 32 and 38 mg at 15 and 30 days respectively. It was concluded
that the rate of degradation depends on multiple biochemical factors such as the production
of organic and inorganic acids that break down the plastic molecules into simpler fractions

that can be assimilated by other types of microorganisms.

Keywords: Contamination, D.O. Preservation, Urease, Phosphatase
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El polietileno es un polimero que causa grandes problemas ambientales a nivel
mundial, debido a su composicién a base de hidrocarburos le brinda propiedades
Unicas de durabilidad en la naturaleza lo que impide que la misma lo degrade, de este
modo se vuelve un agente toxico en el ecosistema; los microorganismo ofrecen una
solucion viable en la descomposicion del polietileno lo que nos lleva a la bisqueda de
conocer que mecanismos utilizan para lograr dicho fin por lo que se vuelve una

alternativa viable para degradar dicho polimero.

Para el presente trabajo se escogio diferentes cepas del laboratorio de biologia
molecular y microbiologia de la UTEQ;. Se realizaron pruebas bioguimicas
(degradacion de urea, fosforo y potasio), se midio la absorbancia, biomasa, UFC, pH,
degradacién de polietileno y se correlacioné la absorbancia con las UFC. Entre los
resultados, la mayor absorbancia tuvo la cepa VI8 a los 0.21 a los 10 dias, la cepa
bacteriana que gener6 mayor biomasa celular fue RR4 generd promedios de 0.06 gr/ml
a los 10 dias, el contenido celular de las bacterias en el VI8 alcanz6 promedios de
2.1x10°, el Potencial de Hidrogeno en la cepa PN7 se mantuvo un pH de 7.2 a 6.6
durante los 30 dias, en la degradacién de polietileno, la cepa con mayor degradacion
de polietileno a 300 mg fue la cepa VI8 redujo de 32 y 38 mg a los 15 y 30 dias
respectivamente. Se concluy6 que la velocidad en la degradacion depende de maltiples
factores bioguimicos como la produccién de acidos organicos e inorganicos que
desdoblan las moléculas del plastico en fracciones mas sencillas que pueden ser

asimiladas por otro tipo de microorganismos.
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INTRODUCCION

El polietileno es una constitucién de polimeros que posee una alta dificultad de degradacion
puesto que sus componentes principales son el petréleo y la adicion de otros elementos
toxicos dandole asi la caracteristica especial de volverlos de dificil degradacion por la accion
de microorganismos que se encuentran en el suelo, lo que los vuelve elementos toxicos
presentes en la naturaleza por tiempo indefinido afectando asi de forma directa e indirecta la
salud de todos los seres vivos alterando la estabilidad fragil de los ecosistemas del planeta
(Siracusa, 2019).

Muchas industrias a nivel mundial fabrican enormes cantidades de productos plasticos
elaborados a base de polietileno con la finalidad de satisfacer las necesidades humanas pero
todo ello lleva a generar contaminacion ya que son elementos que la naturaleza por si sola
le toman muchos afios degradarlos y convertirlos en elementos inofensivos convirtiéndose
asi en problema ambiental a nivel mundial, todo esto lleva a plantearnos la forma de vida
que como sociedad estamos llevando y a su vez buscar nuevas alternativas de solucion para

reducir el dafio que le ocasionamos al planeta (Mohanty et al., 2018).

La biodegradacion como proceso natural propiciado por los microorganismos busca
descomponer diversos materiales en dioxido de carbono, metano, agua o0 sustancias
organicas mediante la accion enzimatica producida por organismos microscopicos o por la

asimilacion de dichas sustancias a su dieta nutritiva (Yang et al., 2017).

Investigaciones realizadas en bacterias, actinomicetos y hongos muestran la capacidad que
estos poseen para lograr una biodegradacion de manera efectiva de polietileno o plasticos,
asi también pueden determinar condiciones favorables para la realizacion de la
biodegradacion por el medio ambiente natural; Breviabacillus sp. Pseudomona sp.
Rhodococcus sp y Penicillium son algunos de los géneros bacterianos que poseen esta
habilidad para degradar y descomponer el polietileno . Es de mucha importancia brindarle
un espacio importante en las investigaciones el poder de biodegradacion que poseen los
microorganismos y su uso de estos para remediar problemas ambientales generados por la
mano del hombre (Qi et al., 2017).



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1. Problema de la investigacion

1.1. Planteamiento del problema

La acumulacion de los desechos plasticos es uno de los principales problemas ambientales
con gran impacto a nivel mundial en la actualidad, el polietileno tiende acumularse durante
una fase de tiempo, dejando una huella indeseable ya que no son depositados correctamente
provocando contaminacién de agua y suelo. La produccién de polietileno sigue creciendo
debido a la gran demanda que proporciona la humanidad.

El polietileno (PE) es semejante que todos los demas plasticos tienen una existencia de
alrededor de 1000 afios y debido a que su rapidez de degradacion o porcentaje de reciclaje

es mucho menor que su produccion.

La produccion mundial ha pasado de 2,3 millones de toneladas en 1950 a 407 millones en
2015 (ONU Medio Ambiente, 2018) se estima que todo el plastico que el ser humano ha
producido durante estos 150 afios en todo el mundo, el 79%, esta acumulado en vertederos
0 en entornos naturales. EI mismo refleja que actualmente el 57% del plastico producido
mundialmente acaba abandonado (ONU Medio Ambiente, 2018).

Desde 1950 la poblacién en el Ecuador, ha incrementado su tamafio en mas de 4 veces. Para
el 2020, el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) presento que en el pais se
registraran 17.510.643 habitantes. Este crecimiento poblacional conlleva al aumento de
generacion de polietileno, forma un problema ambiental ya que son derivados del petroleo,
que se convierte en un alto contaminante, ser manipulado constantemente esta ayudando

extinguir un recurso no renovable de nuestro planeta.

El uso de los diversos microorganismos que habitan en el suelo los cuales poseen capacidad
de biodegradar los diversos elementos toxicos en la naturaleza tal es el caso del polietileno
que puede ser degradado por bacterias debido a que estas descomponen las moléculas
complejas que la forman en sustancias organicas mas asimilables dentro de la naturaleza,
este proceso se puede dar por la produccién enzimatica o por la asimilacion nutricional
requerida para el microorganismo se vuelve una alternativa de solucion para reducir el

impacto que ocasiona el polietileno en el ambiente.



1.1.1. Diagnostico

La contaminacion por polietileno causa dafios irremediables, demora 500 afios para
degradarse siendo esto un producto que afecta al medio ambiente debido a la falta de

concientizacion de los habitantes respecto a esta problematica.

El polietileno es el polimero sintético que mas se utiliza en la vida diaria del ser humano ya
que con este se elabora las bolsas plasticas de almacén, frascos de champu, juguetes e incluso
chalecos a prueba de bala, su produccion anual es de aproximadamente ochenta millones de
toneladas métricas, asi mismo los compuestos de este material se basa en hidrocarburos
derivados del petroleo sustancia muy toxica para el medio ambiente, agregando a esto los
productos fabricados a base de polietileno son dificiles de ser degradados por accion de la
naturaleza ocasionando un desequilibrio en los ecosistemas y la salud de los organismos

VIiVos.

