\Il UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

Biodegradacion de bolsas de polietileno (PEBD) por accién del

Aspergillus sp y Penicillium sp usando un prototipo de biorreactor airlift

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:
Ingeniero Ambiental

AUTORES:

Choguehuanca Chinguel, Yonatan (orcid.org/0000-0003-1002-3428 )
Sandoval Cervera, Migueli (orcid.org/0000-0001-6148-3868 )
ASESOR:

Dr. Ponce Ayala, José Elias (orcid.org/0000-0002-0190-3143)
LINEA DE INVESTIGACION:

Tratamiento y Gestion de los Residuos
LINEA DE RESPONSABILIDAD SOCIAL UNIVERSITARIA:
Desarrollo sostenible y adaptacion al cambio climatico
CHICLAYO — PERU

2023


https://orcid.org/0000-0003-1002-3428
https://orcid.org/0000-0001-6148-3868
https://orcid.org/0000-0002-0190-3143

DEDICATORIA

El presente trabajo se lo dedico a mi padre
Teodolfo Choquehuanca Camizan, por
enseflare a ser perseverante a no
desmallar jamas cuando se quiere lograr
un objetivo; a mi madre Bernardina
Chinguel  Moreno, por su amor
incondicional, su apoyo y todo el esfuerzo
gue han hecho diariamente en conjunto
con mi padre para poder educarme y lograr

mi meta.
Yonatan

Este trabajo va dedicado a mis padres
Soledad Cervera Bazédn y Segundo
Manuel Sandoval Garrido por brindarme
el apoyo incondicional diariamente para
poder cumplir con mi meta trazada que

es ser un buen profesional de éxito.

Migueli



AGRADECIMIENTO

A mi familia, por el apoyo brindado en mi

y
conocidos gracias por haber realizado

aprendizaje  como profesional,
un pequefio aporte en los ultimos cinco
afos, los cuales han sido muy fructiferos
para mi, ya que de esta manera he
y
confianza, todo con el fin de hoy poder

adquirido  mucho conocimiento

estar a un paso de ser ingeniero

ambiental de éxito.

Migueli

En primer lugar, dar gracias a Dios por la
vida, por guiar mi camino siempre y
haberme permitido llegar hasta esta etapa
de A

principalmente a mis padres, Bernardina y

mi  vida. toda mi familia,
Teodolfo, también a mi tia Ana por ser mi
motor y motivo de terminar mis estudios. A
mis hermanos, Cruz, Yovani, Dilmer, José
y Omar, a mis abuelos, Maria Rafaela,
Nicolas y Alejandrina, también a Arminda;
por todo el amor que les tengo y por ser mi
motivacion en todo este camino de mi vida.
También agradecer infinitamente a la
Universidad César Vallejo filial Chiclayo
la facilidad del uso de

por darme

laboratorio.

Yonatan



DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD DEL ASESOR

ﬁ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE INGENIERIA ¥ ARQUITECTURA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

Declaratoria de Autenticidad del Asesor

Yo, PONCE AYALA JOSE ELIAS, docente de la FACULTAD DE INGENIERIA Y
ARQUITECTURA de la escuela profesional de INGENIERIA AMBIENTAL de la
UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO SAC - CHICLAYO, asesor de Tesis titulada:
"Biodegradacion de bolsas de poliefieno (PEBD) por accion del Aspergillus sp y
Penicillium sp usando un prototipo de biomreactor airlift”, cuyos autores son SANDOVAL
CERVERA MIGUELI, CHOQUEHUANCA CHINGUEL YOMATAM, constato que la
investigacion tiene un indice de similitud de 12.00%, wverificable en el reporte de
originalidad del programa Turnitin, el cual ha sido realizado sin filtros, ni exclusiones.

He revisado dicho reporte y concluyo que cada una de |as coincidencias detectadas no
constituyen plagio. A mi leal saber y entender la Tesis cumple con todas las normas para
el uso de citas y referencias establecidas por la Universidad César Vallejo.

En tal sentido, asumo la responsabilidad que corresponda ante cualguier falsedad,
ocultamiento u omisién tanto de los documentos como de informacion aportada, por lo
cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la Universidad
César Vallgjo.

CHICLAYQ, 16 de Noviembre del 2023

Apellidos y Nombres del Asesor: Firma

PONCE AYALA JOSE ELIAS Firmado electronicamente
DMI: 16491942 por: PAYALAJE el 17-11-
ORCID: 0000-0002-0190-3143 A 122814

Codigo documento Trilce: TRI - 0654857

oo INVESTIGA

L=~

a2 UCVY



DECLARATORIA DE ORIGINALIDAD DE LOS AUTORES

ﬁ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE INGENIERIA ¥ ARQUITECTURA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

Declaratoria de Originalidad de los Autores

MNosotros, SANDOVAL CERVERA MIGUELI, CHOQUEHUANCA CHINGUEL YOMNATAM
estudiantes de la FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA de la escuela
profesional de INGENIERIA AMBIENTAL de la UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO SAC -
CHICLAYO, declaramos bajo juramento que todos los datos e informacion que acompa
fian la Tesis titulada: "Biodegradacion de bolsas de polietieno (PEBD) por accidn del
Aspergillus sp y Penicillium sp usando un prototipo de biorreactor airliit”, es de nuestra

autoria, por lo tanto, declaramos gue la Tesis:

1. Mo ha sido plagiada ni total, ni parcialmente.

2. Hemos mencicnado todas las fuentes empleadas, identificando correctamente toda

cita textual o de parafrasis proveniente de otras fuentes.

3. Mo ha sido publicada, ni presentada anteriormente para la obtencion de otro grado

académico o titulo profesional.

4. Los datos presentados en los resultados no han sido falseados, ni duplicados, ni

copiados.

En tal senfido asumimos la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,

ocultamiento u omision tanto de los documentos como de la informacion aportada, por lo

cual nos sometemos a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la Universidad

César Vallgjo.

Nombres y Apellidos

Firma

MIGUELI SANDOVAL CERVERA
DMI: 75713382
ORCID: 0000-0001-6148-3868

Firmado electrdnicaments
por: SSANDOVALCE el 16-
11-2023 21:36:58

YOMATAN CHOQUEHUANCA CHINGUEL
DNI: 70918643
ORCID: 0000-0003-1002-3428

Firmado electrdnicamente
paor:
COHOOUEHUANCACH el
16-11-2023 12:17:58

Codigo documento Trilce: TRI - 0654856

%

STIGA

i

c
I'I
=



INDICE DE CONTENIDOS

DEDIC AT ORI A ettt e e e eaaans i
AGRADECIMIENTO ..ttt et e ettt e e e e e e e e eanaeaaeees ii
DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD DEL ASESOR......ccoooiiiiiiiiiiiicieeeeeie e v
DECLARATORIA DE ORIGINALIDAD DE LOS AUTORES........coviiiiiiiiieeeeee, Y
INDICE DE CONTENIDOS ....ooouviieeeeeeeeeee ettt et aens Vi
INDICE DE TABLAS. ...ttt ettt eaeeaeete e saesee e vii
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt eae e viii
RESUMEN ..o e e e e e e e e e e e e e ra e e eees Xi
A B ST R A T e et e et e e e e e e aee Xii
l. INTRODUGCCION ..ottt ettt eaeeae e etesaesae e 1
. MARCO TEORICO ..ottt ettt nenenenes 4
NI, METODOLOGIA .. ..ottt 15