1.1.2. Pronostico

El inadecuado control de la generacion de polietileno contribuye a la preocupacion de la
contaminacién de suelo y agua. Consecuencias que amenazas con la perdida de
biodiversidad y dafos a la salud. Si no se realiza estudio relacionado con la biodegradacion
de polietileno no se obtendra mejoramiento de alternativa y préactica de la biodegradacion de

polietileno para la conservacion del medio ambiente.

1.1.3. Formulacién del problema

¢De qué manera la biodegradacion de polietileno ayudara a reducir la contaminacion

ocasionados por el consumo inadecuado?

1.1.4. Sistematizacion del Problema

Esta investigacidn contribuira a evaluar la biodegradacion de polietileno mediante el uso de

microorganismo, en donde se tomé como punto de partida las siguientes preguntas:

» ¢Cudles son los comportamientos de los microorganismos frente al polietileno?
» ¢Cudles son los microorganismos con capacidad de biodegradacion de polietileno?
» ¢Como seran las capacidades y rapidez en la biodegradacion de polietileno con los

microorganismos especificos seleccionados?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar la biodegradacién de polietileno mediante el uso de microorganismos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el comportamiento de los microorganismos frente al polietileno.
e Seleccionar microorganismos con capacidad de biodegradacion de polietileno.
e Determinar la capacidad y rapidez de biodegradacion de polietileno con los

microorganismos especificos seleccionados.



1.3. Justificacion

El Ecuador adquiere grandes porcentajes de polietileno elaborado ( platos, vasos,
espumaflex) y su adquisicion incrementa progresivamente debido a sus caracteristicas fisicas
y su bajo costo, razones por las cuales han llegado a ser predominante en el mercado. Sin
embargo, la generacion de residuos polietileno ocasionan problemas ambientales en las
zonas urbanas y rurales. Los residuos del polietileno son persistentes en el ambiente y su
baja degradacion por efectos fisico-quimicos ejerce una preocupacion por los efectos

negativos en la salud de los seres vivos.

En este contexto se busca posibles estrategias que puedan estar en el alcance de la sociedad,
para mejorar la calidad de vida de los seres humanos y del medio ambiente incluyendo un
equilibrio entre lo social, economico y ambiental. El uso de microorganismos es una medida
eficiente para reducir la contaminacion causada por el polietileno, porque accionan de
componentes enzimaticos que liberan para desdoblar los polimeros y tomar como fuente de

alimentacion para su desarrollo.

La investigacion que se llevo a cabo investiga muestra de material plastico, la indagacion
busca microorganismos con capacidad biodegradativa sobre el polietileno de baja densidad
para minimizar los impactos ambientales que conlleva la utilizacidn de plasticos, mal manejo

y el inadecuado tratamiento de ellos.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. El plastico

El termino plastico hace referencia a diversos materiales sintéticos que son obtenidos por el
proceso de la polimerizacion o multiplicacion artificial de los &tomos de carbono en cadenas
de componentes organicos; son derivados de hidrocarburos pero también se puede lograr
obtener de sustancias naturales presentes en el medio ambiente; el plastico posee diversas
propiedades tales como la facilidad que tienen para ser moldeados, la impermeabilidad, baja
densidad y conductividad eléctrica entre otras lo que lo vuelve un elemento muy codiciado
para ser utilizado en las diversas industrias; las cualidades que para la industria son buenas
pero para el medio ambiente los plasticos pueden tener inconvenientes para el manejo de
residuos sélidos que se genera pues estos son capaces de incorporarse al ambiente natural

generando diversos dafios ecologicos (Segura et al., 2007).

2.1.2. Los residuos plasticos

Los residuos plasticos son desechos provenientes de elementos elaborados a partir de
polietileno tales como envases descartables, contenedores de bebidas, fundas plasticas, entre
otras; se cree que el uso de productos plasticos crece en un 4% cada afio ya que su alta
demanda en la diversas industrias dedicadas a la fabricacion de elementos antes
mencionados; la produccion de plastico en 1978 fue de 10 toneladas métricas y esto se elevo
a 60 Tm para el afio 2000 de esto el 50% es de Estados Unidos Y lo restante se va para Japon,

Europa y américa latina (Arandes et al., 2004).

2.1.3. Tipos de platicos

Los plasticos son obtenidos de los derivados del petroleo, también se pueden obtener a partir
del carbon con cal el cual da como resultado el carburo de calcio, adicionalmente se pueden
encontrar como fuente natural en desechos organicos; dependiendo de su actuacién frente a
las diversas temperaturas los plasticos se logran clasificar como: termoplasticos, son
aquellos que con la aplicacion de calor se funden y pueden volverse a moldear para obtener
un producto diferente al que era inicialmente; los termofijos, son plasticos que no se pueden
moldear una vez obtenido una forma principal ya que si se aplica calor se degrada o

carboniza lo que reduce o elimina toda posibilidad de ser reutilizado; los elastomeros a
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diferencia del resto presenta una gran elasticidad que le permite regresar a su forma original

después de ser sometida a fuerzas que deforman su estado (Madrigal y Ranganath, 2011).

2.1.4. Polietileno (PE)

2.1.4.1. Historia

El polietileno se desarrollé gracias al trabajo de varios cientificos europeos, el polimero fue
descrito por primera vez en la década de los 20 por un quimico aleman Herman Staudinger
el cual por ese trabajo recibi6 el premio nobel en 1953. Otras investigaciones otorgan el
descubrimiento y fabricacion al cientifico Hans Von Pechman quien en colaboracion con
Eugen Baumberger y Frederich Tschirner adquirieron y caracterizaron el polimero
accidentalmente en 1898 mientras trabajaban en la elaboracion de otro compuesto. sin
embargo fue recién en 1933 que los cientificos britanicos Eric Fawcett y Reginald Gibson
realizaron la fabricacion de manera industrial en ICI Chemicals en Inglaterra. (Cardona et
al., 2010).

2.1.4.1.2. Propiedades

El polietileno posee una combinacion de diversas propiedades tales como la tenacidad, alta
resistencia al impacto, alta flexibilidad, buena procesabilidad, estabilidad y propiedades
eléctricas notables pero aungue sea resistente al agua y a algunas soluciones acuosas, incluso
a altas temperaturas, es atacado lentamente por agentes oxidantes. Ademas, alifaticos,
aromaticos y clorados, provocan hinchazon a temperatura ambiente, es poco soluble en
disolventes polares como alcoholes, ésteres y cetonas. La permeabilidad al agua de es baja
cuando en comparacion con otros polimeros. La permeabilidad ha compuestos organicos
polares como alcohol o ésteres mucho mas bajo que los compuestos organicos no polar como

el heptano o el éter dietilico (Coutinho et al., 2003).

2.1.4.1.3. Tipos de polietileno

Segun se distinguen dos tipos de polietilenos: de baja densidad (0,92 — 0,93 g/cm3) y el de
alta densidad (0,94 — 0,97 g/cm3 ), también se produce el lineal de baja densidad.
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El de baja densidad es un polimero ramificado, es decir: a la cadena principal se le “pegan”
lateralmente trozos de polietileno, lo que lo hace menos compacto. La polimerizacion se
hace en masa y via radicales libres y a alta presion. EI material resultante es un sélido
ligeramente flexible, dependiendo de su grosor, ligero de peso y buen aislante eléctrico.
Presenta, ademas, una gran resistencia mecanica y quimica. Dado su bajo coste se utiliza
mucho como papel de envolver, bolsas plasticas, envasado, revestimiento de cables
eléctricos, fabricacion de tuberias y en la produccion de materiales inyeccion por moldeo. A
partir del polietileno de baja densidad se prepara el polietileno reticulado (resultante de la
formacion de enlaces entre cadenas de polimero), rigido y resistente a la traccion y al cambio
de temperaturas, su mayor uso es en la proteccion y aislamiento de lineas eléctricas de baja

y media tension.

La polimerizacion del polietileno de alta densidad se lleva a cabo a baja presion y
utilizando catalizadores en suspension. El polimero obtenido es altamente cristalino, de
cadena lineal y muy poco ramificada. Su resistencia térmica y quimica, su dureza, opacidad
e impermeabilidad es muy superior a la del polietileno de baja densidad; solo que es menos
resistente al agrietamiento y al impacto. Su uso comun es en envases contenedores de gases,

liquidos, combustibles, como materiales prostéticos y en la industria de la construccion.

El polietileno lineal de baja densidad se obtiene mediante la reaccion quimica del etileno
con otro alqueno (reaccion de copolimerizacion), generalmente el 1-buteno, a baja presion,
en disolucion, suspension o fase gaseosa y en presencia de catalizadores. El resultado es un
polimero altamente lineal con ramificaciones cortas, lo que lo convierte en un polimero
resistente a la traccion, con alto punto de fusion y resistente al agrietamiento, mucho mas
que en el polimero del polietileno de baja densidad. Se aplican fundamentalmente en el
revestimiento de cables y en la fabricacion de objetos de moldeo por extrusion o soplado en

la fabricacion de bolsas

2.1.5. Aplicaciones de los plasticos sintéticos

Los plasticos tienen cada vez méas aplicaciones en los sectores industriales y de consumo,
debido a sus bajos costos y propiedades, se caracterizan por ser versatiles, duraderos,

seguros, ligeros y tienen buena relacion costo/beneficio. De esta forma los plasticos estan
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presentes en todos los &mbitos de la sociedad y son fundamentales en sectores como la
agricultura, la industria, alimentos, la medicina y las telecomunicaciones. A continuacion se
describen las aplicaciones mas comunes de los diferentes tipos de plasticos de acuerdo a las
propiedades fisico-Quimicas descritas anteriormente (Montoya y Roncancio, 2016).

2.1.6. Contaminacién e impacto ambiental de los plasticos

Las ventajas del plastico en cuanto a su resistencia a los procesos de degradacion fisicos y
quimicos se convierten en un problema cuando el producto pierde su valor de uso. Asi, el
residuo persiste en el ambiente, impactando visualmente, como asi también agrediendo a los
ecosistemas (al no existir estos materiales en la naturaleza, los seres vivos no han
desarrollado defensas ante ellos). Una vez cumplida su vida util del plastico surge la cuestion
sobre qué hacer con los mismos. Estos problemas no son resueltos de inmediato, y se van
acumulando en algun lugar , el destino de los mismos son mayoritariamente tres:

» Se queman.

» Se entierran.

» Se arrojan a la vera de algin camino.
En el primer caso, el quemado del plastico en forma no controlada contamina el aire y puede
deteriorar la salud. Asi, el humo de esos plasticos esparce por el aire las dioxinas, elementos
quimicos cancerigenos. El enterrado de los plasticos afecta las caracteristicas fisicas del
suelo, ya que los mismos tardan cientos de afios en degradarse e incorporarse en la tierra.
Mientras que la degradacion de productos organicos tarda 3 ¢ 4 semanas, la de telas de
algodon 5 meses, la del plastico puede tardar 500 afios. El arrojado a la vera de un camino
no s6lo provoca un impacto visual negativo. La pseudo degradacién de estos plasticos en
realidad genera plasticos mas pequefios que, en forma menos evidente, se dispersan y
acumulan en diversos ecosistemas. Por caso, la presencia de plasticos en los mares es mas
que un problema estético, ya que representa un peligro para los organismos marinos, que

sufren dafios y hasta muerte por ingestion y atragantamiento (Garcia, 2011).

2.1.7. Biorremediacion

Es el proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los organismos vivos para degradar y

transformar contaminantes tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos, presenta un
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enorme potencial en la mitigacion de la contaminacion ambiental. La biorremediacion se ha
centrado en la explotacion de la diversidad genética y versatilidad metabdlica que caracteriza
a las bacterias para transformar contaminantes en productos inocuos o, en su defecto, menos
toxicos, que pueden entonces integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. No obstante,
existen casos aislados de utilizacion de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los
hongos y, méas recientemente, las plantas (la llamada "fitorremediacion™ es un campo

altamente prometedor) (Garbisu et al., 2002).

2.1.8. Microorganismos del Suelo

El suelo es un recurso viviente y dinamico que condiciona la produccién de alimentos. Su
calidad tiene un papel fundamental en el mantenimiento del balance entre produccion y
consumo de didxido de carbono en la biosfera. El suelo no solo es la base para la agricultura,
sino que de él depende toda la vida del planeta. La mayor parte de las etapas de los ciclos
biogeoquimicos tienen lugar en él (9). La actividad microbiana del suelo (o edéafica) da
cuenta de las reacciones bioquimicas que se suceden dentro de este complejo y heterogeneo
sistema. La Hiperdensidad e hiperdiversidad son los dos aspectos fundamentales que
caracterizan a las comunidades microbianas del suelo. La cantidad de microorganismos en
un gramo de suelo puede variar entre 107 y 109 células, mientras que algunas estimaciones
indican la posibilidad de que haya al menos 104 especies microbianas distintas por gramo
de suelo. La biodiversidad es una propiedad que condiciona la capacidad de recuperacion
del sistema edafico ante una alteracion y que le asegura su estabilidad funcional (Garcia,
2011).

2.1.9. Degradacion de hidrocarburos

La mayoria de los suelos contaminados con hidrocarburos, contienen microorganismos
capaces de degradarlos. Sin embargo, el crecimiento de dichos microorganismos esta
limitado en el ambiente natural por diversos factores, tales como la baja solubilidad en agua
de los HPA, su baja biodisponibilidad, la limitacion de algunos nutrientes, especialmente
nitrégeno (N), la presencia de otros contaminantes que pueden inhibir la degradacion de los
HPA (por ejemplo el pentaclorofenol) y otros diversos. Por lo anterior, se han utilizado dos
estrategias para contrarrestar dichas limitaciones y fomentar la actividad degradadora de la
flora microbiana nativa:

a) la bioestimulacion (adicion de nutrientes o compuestos estimuladores de la degradacion)
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b) la bioaumentacién (adicion de cepas microbianas con atributos especiales para degradar
los contaminantes) (Holguin et al., 2007).