3.1. Tipoy disefio de iNVESHGACION ...........eeeiiieeiiiiiiiiiiiiiee e 15

3.2. Variable y OperacionaliZaCion .............cccceeeiiiiiiiiiiiiiieee e e 15

3.3.  Poblacion, Muestra y MUESIIEO ...........cciiiiriiiiie e 16

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos............ccccceeeviiiieeennnne 16

3.5, ProCcedimientos ........ccuuiiiiiiiiieieii e 17

3.6. Método de analisis de datos............uuueiiiiiiiiiiiiiiiieee e 41

3.7, ASPECLOS BLICOS ...ceiiiiiiiie i e e e e et e et e e e e e e e 41
IV. RESULTADOS ... et e et e e e e e e e e ra e e eees 42
V. DISCUSION ..ottt 58
VI, CONCLUSIONES ... ..o e e e ra e e eees 62
VII. RECOMENDACIONES. ... ..ot ees 63
REFERENCIAS . ...t e e e e e e e e e e e e eaa e eaeees 64
ANEXOS .o nee 72

Vi



INDICE DE TABLAS
Tabla 01. Descripcion de algunas especies del género Aspergillus ..................... 12
Tabla 02. Taxonomia del ASPergillus NMIgeT ........ccooaiiiiiiiiiiiieiee e 13

Tabla 03. Tipo de polimero, caracteristicas, cantidad rotas y no rotas de las bolsas
de polietilen0 (PEBD). .....cooouiiiii e 44

Tabla 04. Medio de cultivo, muestra, tiempo, temperatura e incubacion de

ASPEIGIIUS SP. i 45

Tabla 05. Color y caracteristicas microscépicas del Aspergillus sp observadas

mediante un lente de 40X de un microscopio en el laboratorio de LDP Perd. ...... 46

Tabla 06. Medio de cultivo, muestra, tiempo, temperatura e incubacion de

PENICHIUM SP. et 48

Tabla 07. Color y caracteristicas microscopicas del Penicillium sp observadas

mediante un lente de 40X de un microscopio en el Laboratorio de LDP Perd. .....49

Tabla 08. Caracteristicas del prototipo de biorreactor airlift a escala de laboratorio.

Tabla 09. Condicion térmica de cada unidad del prototipo de biorreactor airlift....54

Tabla 10. Potencial de hidrégeno (pH) inicial y final de cada unidad del prototipo de

o] To] g (=T (o =T[4 1) 1 PR 55

Tabla 11. Resultados de la biodegradacion en de cada unidad del prototipo de
(o]0 g (=T=Tex (o] = 11 1 ST RRPPPP 57

vii



INDICE DE FIGURAS
Figura 01. Ubicacion del area de recoleccion de la muestra experimental. .......... 17
Figura 02. Recoleccion de bolsas de polietileno (PEBD) ..........cccveeeiiiiiiiiiiieennnn. 18
Figura 03. Muestra de bolsas de polietileno (PEBD) en bolsa ziploc rotulada. .....18
Figura 04. Ubicacién del area de esterilizacion de bolsas de polietileno (PEBD)..19
Figura 05. Seleccion y lavado de las bolsas de polietileno (PEBD). ..................... 20

Figura 06. Guardado de las bolsas de polietileno (PEBD) en recipiente de vidrio con
AUCONON. . 20

Figura 07. Recoleccibn de muestra con presencia de Aspergillus sp de la

PVRSOMPC ...ttt e e e et e e e e esbb e e e e e anees 21
Figura 08. Area de ubicacion del laboratorio LDP Peru. ..........cccccceueeeeeeveeeeennne., 21
Figura 09. Esterilizacion de placas Petri en esterilizador y autoclave. .................. 22

Figura 10. Medio de cultivo PDA y pesado de medio de cultivo PDA en gramos..22
Figura 11. Placas Petri en cAmara de flujo laminar..................ccccciiiiiii e, 23
Figura 12. Placas Petri en horno de 1aboratorio. .................eeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 23

Figura 13. Recoleccibn de muestra con presencia de Penicillium sp de la

PVRSOMPC. ...ttt ettt e e ettt e e e et e e e e anbe e e e e e anneeeeeeanees 24
Figura 14. Area de ubicacion del laboratorio LDP Peril .........c.coceevveoveeeiveeeeenann 24
Figura 15. Esterilizacion de placas Petri en esterilizador y autoclave. .................. 25

Figura 16. Medio de cultivo PDA y pesado de medio de cultivo PDA en gramos..25
Figura 17. Placas Petri en cAmara de flujo laminar..................ccccciiiiin e, 26

Figura 18. Inoculacion del Penicillium sp en placa Petri...............uvvviveiiiiiiiiinnnnnnnn. 26

viii



Figura 19. Placas Petri en horno de laboratorio .............cccceeeviiiiiiiiiiiiiee e 27

Figura 20. Placa Petri con el ASpergillus Sp. .....coooveeiiiiiiiiiiiii e 28
Figura 21. Caracteristicas microscopicas del Aspergillus Sp.......ccccccovviiivviiieeennn. 29
Figura 22. Placa Petri con el PeniCillium Sp.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 30
Figura 23. Caracteristicas microscopicas del Penicillium sp. ........cccccceeeeeveeeeeennnnns 31

Figura 24. Placas Petri de cepa de Aspergillus sp y Penicillium sp en horno de
F=T o] = Lo o Jr= T {0 A SRR 32

Figura 25. Esterilizacion de los frascos con caldo NUtritivo. .........c.cccooviciviiieeeennnn. 33

Figura 26. Verificacién de cada unidad de P. biorreactor airlift para evitar fugas de

BT e e et 34
Figura 27. Frascos con caldo nutritivo en campana de extraccion................c....... 34
Figura 28. Muestra de 100 ml de caldo nutritivo bajado apH de 5. ...........cccoee. 35

Figura 29. Concentracion de dosis de in6culos de Aspergillus sp y Penicillium sp.