Segun la investigacion de (Torres, 2003) demostraron la eficiencia de bacterias del género
Pseudomonas en la degradacién del &cido 3- Phenoxybenzoico en suelos. Este experimento
sirvié también para evaluar el papel biodegradativo de dos Pseudomonas que habian sido
manipuladas genéticamente. Las bacterias resultaron ser efectivas en todos los casos; sin
embargo, las bacterias modificadas genéticamente tuvieron una mayor capacidad para
sobrevivir a factores ambientales adversos. Este resultado es alentador, dado que uno de los
factores que muchas veces impide la biorremediacion de suelos in situ son las condiciones
ambientales desfavorables para el crecimiento bacteriano. Otra especie de bacteria que ha
sido usada para la degradacion de hidrocarburos es Sphingomonas wittichii RW1, la cual en
condiciones anaeroObicas es capaz de transformar el 2,7 diclorobenzeno, produciendo el
metabolito 4 clorocatenol y el 1,2,3,4 tetraclorodibenzeno. Los hongos también han sido
evaluados para la degradacion de hidrocarburos, el papel del hongo Cladophialophora sp.
sobre la degradacion de benceno, tolueno, etilbenzeno y xileno. El hongo no fue capaz de
degradar el benceno, pero degradd los compuestos alcalinizados (tolueno, etilbenzeno y
xileno). El mecanismo de degradacion fue una combinacién de asimilacion vy
cometabolismo. El tolueno y el etilbenzeno fueron usados como fuente de carbono y energia.
En el proceso degradativo actla la enzima monooxigenasa la cual se encargé de la

degradacion del tolueno, etilbenzeno y el xileno.

2.1.10. Mecanismos de degradacion del plastico

En la degradacion de los plasticos, y en particular del polietileno, intervienen tres tipos de
mecanismos: degradacion quimica, fotodegradacion y biodegradacién. La degradacion
quimica ocurre cuando los prooxidantes catalizan la formacion de radicales libres, los cuales
reaccionan con las moléculas de oxigeno para atacar a la matriz del plastico, siendo el
proceso acelerado por el calor y el oxigeno. La fotodegradacion también se produce dentro
de la matriz del plastico, donde la luz UV cataliza la autooxidacion y la generacion de
radicales libres. En la degradacion bioldgica o biodegradacion intervienen diferentes
microorganismos, entre los que existe una gran diversidad catabdlica, que son capaces de

degradar, transformar o acumular, de forma natural, un amplio rango de compuestos: desde
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ligninas, almidon, celulosa y hemicelulosa, hasta hidrocarburos, farmacos y metales. Estos
microorganismos, ademas, pueden asociarse para formar consorcios que degradan los
compuestos poliméricos por cometabolismo; dependiendo del tipo de proceso se generan
diferentes productos finales. Asi, en el caso de un ambiente aerdbico, solo se registran como
productos finales la formacion de agua, CO2 y masa microbiana, mientras que en
condiciones anaerobicas se registran, ademas de los productos sefialados, otros como metano
y é&cido sulfhidrico, como resultado de metabolismos metanogénicos y sulfidogénicos
(Martin, 2017).

2.1.11. Bacterias degradadoras de Polietileno

De acuerdo al trabajo de investigacion de (Vertus , Ruiz, Henriquez, & Ortiz, 2017) habla
que los microorganismos Arthrobacter, Micrococcus, Corynebacterium, Acinetobacter,
Nocardia, Pseudomonas, Vibrio, Aureobasidium, Candida, Rhodoturula, Bacillus,
Aspergillus niger, Sphingomons sp., entre otros, han sido utilizados y aislados para estudios
por su accion biodegradante. El papel de los microorganismos es muy importante para la
degradacion del polietileno, como ya ha mencionado, existen muchas bacterias que hacen
de la biodegradacion microbiana.estudios revelan que el suelo de manglar es rico en
microorganismos capaces de degradar polietileno y plasticos. Esto se puede deber a factores
como la temperatura, humedad, etc. siendo la Rhizopora de los géneros méas abundantes

encontrados en los manglares panamefios.
Pseudomonas

Las Pseudomonas han sido identificadas como el género con mayor eficiencia de
degradacion. Esto se puede deber a que es uno de los géneros mas proclives a la degradacion
de compuestos organicos, especialmente las cepas de la especie Pseudomonas putida. Este
género es capaz de procesar, integrar y reaccionar a una amplia de variedad de condiciones
cambiantes en el medio ambiente y muestra una alta capacidad de reaccion a sefiales fisico-
quimicas y bioldgicas. Otra de las ventajas de este género, es que son capaces de crecer en
medios simples. Las condiciones ideales que se han demostrado que son mas viables para el
crecimiento de las Pseudomonas putida es en temperaturas de 22°C a 37°C, pH 6.4. Las
Pseudomonas putida son la especie mas eficiente, esto se puede deber a la habilidad de estas

de secretar enzimas como catalasa, proteasa, gelatinasa, celulasa y pectinasa. Entre las
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ventajas de su uso, se encuentra que presenta la capacidad de ser manejable desde el punto

de vista genético.

Streptomyces sp.

Segun el anlisis de resultados, esta bacteria fue capaz de reducir el peso en un maximo de
46.07% realizando un pre-tratamiento por 6 meses de exposicion a rayos UV y alteracion de

la glucosa al polimero. El crecimiento 6ptimo se dio a un pH 5.16+0.11/0.06.

Brevibacillus borstelensis

Esta una bacteria terméfila (organismo que soporta temperaturas extremadamente altas, por
encima de los 45°C) se ha demostrado que reduce el PE en un 30% en 30 dias a 50°C bajo
las condiciones adecuadas. Con un pre-tratamiento de radiacion UV se aumenta la

biodegradacion maxima del polimero.

Staphyloccoccus sp.

La temperatura de crecimiento de la bacteria se dio de 25°C - 30°C. Segun el analisis se
determino una biodegradacion de 2.19% a 20.54% para polietileno y de 0.56% a 8.16% en

otros plasticos en 6 meses.

Bacillus cerus

Los resultados de una investigacion de biodegradacion con esta bacteria demostraron que
con un pre-tratamiento que incluye exposicion del polietileno a radiacion UV y tratamiento
térmico por 10 dias, el polimero es modificado quimicamente, aumentando el crecimiento
de la bacteria en un 61%. EIl crecimiento 6ptimo se dio en pH 7£0.2, a una temperatura de

entre 21°C a 37°C . Se demostro que la bacteria es capaz de degradar el polimero en un 14%.

Rhodococcus ruber

Rhodococcus ruber C208, fue aislada de la superficie de un polietileno procedente de un
relleno sanitario segun los analisis de las muestras, en 4 semanas se observd 33% de la

reduccion del polimero.

Serratia marcescens

En base a estudios realizados con esta bacteria se detecté una degradacién de 22.22% del
polietileno por mes, haciéndose la prueba con un pH 4, temperatura ambiente y agitacion

regular.
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2.2. Marco referencial

2.2.1. Biodegradacion de polietileno de baja densidad por accion de un consorcio

microbiano aislado de un relleno sanitario, Lima, Peru.

(Uribe et al., 2010) realizo el aislamiento de microorganismos procedentes de materiales
plasticos con signos de deterioro, este material provino de u relleno sanitario de lima; para
analizar la actividad degradadora de los microorganismos tomaron muestras que fueron
filtradas y posteriormente aislaron 6 cepas de bacterias Pseudomonas sp. MP3a y MP3b,
Penicillium sp. MP3a, Rhodotorula sp. MP3b, Hyalodendron sp. MP3c. todos los aislados
microbianos lograron evidenciar una accion degradativa del polietileno esto fue determinado

por el espectro infrarrojo del polietileno.

2.2.2. Biodegradacion bacteriana de polietileno y propuesta de aplicacion para Cerro
Patacon.

(Vertus et al., 2017); analizd el potencial de biodegradacion en bacterias como
Pseudomonas, Streptomyces sp., Brevibacillus borstelensis, Staphyloccoccus sp., Bacillus
cerus, Serretia marscence, Rhodococcus ruber, etc, su eficiencia, asi como las condiciones
aptas para su crecimiento. A partir de esta informacion se plantedé una metodologia para la
biodegradacion del polietileno en Panam4, especificamente en relleno sanitario de Cerro
Patacon (Vertus et al., 2017).