Figura 30. In6culos de concentracién de 20 ml con Aspergillus sp y 20 ml con
PENICHTIUM SP. ettt 37

Figura 31. Frasco de vidrio previamente inoculados con enturbiamiento.............. 37

Figura 32. Seleccion de la bolsa de polietileno a usar para cada unidad de

o] (0100 ] 1] oo =1 g [ 1 1 COE SRR 38

Figura 33. Diagrama del procedimiento para la biodegradacion de las bolsas de
POIIELIIENO (PEBD). ...euiiiieii e e 40

Figura 34. Area de @StUIO. .........ccueiveiee e 42

Figura 35. Recoleccion de la muestra en el area de estudio y rotulado de la bolsa

41 0] o oSO 43



Figura 36. Separacion de las bolsas de polietileno (PEBD). ...........ccceeiivieeeeennnns 43

Figura 37. Lavado de bolsas de polietiieno (PEBD) y guardado en recipiente de

VIAFIO CON QICONONL. ... e, 44

Figura 38. Recoleccion de un trozo de naranja con presencia del Aspergillus sp.45

Figura 39. Caracteristicas microscopicas del Aspergillus sp........cccccceeeeieeeeennnnnnns 47
Figura 40. Recoleccion de un limén con presencia del Penicillium sp. ................. 48
Figura 41. Caracteristicas microscopicas del Penicillium Sp. ......ccccccovviiiiiiiiennnnn. 50

Figura 42. Cantidad del caldo nutritivo y previo acondicionamiento del prototipo de

(o1 oT g =F= o o] g1 1 {1 PN 51
Figura 43. Colocacién de bombas de aire de pecera. ........ccoeeeeeevvvieiiiiiiiieeeeeeeeenns 52
Figura 44. Inoculacion de cepas de Aspergillus sp y Penicillium sp...........ccccce..... 52

Figura 45. Selecciéon de una bolsa de polietileno (PEBD) y su pesado en una

balanza @nalitiCa. .............uuuuuiieiiii e 53
Figura 46. Pesado inicial de cada parte de la bolsa de polietileno (PEBD). .......... 53

Figura 47. Prototipo de biorreactor airlift con cada parte de la bolsa de polietileno
(21127 0) TR 54

Figura 48. Pesado final de cada parte de la bolsa de polietileno (PEBD). ............ 56

Figura 49. Biodegradacion de las 4 partes divididas de la bolsa de polietileno
(== ) TSR 57



RESUMEN

La probleméatica actual por los residuos plasticos es muy preocupante a nivel
mundial, ya que, la industrializacion ha traido consecuencias en nuestro medio
ambiente. Por ello, esta investigacién tuvo como objetivo determinar la eficacia de
biodegradacion de bolsas de polietilieno (PEBD) por accién del Aspergillus sp y
Penicillium sp usando un prototipo de biorreactor air lift. Para ello, se considero
como muestra 88 bolsas de polietileno PEBD, donde se utilizé como unidad de
andlisis 1 bolsa de polietileno PEBD, la cual fue dividida en 4 partes. En cuanto al
proceso de biodegradacion se aislo 2 especies de hongo, Aspergillus sp de un trozo
de naranja y Penicilium sp de un limén, ambos citricos en descomposicion
respectivamente. Luego, fueron cultivados en el prototipo de biorreactor airlift,
utilizando un caldo nutritivo acondicionado con un pH de 5 a 6; temperatura entre
20 °C a 25 °C y una fuente aireacion de pecera. Con respecto a los resultados,
ambos hongos lograron biodegradar las partes de PEBD en un periodo de 9 dias,
donde se evidencio que el Aspergillus sp tiene mayor eficacia de biodegradacién
con valores del 10 % y 15 %, a comparacién del Penicillium sp que tuvo valores
6%.

Palabras clave: Biodegradacion, polietileno de baja densidad, aspergillus sp,
penicillium sp.
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ABSTRACT

The current problem of plastic waste is of great concern worldwide, since
industrialization has had consequences on our environment. Therefore, the
objective of this research was to determine the biodegradation efficiency of
polyethylene bags (LDPE) by the action of Aspergillus sp and Penicillium sp using
an air lift bioreactor prototype. For this purpose, 88 LDPE polyethylene bags were
considered as a sample, where 1 LDPE polyethylene bag was used as the unit of
analysis, which was divided into 4 parts. Regarding the biodegradation process, 2
species of fungus were isolated, Aspergillus sp from a piece of orange and
Penicillium sp from a lemon, both decomposing citrus fruits respectively. Then, they
were cultured in the prototype airlift bioreactor, using a nutrient broth conditioned
with a pH of 5 to 6; temperature between 20 °C to 25 °C and a fish tank aeration
source. Regarding the results, both fungi were able to biodegrade the LDPE parts
in a period of 9 days, where it was evidenced that Aspergillus sp has a higher
biodegradation efficiency with values of 10 % and 15 %, compared to Penicillium sp
which had values of 6 %.

Keywords: Biodegradation, Low density polyethylene, Aspergillus sp, Penicillium
sp.
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INTRODUCCION

Las diferentes actividades del hombre generan cantidades considerables de
residuos plasticos (RP) y es un problema que tiene efectos negativos en mares,
rios, aire, suelo y se requiere acciones para minimizar sus efectos, dado que el 60%
de los RP terminan en vertederos o entornos naturales, aunque se estima que 11
millones de toneladas de RP son vertidas anual a los océanos, por otra parte, en el
Pert mas del 35% de RP no tienen una buena disposicion, el 58% de RP en rellenos
municipalidades es de un solo uso y solo el 9% RP se recicla (MINAM, 2021).

Los residuos solidos al no ser dispuestos adecuadamente repercuten
negativamente en el ambiente mediante la interaccion de los residuos organicos e
inorganicos (Henriquez, 2015). Los residuos plasticos con residuos vegetales o solo
residuos plasticos expuestos a las condiciones del ambiente se vuelve un problema
para la poblacién y la biodiversidad, por ejemplo, la afectacién en el crecimiento y
produccion de oxigeno (O) en bacterias marinas del género Prochlorococcus, el

cual producen el 10% de O que aporta al aire que respiramos (Tetu et al., 2019).

Por otra parte, a medida que el hombre ha desarrollado sus actividades de vida
hacia un mundo industrializado, se han acrecentado la produccién de los plasticos,
originando consecuencias en nuestro medio ambiente. El consumo insostenible de
la poblacién ha traido consigo la mayor demanda de alimentos y bienes, generando
exorbitantes cantidades de residuos organicos (vegetales y animales) e inorganicos
(zapatos, botellas, etc.) y el excesivo uso de bolsas de polietileno (PEBD) cuya
finalidad es ser medio de transporte de los alimentos, y bienes, pero luego de ser

usadas no se le da otra utilidad y son arrojadas en las calles (Sailema, 2019).

La radiacion, temperatura y el tiempo de exposicion son factores que desintegran
el plastico, pero es muy lenta la degradacion (Mohanan et al., 2020), tomando en
cuenta a las bolsas de polietileno (PEBD) — (150 afios en degradarse) que se
encuentran en las calles y lentamente generan material particulado (PM) —
microplastico (MCP), el MCP al ser muy pequefio y estar expuesto en las calles se

volatiliza por el aire, y es inhalado por las personas.



Algunos plasticos son faciles de reciclar, como las botellas plasticas, pero en el
caso de las bolsas de polietileno es diferente, por ser de polietileno su estructura
es blanda y fibrosa, al momento de pasar por las maquinas procesadoras de
reciclaje se terminan enredando, por lo que es complicado reciclarlas y se requiere
de maquinas de alta tecnologia, aunque también resulta complejo el proceso y el
costo es 100 veces mas que su fabricacion, por otra parte, las cantidades
exorbitantes de bolsas de polietileno dispuestas en vertederos o si son incineradas

no son una solucién al problema.

Los componentes ambientales (suelo, agua, aire y biodiversidad) por la presencia
de bolsas plasticas cada vez se perjudican mas, esto se debe a que su composicion
quimica proviene de derivados del petréleo y aditivos quimicos, de este modo la
produccion en exceso de bolsas plasticas y al no ser dispuestas de manera correcta
provocan efectos negativos como; pérdida de calidad de los suelos, pérdida de la
calidad del aire, propagacion de enfermedades, emision de gases de efecto
invernadero, muerte por ingesta en especies marinas, disminucion del oxigeno,

contaminacion de los acuiferos y cuerpos de agua superficial.

En la desintegracion de las bolsas plasticas, los microplasticos (MCP) se incorporan
en el organismo humano, esto mediante la volatilizacién del MCP por el aire que
termina siendo inhalado por las personas y consumido a través de los alimentos, la
infiltracion del MCP por sustancias liquidas (precipitaciones y lixiviados) que
termina en el suelo, los MCP que se encuentra en el suelo que son adsorbidos por
las plantas mediante los pelos radiculares, el desprendimiento de MCP por el factor
radiacion y temperatura de los plasticos que terminan en cuerpos de agua, por otra
parte, el MCP por ser un material muy pequefio no es visible a la percepcion

humana y no se considera un problema (Oporto et al,. 2021).

Existe una variedad de organismos (bacterias, hongos e insectos) que tienen el
potencial de degradar los polimeros sintéticos con la ayuda de enzimas y rutas
metabdlicas (Zambrano, 2021). Por otra parte, la biodegradacion de plasticos por
algunos organismos es lenta, debido a su alto peso de moléculas, la fuerte union
guimica y la naturaleza hidrofébica del polimero, lo cual dificulta la biodegradacién
(Priya et al., 2022).



En esta investigacion se plante6 como problema de investigacion lo siguiente;
¢,Como es la biodegradacion de bolsas de polietiieno (PEBD) por accion del

Aspergillus sp y Penicillium sp usando un prototipo de biorreactor airlift?

Por lo tanto, este trabajo de investigacion se justifica en la parte ambiental, social y
econdémica, ya que las bolsas de polietileno (PEBD) tienen un alto indice de
repercusion negativa. En la parte ambiental teniendo la afectacion en la calidad del
aire, el suelo, el agua, la biodiversidad de los ecosistemas marinos y terrestres, en
este caso biodegradando las bolsas de polietileno (PEBD) se evita que terminen en
espacios naturales y provoquen problemas negativos en la biodiversidad, y calidad
ambiental, por otro lado, en la parte social afecta a la poblacién por la acumulacion
de residuos plasticos en espacios urbanos y rurales, de este modo eliminando las
bolsas de polietileno (PEBD) se reducen los efectos negativos de los microplasticos
en la salud de las personas, por ultimo en la parte econdmica, se aprovechan
microorganismos muy comunes en la materia organica descompuesta sin costo
alguno para eliminar las bolsas de polietileno (PEBD), asi reducir los gastos de
disposicion de residuos de polietileno (PEBD) que terminan en rellenos sanitarios y

se evita los gastos de recuperacion en areas afectadas por el polietileno (PEBD).

Por ello el presente trabajo abordé la biodegradacién de las bolsas de polietileno
(PEBD) y se plante6 como objetivo general: Determinar la eficacia de
biodegradacion de bolsas de polietilieno (PEBD) por accién del Aspergillus sp y
Penicillium sp usando un prototipo de biorreactor airlift, teniendo los siguientes
objetivos especificos:(i) Recolectar y almacenar el material experimental,(ii) Aislar
e identificar el Aspergillus sp de un trozo de naranja en descomposicion,(iii) Aislar
e identificar el Penicillium sp de un limén en descomposicion,(iv) Elaborar y usar un
prototipo de biorreactor airlift a escala de laboratorio para el proceso de
biodegradacion por accion del Aspergillus sp y Penicillium sp,(v) Comparar el
porcentaje biodegradado por accion del Aspergillus sp y Penicillium sp en una bolsa

de polietileno (PEBD) dividida en 4 partes.

La hipotesis de estudio es: Con la accion del Aspergillus sp y Penicillium sp se logra
biodegradar las bolsas de polietileno (PEBD) usando un prototipo de biorreactor
airlift.



Il. MARCO TEORICO

De acuerdo a los antecedentes tenemos los siguientes trabajos
desarrollados, a nivel nacional, Torres, A (2020), en su trabajo de investigacion tuvo
el objetivo de determinar si el Aspergillus niger era efectivo en la biodegradacion de
polietileno (PEBD). Donde su poblacién fue de 875 cm? equivalente a una bolsa
transparente de polietileno (PEBD), para su muestra uso laminas con medida de
4cm? cada una siendo un total de 10 lAminas utilizadas, donde también tuvo que
aislar e identificar el Aspergillus niger de una naranja putrefacta, usandose como
alimento el agar PDA para su desarrollo, para luego ser colocado en un biorreactor
Airlift que contenia caldo nutritivo acondicionado 6ptimamente con un pHde 5a 6
y aireacién por una bomba pequefia de acuario con temperaturas que oscilaban
entre 23 °C a 27 °C durante 10 dias que duro el proceso para tener resultados
efectivos de 6.9 % de biodegradacion de las laminas de polietileno (PEBD),

demostrando asi que el pH y temperaturas usadas fueron optimas.

Gonzales, V (2020), en su estudio tuvo como finalidad de determinar la capacidad
de biodegradacion con el uso de hongos filamentosos frente al polietileno (PEBD)
del vertedero de Cancharani ubicado en la Comunidad de Cancharani - Puno, los
hongos usados fueron; Aspergillus niger, Fusarium sp, Aspergillus Flavus,
Aspergillus fumigatus, Mucor sp. de los cuales el Aspergillus niger tuvo un
porcentaje de 64. 67 % de biodegradacion, donde se demostrd que este hongo tuvo
mayor masa de crecimiento que los otros hongos filamentosos durante 20 dias de
estudio a temperaturas que oscilaban de 20 a 30 °C, de este modo se evidencio y
corroboré mediante la técnica de Kavelman y Kendrick; concluyendo asi que el
Aspergillus niger forma un biofilm mas delgado y que desarrolla la biodegradacion

mas rapida.