2.2.3. Biodegradacion de polietileno de tereftalato por microorganismos aislados de

sitios de disposicion final de residuos sélidos, Tachira, Venezuela.

Los problemas de contaminacién ambiental relacionados con la acumulacién de residuos
solidos plasticos, son una de las principales preocupaciones a nivel mundial en la actualidad
ya que estos materiales son dificiles de degradar debido a su alto grado de resistencia,
ocasionando contaminacién en diversos espacios, igual manera se conoce que existen
microorganismos gue tienen la capacidad de degradar compuestos poliméricos, de alli que
se propone determinar el efecto degradador de un grupo de microorganismos, extraidos de
sitios de disposicion de residuos sélidos; de acuerdo a (Gomez y Oliveros, 2016) realizaron
aislados microbianos.en contacto con laminas de polietileno de tereftalato en tubos de ensayo

con un caldo MMM vy posterior incubacidn, después de ello se extrajeron las laminas para
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medir la pérdida de peso de estas, dicionalmente, se observaron las caracteristicas fisicas de
las laminas después de la incubacion a traveés de observacion directa y microscpica,
arrojando como resultado de este proceso la pérdida de peso efectivas con resultados
destacados en las cepas D (43,7 mg), seguida de E (1,1 mg) y luego C (0,8 mg), dos de las
cuales (C y D) corresponden a bacterias del tipo bacilos Gram negativos.

Fue posible apreciar cambios de opacidad en las laminas del polimero a simple vista y en las
observaciones al microscopio se aprecian quiebres y zonas donde se estaria dando el
desprendimiento de partes de la estructura, dando lugar a parti-culas microscopicas del
material en suspension en los tubos contenedores de los caldos de cultivo con las laminas de
polietileno De acuerdo con esto se evidencia que existen diversos microorganismos capaces
de degradar PET utilizdndolo como unica fuente de carbono, siendo esta una alternativa
tecnoldgica para lograr disminuir la gravedad del problema mundial que representa la

acumulacion de residuos sélidos (Gomez y Oliveros, 2016).

2.3. Fundamentacion legal

2.3.1. Constitucion Politica del Ecuador (2008)

El Capitulo segundo: Biodiversidad y recursos naturales en la seccién quinta: Suelo sefala.
Art. 409.- Es de interés publico y prioridad nacional la conservacion del suelo, en especial
su capa Fertil. Se establecera un marco normativo para su proteccion y uso sustentable que
prevenga su degradacion, en particular la provocada por la contaminacion, la desertificacion

y la erosion.

Art. 410.- El Estado brindara a los agricultores y a las comunidades rurales apoyo para la
conservacion y restauracion de los suelos, asi como para el desarrollo de précticas agricolas

que los protejan y promuevan la soberania alimentaria.

2.3.2. Ley de Gestion Ambiental (2004)

El Titulo 1: Ambito y Principios de la Gestion Ambiental determina que:

Art. 1.- La presente Ley establece los principios y directrices de politica ambiental;

determina las obligaciones, responsabilidades, niveles de participacion de los sectores
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publico y privado en la gestion ambiental y sefiala los limites permisibles, controles y

sanciones en esta materia.

Art. 2.- La gestion ambiental se sujeta a los principios de solidaridad, corresponsabilidad,
cooperacion, coordinacién, reciclaje y reutilizacién de desechos, utilizacion de tecnologias

alternativas ambientalmente sustentables y respecto a las culturas y préacticas tradicionales.

Art. 3.- El proceso de Gestion Ambiental, se orientara segun los principios universales del
Desarrollo Sustentable, contenidos en la Declaracion de Rio de Janeiro de 1992, sobre Medio

Ambiente y Desarrollo.

Art. 4.- Los reglamentos, instructivos, regulaciones y ordenanzas que, dentro del ambito de
su competencia, expidan las instituciones del Estado en materia ambiental, deberan observar
las siguientes etapas, segun corresponda: desarrollo de estudios técnicos sectoriales,
economicos, de relaciones comunitarias, de capacidad institucional y consultas a organismos

competentes e informacion a los sectores ciudadanos.

Art. 5.- Se establece el Sistema Descentralizado de Gestion Ambiental como un mecanismo
de coordinacion transectorial, interaccion y cooperacion entre los distintos &mbitos, sistemas
y subsistemas de manejo ambiental y de gestion de recursos naturales. En el sistema

participara la sociedad civil de conformidad con esta Ley.

Art. 6.- El aprovechamiento racional de los recursos naturales no renovables en funcion de
los intereses nacionales dentro del patrimonio de areas naturales protegidas del Estado y en
ecosistemas fragiles, tendran lugar por excepcién previo un estudio de factibilidad

econdmico Y de evaluacion de impactos ambientales.

Titulo 11: Del Régimen Institucional de la Gestiébn Ambiental

Capitulo I: Del Desarrollo Sustentable

Art. 7.- La gestion ambiental se enmarca en las politicas generales de desarrollo sustentable
para la conservacion del patrimonio natural y el aprovechamiento sustentable de los recursos
naturales que establezca el Presidente de la Republica al aprobar el Plan Ambiental
Ecuatoriano. Las politicas y el Plan mencionados formaran parte de los objetivos nacionales
permanentes y las metas de desarrollo. EI Plan Ambiental Ecuatoriano contendra las
estrategias, planes, programas y proyectos para la gestion ambiental nacional y sera
preparado por el Ministerio del ramo. Para la preparacion de las politicas y el plan a los que

se refiere el inciso anterior, el Presidente de la Republica contard, como Grgano asesor, con
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un Consejo Nacional de Desarrollo Sustentable, que se constituird conforme las normas del
Reglamento de esta Ley y en el que deberan participar, obligatoriamente, representantes de

la sociedad civil y de los sectores productivos.

2.3.4. Reforma del libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria (2015)

Paragrafo I1: Del Suelo incluido en el Acuerdo Ministerial No.061 establece.

Art. 212 Calidad de Suelos. - Para realizar una adecuada caracterizacion de este componente
en los estudios ambientales, asi como un adecuado control, se deberan realizar muestreos y
monitoreos siguiendo las metodologias establecidas en el Anexo Il y demas normativa
correspondiente. La Autoridad Ambiental Competente y las entidades del Sistema Nacional
Descentralizado de Gestion Ambiental, en el marco de sus competencias, realizaran el
control de la calidad del suelo de conformidad con las normas técnicas expedidas para el
efecto. Constituyen normas de calidad del suelo, caracteristicas fisico-quimicas y biologicas

que establecen la composicion del suelo.

Art. 213 Tratamiento de Suelos Contaminados. - Se lo ejecuta por medio de procedimientos
validados por la Autoridad Ambiental Competente y acorde a la norma técnica de suelos, de
desechos peligrosos y deméas normativa aplicable. Los sitios de disposicion temporal de
suelos contaminados deberan tener medidas preventivas eficientes para evitar la dispersion

de los contaminantes al ambiente.

Art. 214 Restriccion. - Se restringe toda actividad que afecte la estabilidad del suelo y pueda

provocar su erosion.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.