Mostajo et al., (2021), en su trabajo evalué la eficiencia de degradacion de bolsas
de PEBD y PEAD, usando cepas de Aspergillus. Las cepas fueron aisladas de los
botaderos de bolsas plasticas del distrito de Calca y Sicuani; en el botadero de
Sicuani se aislaron 9 cepas, lo cual el 44 % de degradacion de bolsas de polietileno
corresponde a 3 cepas Aspergillus flavus y 1 cepa de Aspergillus orizae, y en el
botadero de Calca se aisl6 5 cepas, el cual el 40% de bolsas de polietileno degrado



corresponde a 1 cepa de Aspergillus fumigatus y 1 cepa de Aspergillus orizae. Las
especies mas eficientes en la degradacion de PEBD y PEAD fueron Aspergillus
orizae con el 24.13 % y Aspergillus fumigatus 23,15 %, evidenciando asi que los
consorcios de cepas de Aspergillus degradan bolsas de PEAD y PEBD, mostrando
una degradacion de mayor eficiencia en el PEBD de 11,6 % a comparacion del
PEAD de 7,45 %.

Gutiérrez (2019), en su proyecto de investigacion tuvo como objetivo biodegradar
polietileno de baja densidad (PEBD) usando bacterias, hongos y consorcios
microbianos aislados del botadero municipal de la ciudad de Tacna. Donde los
microorganismos fueron aislados de materiales plasticos procedentes del botadero;
donde fueron filtrados y seleccionados por medio de sales minerales, las cepas
identificadas fueron Bacillos sp, Acinetobacter sp, Pseudomonas sp,
Flavobacterium sp, Micrococcus sp, Rhodotorula sp, Penicillium vanoranjei,
Aspergillus sp, Saccharomyces cereviceae. La degradacion se observd mediante
la variabilidad de microfotografia de SEM, en un periodo de 70 dias teniéndose una
pérdida de peso 172,975 mg de PEBD dando un promedio equivalente de 2,08%
de biodegradacion de polietileno, el consorcio de hongos reporto un porcentaje de

6,54%, también se tuvo presencia de bacterias con un 69 % y levaduras 31%.

Andia y Perez (2020), en su investigacion tuvo como objetivo determinar la
utilizacion del hongo Aspergillus tubingensis en la eficiencia de la biodegradacion
de fragmentos plastico de polietileno (PEBD). El aislamiento del hongo se realiz6
en hojas degradadas y fue aplicado a una muestra de suelo agricola contaminado
por fragmentos de plastico del fondo santa rosa distrito de Lurin, el proceso de
biodegradacion se llevé a cabo en medio de cultivo de papa dextrosa agar a una
temperatura de 27°C y un pH 7.0, durante 90, 105 y 120 dias. Donde se observo la
degradacion de polietileno (PEBD) aplicando diferentes dosis de 20 ml, 30 ml, 40
ml de solucién de esporas, observandose asi una pérdida de peso, densidad y
dureza del polietileno para los 90 dias 58%, 76% y 81%, para los 105 dias 70%,
72%y 86% y para los 120 dias 67%, 74% y 76%, concluyendo que 40 ml es la dosis

Optima.



Hermoza, A (2019), en su investigacion tuvo como objetivo biodegradar polietileno
(PEBD) utilizando 2 microorganismos, una bacteria Pseudomona aeruginosa y un
hongo Aspergillus Brazilensis bajo condiciones de laboratorio en un biorreactor air
lift en santa clara — lima. Para biodegradar el polietiieno (PEBD) mediante el uso de
los microorganismos se usé 2 muestras de polietileno con concentraciones de 50
mg/L y 2 muestras de 100 mg/L coladas dentro del biorreactor air lift en condiciones
de laboratorio durante un periodo de tiempo de 7 dias. Los resultados obtenidos
para Pseudomona Aeruginosa acondicionada a una temperatura de 21.8°C con un
pH de 6.5 fue que ayudo a que se redujera el Polietileno PEBD en un 2 % con una
concentracion de 49 mg/L y OD de 6.8% y para Aspergillus brazilensis se redujo el
PEBD en un 7% teniéndose una concentracion de 93 mg/L a una temperatura de
22.1°C, 7.1 pHy 7.45 de OD.

Por otra parte, a nivel internacional, Ogunbayo et al., (2019), Estudié sobre la
Degradacion Microbiana de Residuos Plasticos Utilizando Aspergillus niger y
Pseudomonas Sp se aislaron los microorganismos para luego ser usados para
biodegradar el plastico, donde el medio estaba compuesto por hongos y bacterias
que contenia sulfato de magnesio (MgSOas), fosfato monopotasico (KH2POa),
fosfato dipotasico (K2HPOa), nitrato de amonio (NH4NQO3), cloruro de calcio (CaClz),
cloruro de hierro (FeCls), y agua. El pH del medio se ajust6é a 5.4 para hongos, 7.2
para bacterias y 6.0 para hongos y bacterias. Ambos experimentos se realizaron a
temperatura de ambiente y aerébicamente, he incubandose en un agitador rotatorio
de 120 rpm, se desarrolldé en un intervalo de 10 a 60 dias, teniendo como resultado
de degradacion de 7,2%, 12% y 15%. Donde se concluyé que ambos organismos
degradan el LDPE, pero el mas eficiente es el hongo Aspergillus niger.

Saenz et al., (2019), en su investigacion se experimentd la biodegradacion del
polietileno de baja densidad con hongos filamentosos usandose Aspergillus niger y
Aspergillus flavus, para la obtencion de los hongos se extrajo 3 muestras en 3
puntos diferentes del manglar ubicado en Ecuador, usandose un medio de cultivo
de extracto elaborado con el suelo y soluciones nutritivas, para luego ser incubados
en placas Petri a 37° C durante 4 dias, favoreciendo el desarrollo de las colonias y
asi identificar los hongos de interés para ser aislados en medio agar Sabouraud

durante 7 dias a 37° C y se inocularon en muestras de polietileno de baja densidad,



después de un tiempo establecido de 77 dias a 37 °C se observo la biodegradacion
para el Aspergillus niger de 35. 3% aproximado y por parte del Aspergillus flavus
de 22. 14%, evidenciandose asi grietas y crecimiento de biomasa en las muestras
de la superficie del polietileno con las bajas concentraciones de nutrientes.

Asia et al., (2019), en su investigacion estudiaron el uso de especies de hongos
del medio ambiente costero para biodegradar polietileno, donde se aislé hongos de
agua de mar en Karachi y se cultivaron con caldo nutritivo, asi identificando
Aspergillus niger y Penicillium spp para luego ser trabajado en agar dextrosa
Sabouraud en placas Petri con bolsas de polietiieno como Unica fuente de carbono,
se incubaron a 28°C durante una semana. Posteriormente se uso la prueba de
Strum en la que se obtuvo la degradacion de 30% Penicillium spp y para Aspergillus
niger 19%, para corroborar la informacion se realizaron analisis infrarrojo con
transformada de Fourier revelando asi que las cadenas de enlace estan
degradadas y la microscopia electrénica de barrido evidencio grietas en la
superficie y formacién de agujeros. La prueba de Strum y espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier proporcioné evidencia sélida de la degradacion.

Dsouza et al., (2021), estudiaron la utilizacion de un consorcio de hongos, como es
Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Aspergillus oryzaeen, los cuales se desarrollo
en condiciones de laboratorio con diferentes métodos en muestras de polietileno
(PEBD) y diferentes sustratos y aditivos, desarrollandose en periodos de 20, 30 y
55 dias. La degradacion se evidencio mediante microscopia electronica de barrido
(SEM), también la pérdida de peso en las muestras de polietileno de baja densidad;
tomandose asi en cuenta que esto se debe a la descomposicion del esqueleto de
carbono del PEBD por las enzimas fangicas segregadas y la formacion de
biopeliculas sobre el PEBD, lo que ayudo en la disminucion de la hidrofobicidad de
la superficie de contacto de los hongos y las muestras de PEBD, teniendo asi como
sustrato mas eficiente al caldo de papa dextrosa en el periodo de 55 dias y

mostrando en los resultados una pérdida maxima de peso de 26% y 15%.

Khan et al., (2023) en su investigacion se enfoco en el aislamiento del hongo
mesofilo Penicillium citrinum de suelos de los vertederos municipales de residuos

plasticos en Bhopal — India, para localizar el Penicillium citrinum se hicieron 16



registros de aislamientos de hongos de los vertederos municipales, para detectar
los hongos que degradan el polietileno se hizo una prueba en un medio de cultivo
de agar con sal mineral modificada con 3% de polvo de polietiieno LDPE como
fuente de carbono y un pH controlado. En la prueba de degradacion de LDPE el
Penicillium citrinum mostro una aceleracion de crecimiento colonial, con una
pérdida de peso de 38,82 + 1,08%, para aumentar la biodegradacion de LDPE se
hizo un pretratamiento con acido nitrico y se perdido un peso de 47,22 + 2,04 %,
los analisis de biodegradacion del LDPE se evidencio por la técnica FE-SEM,

técnica FTIR y técnica TGA, evidenciado asi un cambio en la superficie del LDPE.

Sowmya et al., (2015) en su investigacion evaluo la aislacion e identificacion del
hongo Penicillium simplicissimum por ser el mas predominante del vertedero
distrital en Shivamogga, el hongo fue aislado y se us6 en 3 pretratamientos
diferentes del polietileno LDPE en forma de disco de 1 cm de didmetro con peso de
0.10 mg, los tratamientos fue la esterilizacion en autoclave, esterilizacion en
superficie y exposicion a rayos UV. Los resultados de pérdida de peso y cambio en
su estructura fisica se verifico mediante las técnicas de SEM, FTIR y RMN, la
biodegradacion de los discos de LDPE de 1 cm por parte del Penicillium
simplicissimum con exposicién a UV estuvo en un 38% Yy un peso final de 0.062 mg,
la esterilizacion en autoclave fue de un 16% y un peso final de 0.084, y el
pretratamiento de esterilizacion en superficie fue de un 7.7 %y peso final de 0.0923,

siendo asi la méas efectiva con el pretratamiento la exposicion a UV.

Khruengsai et al., (2021), analizé la biodegradacion de 30 hongos de Tailandia en
medio de agar con sal mineral que contenia peliculas de polietileno de baja
densidad (LDPE). Donde se identific6 hongos como son Diaporthe italiana,
Thyrostroma jaczewskii, Collectotrichum fructicola y Stagonosporopsis citrulli, ya
qgue fueron los que mejor se desarrollaron con pelicula de polietileno LPPE como
Unica fuente de carbono en comparacion al Aspergillus Niger. Se cultivaron con
caldo nutritivo de sal mineral con una pelicula de polietiieno LDPE como unica
fuente de carbono durante 90 dias. Donde los hongos D. italiana, T. jaczewskii, C.
fructicola, S. citrulli y A. niger cultivados con polietilieno LDPE en pesos que van
desde 0,45a1,45,0,36a1,22,0,45a1,45,0,33a1,26.y 0,37 a 1,27 g/l; y teniendo



asi una pérdida de peso en las peliculas de polietileno LDPE de 1,56, 1,78, 0,43,
1,86y 3,34 MPa.

Oviedo et al.,, (2021), en su estudio evalu6 a tres cepas de hongos (con
caracteristicas filamentosas) aislados de la Antartida, desarrollandose en medios
liquidos para comprobar su capacidad de biodegradacion de polimeros, siendo
utilizados 10, 20 y 40 mg de LDPE (polietileno de baja densidad), PS (poliestireno)
y PU (poliuretano) como suministro de carbono. Las muestras de polimeros se
usaron sin pretratamiento y pretratamiento con UV de envejecimiento artificial
durante 500 h, se incubaron por 90 dias a 18 °C con especies del género
Penicillium, Geomyces y Mortierella, para evidenciar la biodegradacion de los
polimeros se evalud los pesos de los polimeros en el tiempo establecido y se
determind los cambios de la estructura quimica con FTIR, el pretratamiento
favorecié la biodegradacion para el Penicillium spp, donde degradd 28,34% de

poliuretano, 8,39 % de poliestireno y 3,53% de polietileno de baja densidad.

Entre las bases tedricas tenemos las siguientes; los microplasticos son un material
particulado que se encuentran en diversas formas en el entorno ambiental, de este
modo se tienen diferentes formas como: esferas, pellets, espuma, fibras,
fragmentos, cuentas y escamas, estas dependeran de la forma originaria del
plastico, el tiempo de degradacion y las condiciones que estan expuestas, la
mayoria de particulas de microplastico son de un tamafio de 5 mm, aunque el
termino es referido a un rango de 5 mm a 1 um de tamario, por otra parte hay otros
rangos de plastico, los cuales son nanoplasticos que son mucho mas pequefios de
1 um y otros como mega, macro y meso, estas son equivalentes a un rango mayor
de 5 mm (Castafieta, 2020).

El polietileno de baja densidad es un polimero termoplastico mas sencillo,
pertenece a la familia de los olefinicos, este polimero se encuentra formado por
multiples unidades repetidas de etileno, teniendo en cuenta que el termino
termoplastico es porque si se somete a altas temperaturas se convierte en un
material maleable, de este modo derritiéndose cuando se calienta demasiado y
endureciendo cuando esta en el frio, y es utilizado para diferentes productos como;
bolsas plasticas, tapas y peliculas de invernadero (Cahuana, 2019).



La contaminacion por plastico es una problematica que se categoriza en dos, esto
por los efectos de los macroplasticos y microplasticos, por lo general son
fragmentos provenientes de desechos plasticos como redes de pesca, bolsas de
polietileno, botellas plasticas, tapas de botellas, etc., de acuerdo a su tamafio
genera diferentes problemas a la biodiversidad, dentro de ello la mortandad de
varias especies marinas por ingesta o enredarse cuando terminan los plasticos en
sus habitats y se estima que constituye el 60% a 80% de residuos marinos (Buteler,
2019).

El biorreactor es un complejo sistema a base de diferentes tipos de recipiente que
permite controlar de manera precisa las condiciones fisicos y quimicos del medio,
el termino biorreactor hace referencia de manera amplia en el ambito de la
micropropagacion, donde hace relacion el empleo de medios de cultivo liquidos en
recipientes semiautomatizados para producir de manera intensificada a los

propagulos (Galan et al., 2018).