3.1. Localizacion del area de estudio

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo Campus Universitario “Manuel Haz Alvarez”,
ubicado en la ciudad de Quevedo, provincia de Los Rios, Km. 1%/, de la via Quevedo — Santo
Domingo de los Tsachilas. Sus coordenadas geograficas son 01° 01 de latitud Sur y 79° 47”

de longitud Occidental, ubicada a una altura de 73 msnm.

3.2. Tipo de investigacion

3.2.1. Experimental

El estudio posee las cualidades de una investigacion de tipo experimental, puesto que se
realizd la manipulacion directa de las variables en estudio: tipo de microorganismos
reduccion de concentraciones de polietileno. A través del analisis en laboratorio se procedid
a la identificacion de los microorganismos Yy clasificacion de los mismos, empleando todos
los estandares nacionales e internacionales que rigen la microbiologia del suelo y del medio

ambiente.

3.3. Método de investigacion

En la investigacion se emplearon los métodos deductivos, analitico y de observacion

teniendo en cuenta la bibliografia mencionada en este proyecto.
e Método deductivo: EI método se inicia con el andlisis de los teoremas, leyes, postulados
y principios de aplicacion universal y de comprobada validez, para aplicarlos a soluciones o

hechos particulares.

e Método analitico: Consiste en descomponer un objeto de estudio separando cada una de

las partes del todo para estudiarlas en forma individual.

e Método de observacidn: Consiste en saber seleccionar aquello que queremos analizar
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3.4. Fuentes de recopilacién de informacién

3.4.1. Fuentes primarias

En las fuentes primarias se hizo uso de libros, revistas cientificas y de entretenimiento,
periodicos, diarios, documentos oficiales de instituciones publicas, informes técnicos y de
investigacion de instituciones puablicas o privadas, patentes, normas técnicas para que
optimizar los recursos de la investigacion y tratar en lo posible reducir los riegos dentro del
area de trabajo, durante el monitoreo de la calidad del suelo, asi como el procedimiento a

verificar en el laboratorio.

3.4.2. Fuentes secundarias

En las fuentes o informaciones secundarias se emple6 enciclopedias, antologias, directorios,
libros o articulos que interpretan otros trabajos que validen todos los procesos de la
investigacion, como el aislamiento de los microorganismos y la fase de crecimiento en

medios de cultivo selectivos.

3.5. Materiales y equipos

3.5.1. Materiales de laboratorio

¢+ Puntas blancas de micro-pipeta (0.2-10ul)
¢+ Puntas amarillas de micro-pipeta (2-20pul y20-200 pl)
% Puntas azules de micro-pipeta (100-1000ul)

¢ Papel toalla

e

*

Papel filtro

Juego de micro-pipetas (0.2-10ul, 2-20ul, 20-200ul y 100-1000ul)
Frascos Chopp de vidrio (500 ml)

¢+ Tubos de Eppendorf (0.6 ml y 1.5 ml)

¢+ Papel parafilm

e

*

e

*

%+ Cajas Petri
%+ Guantes quirurgicos talla M

¢+ Tijeras quirargicas
3.5.2. Material de oficina

« Cuaderno
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% Computador
%+ Lapiceros

+* USB pendrive

3.5.3. Equipos de laboratorio

% Nevera de -20 °C

% Balanza electronica

+ Campana extractora de gases
% UV transiluminador

% Cabina de flujo

% Cémara fotografica

% Bafio Maria

% Centrifuga

%+ Congelador -40 °C

%+ Camara de flujo laminar
% Autoclave

% Agitador

«» Estufa

3.7. Disefio de la investigacion

3.7.1. Disefio para evaluar el comportamiento de los microorganismos con capacidad

biodegradadoras

Se empled un disefio completamente al azar DCA, para el comportamiento de los
microorganismos con capacidad biodegradadoras, se trabajo con 8 tratamientos, cada uno

con 3 repeticiones y 3 unidades experimentales.

Tabla 2: Esquema del Analisis de Varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Error 23
Tratamientos 7
Total 30
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3.7.2. Disefio para evaluar la Biodegradacion de polietileno

Se empled un disefio completamente al azar DCA para evaluar la biodegradacion de
polietileno, se trabajo con 8 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones y 3 unidades

experimentales.

Tabla 3: Esquema del Analisis de Varianza

Fuente de variacién Grados de libertad
Error 23
Tratamientos 7
Total 30

3.7.3. Disefio para evaluar las UFC y pH

Se empled un disefio completamente al azar DCA para evaluar las UFC y pH, se trabajé con

8 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones y 3 unidades experimentales.

Tabla 4: Esquema del Analisis de Varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Error 23
Tratamientos 7
Total 30

Determinacion del peso seco de polietileno residual y masa bacteriana

Se empled un disefio completamente al azar DCA para evaluar el peso seco de polietileno
residual y masa bacteriana, se trabajo con 8 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones y 3

unidades experimentales.
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Tabla 5: Esquema del Analisis de Varianza

Fuente de variacién Grados de libertad
Error 23
Tratamientos 7
Total 30

3.8. Manejo del experimento

3.8.1. Pruebas bioquimicas

3.8.1.1. Induccidn a la produccion de enzima ureasa

Se procedera al crecimiento bacteriano siguiendo la metodologia de (Rodriguez, 1999). Del
crecimiento bacteriano se tomara 1 ml del inoculo bacteriano y se centifugara a 13000 rpm
a 5 min. El sobrenadante se descarta y se toma el pellet para introducirlo en el medio de
cultivo Christensen Agar (Dextrosa 1 gr, Agar bacterioldgico 15 gr, Peptona de gelatina 1gr,
Fosfato monopotasico 2 gr, Rojo fenol 0.012 gr, Cloruro sodico 5 gr, ajustado a un pH de
7.2a25°C). Alas 72 horas se determinara la prueba ureasica de los microrganismos PGPRs
en estudio. Para determinacion de ureasa se utilizara la metodologia de Holt et al., (1994)

donde los valores (+) presencia, (-) ausencia.

3.8.1.2. Solubilizacion de potasio

Se usara la metodologia de Sheng (2005), para determinar la solubilizacién de potasio en las
PGPRs, de las cepas bacterianas se detectard en placas de agar Aleksandrov (Sulfato de
magnesio 0.500 gr, carbonato de calcio 0.100 gr, silicato de aluminio y potasio 2.000 gr,
glucosa 5.000 gr, cloruro férrico 0.005 gr, fosfato de calcio 2.000 gr, agar 20.000 gr, con un
pH final de 25 ° C 7.2 £ 0.2) el azul de bromofenol actu6 como indicador de pH. Después
de la inoculacién puntual del cultivo bacteriano en fase exponencial, las placas se incubaron
a 28 £ 1 °C durante 3 a 5 dias y se observara la zona de limpieza alrededor de las colonias

(debido a la solubilizacion del potasio inorganico por bacterias). Para determinacion de
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solubilizacion de potasio se utilizara la metodologia de Holt et al., (1994) donde los valores,

(+) presencia, (-) ausencia.