El biorreactor airlift es un sistema de reactor de caracter aerobio para fermentar, el
cual usa corriente de aire como parte fundamental para su uso, donde la aireacion
forma parte de manera inherente para la recirculacion de componentes sensibles a
la agitacibn mecanica como células vegetales, microalgas, cultivos de tejidos,
cianobacterias, hongos filamentosos y los medios de cultivo liquido dentro del
reactor, por otro lado, el disefio tipico del biorreactor airlift contiene un tubo que
inyecta aire desde el fondo del reactor, de este modo el aire entra a velocidad e
impulsa el contenido del reactor y provoca burbujas en el medio de cultivo liquido
que suben a la parte superficial generando una corriente de arrastre, provocando
asi un flujo para arriba y este flujo al llegar arriba pierde velocidad por liberar las
burbujas, luego aumenta la densidad y por gravedad fluye ahora hacia abajo con
una minima concentracion de aire disuelto, generando asi la recirculacion,
(Barrientos et al., 2014).

La biodegradacion es la descomposicion de un material o sustancia natural o
quimica de manera aerobia y anaerobia, esto mediante de la accion fisica, quimica
0 enzimatica de algunos organismos en condiciones normales del medio ambiente,

entre ellos tenemos los siguientes: hongos, algas, bacterias e insectos, por otra
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parte, la biodegradacion por los organismos transforma a los componentes
quimicos o naturales en compuestos simples, asimilables y no deja residuos, de

este modo son metabolizados e incorporados como nueva biomasa (Simon, 2021).

El Aspergillus spp estd conformado por hongos filamentosos hialino, saprofito,
pertenecientes al filo de Ascomycota, estos organismos se encuentran
conformados por hifas hialinas septadas y se reproducen de manera sexual
(formacién de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (formacion de conidios),
dentro de este género existen un aproximado de 180 especies, pero solo el 40 de
ellas tienen efectos infecciosos en los seres humanos y otros organismos, las
especies se pueden diferenciar por el tamafio que tienen, etapa de crecimiento,
textura (aterciopelada, granular, algodonosa), pigmento de la colonia (verde, negro,
marron, etc.) y esta pigmentacion se encuentra casi siempre presente en las
estructuras aéreas, tanto en la parte de los micelios como en la parte de las cabezas
conidiales, por otra parte, este género es uno de los principales en secretar el
metabolito de micotoxina (sirve como medio de defensa contra otros organismos

cuando se esta degradando el material organico), (INSST, 2021).
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Tabla 01. Descripcion de algunas especies del género Aspergillus

Seccit E ) Descripcién Descripcion
eccion species o _ o
macroscdépica microscoépica
Grupo pulverulentas, ) )
) q ot bl Tienen cabeza aspergilar
i comienzan de color blanco
Aspergillus flavus. eri . | uniseriada o biseriada,
; ; y posteriormente se vuelve ] .
Aspergillus nominus, . estipetes espiculados y
Asperaillus a un color verde amarillento o
perg § i . conidios omamentados.
- a verde oliva. Reverso
FLAVI parasiticus. ool b Los conidios se organizan
: - incoloro, a veces cambian )
Aspergillus tamarii. _ ) _ de forma radiada.
de amarillo a marron - rojo.
Conidioforos largos vy
b n d o al lisos, los conidios son
i ; igmentaciéon de marrén a
Aspergillus niger. Coloni omamentados de color
: negro, olonias ) )
Aspergillus I col 4o negroo café, organizadas
; ; granulosas. olor e _
NIGRI tubingensis. _ , de forma radiada, cabeza
A il incoloro a  amarillento ) o
spergiius Jid aspergilar principalmente
S palido. L
japinicus. biseriada, algunas
especies uniseriadas.
Grupo algodonosas Las hifas pueden dar
Aspergillus terreus. ocasionalmente origen a conidios
Aspergillus pulverulentas de pigmento accesorios. La cabeza
TERREI alabamensis. marrén - terracota y aspergilar es biseriada y
Aspergillus pigmento amarillento en la los conidios se organizan
pseudoterreus. parte reversa. de forma columnar.
Aspergillus
fumigatus. Conidi6foros cortos lisos,
Aspergillus lentulus. Colonias inicialmente vesicula en forma de
Aspergillus aterciopeladas pueden clava. La cabeza es
udagawae tornarse pulverulentas pequefia uniseriada, las
Aspergillus felis finas. Inicialmente blancas fidlides se ubican sobre
Aspergillus luego verde o gris con los dos tercios superior de
FUMIGA hiratsukae bordes claros y reverso la vesicula. Los conidios
Tl Aspergillus variable. se organizan de forma
e columnar
fumigatiaffini.

Aspergillus fischeri

Fuente: Organizacién Panamericana de la Salud (2019)

12



Entre algunos Aspergillus sp degradadores de polietileno tenemos al Aspergillus
niger, este es un hongo filamentoso que se puede encontrar muy facil en la
naturaleza, este organismo se desarrolla en la materia organica en
descomposicion, el polvo, en el suelo y también en los hospitales, en cuanto a su
coloracién es negra a negra grisacea y suele hallarse este color en el micelio, y la
cabeza conidial, tiene un conidioforo liso largo, una vesicula globosa que es
seguida por métulas y luego por fialides biseriados, por otra parte, este organismo
tiene un modo de reproduccién asexual, donde los fidlides producen conidios
(esporas con pigmentacion negra y rugosa), considerando también que los conidios
o esporas del Aspergillus niger pueden tolerar 70 °C y cuando estas se encuentran
germinando producen las hifas, estas hifas tienen caracteristicas traslicidas y

septadas (Espinoza y Hernandez, 2021).

Tabla 02. Taxonomia del Aspergillus niger

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Eurotimycetes
Orden Eurotiales
Familia Aspergillaceae
Género Aspergillus
Especie Aspergillus niger

Fuente: Cordova (2020)

El Aspergillus fumigatus es un hongo saprotréfico que habita comiunmente en el
suelo sobre la materia organica en descomposicion, este organismo se ha adaptado
y aprendido a proliferar en ambientes hostiles, también cumple un rol importante en
el reciclaje del carbono y nitrégeno que esta en el ambiente, se reproduce de
manera asexual por la esporulacién de conidios (son equinulados verdes de 2,5 a
3 um de diametro) que se encuentran en las cadenas de los fialides (son verdes o
blancas de 6 a 8 por 2 a 3 um), los fialides del Aspergillus fumigatus se encuentran
clavados directamente en las vesiculas (tiene ausencia de métulas), por otra parte,
la reproduccién sexual es por la union de hifas produciendo ascosporas (Latgé,
2019).
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El Penicillium spp esta conformado por hongos filamentosos hialino, sapréfito
perteneciente al filo Ascomycota, de manera macroscopica se evidencia muy rapido
el crecimiento de las colonias, este género al inicio de su desarrollo es color blanco
y mientras se desarrolla mas cambia a un color azul, verde, tonos rosados, gris
oliva o azul verdoso, teniendo un reverso amarrillo cremoso, en cuanto a la textura
es de acuerdo a la especie y esta puede ser plana, filamentosa, algodonosa o
aterciopelada y en algunos casos presenta gotas de exudado, por otro lado,
microscopicamente tienen hifas septadas, lo conidiéforos tienen ramas secundarias
denominadas métulas y estas son de forma cilindrica con pared lisa, portando
también las especies de este género de 3 a 6 fidlides en apariencia de matraz; de
lo cual brotan largas cadenas no ramificadas de conidios formando el penacho o
pincel que es rasgo distintivo del género (INSST, 2022).
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3.1.