3.8.1.3. Solubilizacién de fosfato

Para determinar la capacidad de bacterias fosfosolubilizantes se usard la metodologia de
Rodriguez y Fraga (1999), el agar Pikovskaya (PVK) por cada litro de preparacion se usara
de reactivo: 10 g de glucosa; 5 g de Ca3(PO4) 2; 0,2 g KCI; 0,5 g (NH4)2S04; 0,2 g de
NaCl; 0,1 g de MgS0O4 7H20; 0,002 g de MnSO4 H20; 0,002 g de FeSO4 7TH20 y 15 g de
Bactoagar; siguiendo la técnica de la placa de dilucion. El pH fue ajustado a 7.0 antes de
esterilizar en autoclave, las colonias bacterianas rodeadas por un halo indica la eliminacién
de fosfato. Para determinacion de solubilizacion de fosfato se utilizard la metodologia de
Holt et al., (1994) donde los valores (+) presencia, (—) ausencia

3.8.2. Degradacion del polietileno

3.8.2.1. Comportamiento de los microorganismos con capacidad biodegradadoras de

polietileno

Se selecciond cepas bacterianas con capacidad degradante de polietileno procedente del
banco de cepas del laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la UTEQ. Para el
crecimiento celular en contaminacién de polietileno se siguié la metodologia de Hedges,
(2002) que consiste en realizar diluciones seriadas en relacion 9:1 (90 ul H20 y 10 ul de
cultivo bacteriano) luego se plaque6 20 ul entre las diluciones -5 y -6 en medio de agar
nutriente (NA) (Difco) durante 48 horas. De las colonias formadas, 1 colonia se transfirié a
un medio de cultivo agar nutriente liquido (15 ml) en un agitador rotatorio INCU-SHAKER
Mini (150 rpm) a 30°C durante 48 horas, luego se afiadid 1 ml de suspension del contenido
celular 1 x 108UFC/ml del cultivo agar nutriente liquido a matraces erlenmeyer que
contenian 100 ml de medio de sal mineral (1,0 g NH4NO3; 1,0 g de K2HPO4; 0,2 g MgS0O4
7H20; 0,15 g de KCI; 0,1 g de CaCl2 - 2H20; y cada uno de los siguientes microelementos:
1.0 mg FeSO4 6H20, 1.0 mg ZnS04 - 7TH20 y 1.0 mg MnSO4) ademas, se afiadidé 1 gramo
de peliculas de polietileno sin tratar (cortadas en pequefias tiras) como Unica fuente de
carbono y energia, se dejo agitar a 180 rpm durante 10 dias. Para la determinacién del
contenido celular se utilizd un espectrofotdbmetro de luz a 600 nm con sus respectivos

controles (medio de cultivo con polietileno, sin polietileno). Cada variable del tratamiento
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se someterd a ANOVA con 3 repeticiones respectivamente. Los promedios fueron separados

por Duncan con un nivel de significancia del 5%.

3.8.3. Biodegradacion de polietileno

Para la biodegradacion del polietileno se utiliz6 la metodologia de Sivan et al. (2006) donde
agregaron muestras de peliculas de polietileno (3 x 3 cm) que habian sido secadas durante
la noche a 60 ° C, pesadas, desinfectadas (30 min en etanol al 70%) y agregadas a matraces,
cada uno conteniendo 100 ml de SM (5 polietilenos peliculas, cada una de aproximadamente
200 mg). Los matraces se inocularon con 1 ml de un cultivo de fase media exponencial de
las cepas en estudio desarrollado en medio NB (Difco). La densidad celular del in6culo se
ajusté a 1 = 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml. Antes de sembrar el medio
basal (SM), el indculo de la suspension celular se precipitd en una microcentrifuga (1.000
rpm), se lavo en SM para eliminar el medio gastado y se resuspendié en SM. Cada prueba
constaba de tres matraces (réplicas). El control se mantuvo con polietileno y tiras de plastico
en el medio libre de microorganismos y se dejé en un agitador a 30 ° C, 150 rpm durante
periodos de 15 y 30 dias . Para la determinacidén del contenido celular se utilizé un
espectrofotometro de luz a 600 nm con sus respectivos controles (medio de cultivo con
polietileno, sin polietileno). Cada variable del tratamiento se someterd a ANOVA con 3
repeticiones respectivamente. Los promedios fueron separados por Duncan con un nivel de

significancia del 5%.

3.8.4. Determinacion del peso seco de polietileno residual y masa bacteriana

Para facilitar la medicion precisa del peso del polietileno residual se sigui6 la metodologia
de Devi et al., (2019) se tomd la suspensién de inoculo bacteriano de 6 meses y se retird la
biopelicula bacteriana de la superficie de polietileno incubando las muestras de polietileno
en matraces que contenian una solucion acuosa de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 2% (v/
V) durante 4 h. Las muestras de polietileno se recogieron en un papel de filtro, se enjuagaron
con agua destilada y luego se secaron durante la noche a 60 ° C antes de que finalmente se
recogieron las tiras, se lavaron a fondo con agua destilada, se secaron a la sombra y luego se
pesaron para verificar el peso final. Finalmente se calculd la pérdida de peso de las bolsas
de polietileno y los plasticos y se comparé con el control. Cada variable del tratamiento se
sometera a ANOVA con 3 repeticiones respectivamente. Los promedios fueron separados

por Duncan con un nivel de significancia del 5%.
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3.8.5. Unidades formadoras de colonia y potencial de hidrdgeno

Se seleccioné 8 cepas bacterianas para el estudio, procedente del laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular de la UTEQ. El crecimiento microbiano inici6 a partir
en medio de cultivo mineral suplementado con 300 mg de polietileno y se agito por 180rpm
en un periodo de 10 dias, luego se procedio a realizar diluciones seriadas para el respectivo
plagueo. Para el ensayo se empled la técnica de la microgota y pH (Huang et al., 2008). El
conteo de microrganismos se realizo a las 24 horas después de su plaque6, cada muestra seré
replicada 3 veces para este ensayo. La cantidad de microorganismo se determinara con la
formula: UFC/ml = Colonias enumeradas/ml sembrados x Factor de dilucion. La
determinacion de pH se realiz6 mediante un pHmetro OHAUS fue replicada 3 veces para
este ensayo. Cada variable del tratamiento se sometera a ANOVA. Los promedios fueron

separados por Duncan con un nivel de significancia del 5%.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. El comportamiento de los microorganismos frente al polietileno
4.1.1. Absorbancia

La absorbancia del crecimiento de los microorganismos fue variable en los distintos
tratamientos, dentro de este rango el tratamiento VI8 desarroll6 promedios a 0.21 siendo
superior a los demas tratamientos, mientras el tratamiento con la cepa PS1 obtuvo una

absorbancia menor a 0.05.

0.175
|

0.094 0-105

0.081

0.029

= %

Grafico 1. Absorbancia de las diferentes cepas de bacterias con capacidad degradadora al
polietileno. Las barras de error indican *ES; diferentes letras indican diferencias

significativas entre los promedios a p<0.05 (test Duncan).

4.1.2. Biomasa

Una vez sometido a polietileno como Unica fuente de carbono, las cepas bacterianas
desarrollaron diferentemente su contenido celular. La cepa RR4 gener6 promedios de 0.06
gr de biomasa a los 10 dias siendo superior a los demas tratamientos que tuvieron promedios
entre 0.05y 0.02.
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Grafico 2. Peso de la biomasa bacteriana sometida a polietileno. Las barras de error indican
+ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test

Duncan).

4.2. El microorganismo con capacidad de biodegradacion de polietileno

4.2.1. UFC

El contenido celular sometido a polietileno aument6 el contenido de unidad formadoras de

colonia (UFC), en este contexto el tratamiento VI8 alcanzé promedios de 2.1x10°, por otra
parte, los demas tratamientos poseen promedios de 2.1x10° y valores inferiores a 5x10° a

los 10 dias de crecimiento.

UFC

2060000
1750000

1050000

940000 910000

460000 390000

140000
22 s

tratamientos

Grafico 3. Concentracion celular a los 10 dias de crecimiento en medio de cultivo con
minerales y polietileno como Unica fuente de carbono. Las barras de error indican £ES;
diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test

Duncan)
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4.2.2. Correlacion entre UFC/Absorbancia

Dentro del estudio, se correlaciono las UFC y absorbancia del presente estudio. La presente
grafica emite el desarrollo constante de los microrganismos mediante O.D y UFC sometido
a polietileno, este dato presenta una regresion de 0.8784 y una ecuacion de 0.0199e 1E+6X,

en conclusion, los valores obtenidos son en asociacion muy alta.

y= 0.0199e15-05>§ﬁ,,~

Grafico 4. Correlacion de las UFC y absorbancia de las cepas sometidas a polietileno. Las
barras de error indican +ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Duncan).

4.2.3. Unidad formadoras de colonias (UFC) y potencial de hidrogeno (pH)

El pH es una de los factores quimicos que se mide el potencial de H+. Después de 10 dias
los promedios de los valores tuvieron diferencias estadisticas, la cepa PN7 dio valores de 6.6
mientras los demas tratamientos genero valores promedios de 6. Los distintos tratamientos

generan diferentes pH, estos valores son relacionados al desarrollo del contenido celular.
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Grafico 5. Correlacion de las UFC y absorbancia de las cepas sometidas a polietileno. Las

barras de error indican xES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los

promedios a p<0.05 (test Duncan).
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POTASIO

Tabla 6. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas revelaron la capacidad de las cepas para desdoblar componentes
como urea, fosforo y potasio, las cepas con mejor capacidad fueron RR4, VI7, VI8 que
poseen una alta capacidad enzimatica y metabdlica mientras que las demas cepas revelaron
bajo potencial en las pruebas bioquimicas realizadas, cabe destacar que las pruebas

realizadas nos permitieron la clasificacion y reagrupacion segun su capacidad.

4.3. La capacidad y rapidez de biodegradacion de polietileno con los microorganismos

especificos seleccionados.

4.3.1. Degradacion del polietileno

Sometido a 15 y 30 dias de crecimiento celular, se efectud el efecto de la degradacion de
microorganismos en los distintos tratamientos de microorganismos. El tratamiento VI8
redujo de 300 a 268 mg de polietileno a los 15 dias mientras que a los 30 dias el efecto de
degradacion aumenté a 264 mg, siendo superior a los demas tratamientos que tuvieron

promedios de 300 y 280 mg respectivamente.
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Grafico 6. Degradacion del polietileno de las cepas en estudio. Las barras de error indican

+ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (test

Duncan).

40



4.4. Discusion

Las cepas bacterianas con capacidad a la degradacion al polietileno se seleccionaron por sus
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas. En la absorbancia, la cepa V18 fue superior a los
demaés tratamientos con valores promedios a 0.21 a los 10 dias de crecimiento celular, estos
datos concuerdan con Devi et al., (2019) que confirman la tasa constante de aumento en el
crecimiento bacteriano desde la 12 hasta la 32 semana con valores de 0.4 en la cepa K20,
debido a la falta de nutrientes en la semana 4 disminuy6 el contenido de absorbancia.

La cepa bacteriana que generéd mayor biomasa celular fue RR4 gener6é promedios de 0.06
gr/ml a los 10 dias, sin embargo, Sivan et al., (2006) concuerda que la bacteria Rhodococcus
ruber 0.1 gr/ml, esto debido a que la bacteria genera diferentes estimulos fisioldégicos para
adaptarse al medio y a su vez liberar componentes enzimaticos para su alimentacion en

especial los EPS (exopolisacaridos).

El contenido celular de las bacterias en estudios fueron muy variables, en este contexto, el
tratamiento V18 alcanz6 promedios de 2.1x10°, estos valores se asemejan a Jara et al., (2009)
donde sometieron a la cepa de Bacillus subtilis con polietileno previamente esterilizado
durante 30 dias de crecimiento, donde resultd el tratamiento con 6 h de UV + Bacillus subtilis
con un contenido celular de 9.1x107, en esto la descomposicién de componentes organicos

es un factor que ayuda en el medio, permitiendo un desarrollo microbiano de manera efimera.

El Potencial de H+ en la solucidn de diferentes cepas fue variable a 30 dias. En la cepa PN7
se mantuvo un pH de 7.2 a 6.6 durante los 30 dias, mientras la cepa V18 se redujo de 7.2 a
6, estos cambios son similares a los observado por Tansengco y Tokiwa, (1997) que tuvieron
cambios notables en el pH (6,7) en la mayoria de los cultivos (PES, PBS, PLA y PHB)
debido a la pequefia cantidad de sustancias degradadas presentes en las soluciones. Sin
embargo, en las preguntas de PCL, el pH bajo de 6.5 a 5.4, permitiendo deducir la liberacién
de sustancias acidas que se produjeron en la solucion del medio de cultivo. En la degradacion
de polietileno, la cepa con mayor degradacién de polietileno a 300 mg fue la cepa VI8 redujo
de 32 mg y 38 a los 15 y 30 dias respectivamente, en este contexto el siguiente ensayo se
relaciona con el trabajo realizado por Orr et al., (2004) donde la cepa de Rhodococcus ruber
(C208) en cultivo liquido, formé una biopelicula en la superficie de polietileno y degrad6

hasta un 8% gravimétricamente.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

Una de las cepas que alcanzd los mayores promedios en crecimiento determinados en UFC
fue VI8 siendo esta la que podria ser usada en futuras investigaciones para la degradacion

de polietileno.

El comportamiento ante las altas concentraciones de polimero en medios de cultivo altera el
crecimiento microbiano y las caracteristicas biol6gicas como la formacion de unidades de

crecimiento.

Una de las pruebas indispensables para la seleccién de los microorganismos es la
degradacion de Ureasa mostrando una caracteristica basica que es el cambio de coloracién

en el medio y el potencial de hidrogeno.

La velocidad en la degradacion depende de multiples factores bioquimicos como la
produccién de acidos organicos e inorganicos que desdoblan las moléculas del plastico en

fracciones mas sencillas que pueden ser asimiladas por otro tipo de microorganismos.

5.2. Recomendaciones

La aplicacion de microorganismos para la descomposicion de polimeros se debe realizar
después de una valoracion del tipo de contaminante y su origen ya que las diferentes

moléculas de polimero tienen procesos de desdoblamiento variados.

La reproduccion de las bacterias se debe realizar en medios de cultivo que tengan como

Unica fuente de energia moléculas de polietileno.

Se recomienda el uso de bacterias acidofilas ya que estas dan paso a la produccion de acidos

organicos e inorganicos capaces de degradar moléculas que componen el plastico.
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7.1. Anexos

Anexo 1. Crecimiento bacteriano con Anexo 2. Tratamientos con resultados
polietileno. apreciables en relacion a turbidez .

Anexo 3. Determinacion de crecimiento Anexo 4. Ensayo de pruebas bioquimicas.

bacteriano mediante espectrofotometria.
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Anexo 5. Esterializacion del medio de Anexo 6. Siembra en placa petri.
cultivo M9.

Anexo 7. Crecimiento bacteriano en medio
de cultivo M9.
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