3.2.

METODOLOGIA

Tipo y disefio de investigacion

3.1.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion fue de tipo aplicada, ya que se puso en practica
informacion de hallazgos de relevancia ante la problemética que se busco
minimizar, segun Arias y Covinos, (2021), esta se caracteriza por usar o
emplear conocimientos que se requieran para resolver problemas o
situaciones especificas. Por otro lado, esta investigacion tuvo un enfoque
cuantitativo, de acuerdo a Sanchez, (2019), en este enfoque se utiliza la
recopilacion de informacion para probar supuestos y estableciendo asi
pautas, teniendo entre sus caracteristicas la medicion numérica de los datos
recogidos y prediccion de la ocurrencia del fenbmeno o problema a abordar.
En tal sentido, este trabajo de investigacién se basé en el peso y tiempo de

biodegradacion de las 4 partes de una bolsa de polietileno (PEBD).

3.1.2. Disefo de investigacién

En cuanto al disefio de esta investigacion fue experimental, ya que se
manipulo la variable independiente, evidenciado asi una causa y efecto hacia
la variable dependiente, demostrando un cambio significativo o considerable.
De acuerdo a Alban et al., (2020), donde nos menciona que una
investigacion experimental se somete una o mas variables de un estudio a
condiciones, estimulos o tratamientos, esto con el fin de tener el control del

aumento o disminucién de las variables estudiadas.

Variable y Operacionalizacion
3.2.1. Variable independiente:
Accion del Aspergillus sp y Penicillium sp

3.2.2. Variable dependiente:
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3.3.

3.4.

Biodegradacion de bolsas de polietileno (PEBD)

Poblacién, muestray muestreo
3.3.1. Poblacion:

La poblacion del presente trabajo estuvo conformada por todas las bolsas de

polietileno (PEBD) de la provincia de Chiclayo.

e Criterio de inclusion: Bolsas de polietileno (PEBD) que se encuentran
dentro de la provincia de Chiclayo.
e Criterio de exclusion: Bolsas de polietileno (PEBD) que se encuentran
fuera de la provincia de Chiclayo.
3.3.2. Muestra:

La muestra fue de 88 bolsas de polietileno (PEBD) provenientes del limite
noreste del pueblo joven San Borja ubicada en la Lat: - 6.74998166 y Long:
- 79.80744816 que se encuentra dentro del distrito de José Leonardo Ortiz.

3.3.3. Muestreo:

En esta investigacién el muestreo fue no probabilistico por conveniencia
sistematico, de acuerdo a ello, la seleccién de la muestra dependié de las
caracteristicas o criterios que se consideraron, en tal sentido se seleccion6

una cantidad minima y extraida solo una vez (Otzen, 2017).
3.3.4. Unidad de anélisis:

La unidad de andlisis fue 1 bolsa de polietileno (PEBD) dividida en 4 partes
(cada parte por una unidad de biorreactor airlift).

Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos
3.4.1. Técnica de recoleccidén de datos:

La observacion, de acuerdo a Lopez et al., (2021), nos menciona que este

meétodo es la base del saber en el mundo y la actividad cientifica, para ello
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3.5.

se requiere tener la atencion fijada hacia el objeto de estudio, de acuerdo a
lo mencionado, esta se basa en la atencion o enfoque de percepcion en los

criterios que se estén observando.
3.4.2. Instrumento de recoleccion de datos:

Ficha de toma de datos, este instrumento fue hecho por los autores y sirvié

para el desarrollo de la investigacion.

Procedimientos
Recoleccion de la muestra experimental

1) En la recoleccion de la muestra experimental se selecciondé como area de
extraccion el limite noreste del pueblo joven San Borja ubicada en la Lat:
- 6.74998166 y Long: - 79.80744816 que se encuentra dentro del distrito
José Leonardo Ortiz.

; Area de recoleccion de la muestra experimental

l Limite noreste del pueblo joven San Borja en direccion ala Urbanizacion Casa Blanca - Primera etapa h
o= Yo WA N
{; R

I -6.74998166 - 79.80744816
9 BLANCA {
g © OAC CASABLANCA- CENTENARIO

Figura 01. Ubicacion del area de recoleccion de la muestra experimental.

Fuente: Elaboracion propia.
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2) En el limite noreste del pueblo joven San Borja, donde se procedi6 a
recolectar la muestra de 88 bolsas de polietieno (PEBD) que se
encontraban tiradas, las bolsas de polietileno (PEBD) tienen las siguientes
caracteristicas: brillosidad, flexibilidad y poco opacas en trasparencia.

Figura 02. Recoleccién de bolsas de polietileno (PEBD).
Fuente: Elaboracién propia.
3) La muestra de 88 bolsas de polietileno (PEBD) se colocaron en una bolsa

zZiploc de un kilogramo rotulada con la fecha de recoleccion, cantidad del

contenido y el material recolectado.

Figura 03. Muestra de bolsas de polietileno (PEBD) en bolsa ziploc rotulada.

Fuente: Elaboracién propia.
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4) La muestra recolectada de 88 bolsas de polietileno (PEBD) se llevo al

interior de la casa que se encuentra situada en la calle las Colinas 157
ubicada en la Lat: -6.7601629 y Long: -79.82422773. El lugar se escogio

por ser un area sin mucho viento e iluminado.

Frwj d-a | T e [ W o ol OFY= . “EEREIEN P 3 b g L bt B SRR LA

| Area de esterilizacion de bolsas de polietileno (PEBD) 7, | Leyends i

!
& |
| Calle Las Calinas 157 7 ‘ ¢ -B.7601629-79.82422173 !
i
'

# ‘ Q Agente Banco de la Nacidn
" O Botica Nathly

, 9 Comisaria Atusparias

© Mercado Atusparias
O Panaderia y Pasteleria Mariem

| W7 Vb0t
clegatem / g\ ‘,‘ \
7 ‘ ‘/, \\ (‘
' * MWL
Ff 2.5 ¥
l‘ 1' t LM |

Figura 04. Ubicacion del area de esterilizacion de bolsas de polietileno (PEBD).

Fuente: Elaboracién propia.
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5) En la casa que se encuentra calle las Colinas 157 se uso un criterio de
seleccion para las bolsas de polietileno (PEBD), donde se escogi6é solo
las que no se encontraban rotas, teniendo un total de 64 bolsas de
polietileno de diferentes tamafos (PEBD) no rotas y descartando a 24
bolsas de polietileno (PEBD) por estar rotas, después se lavaron con agua

destilada.

Figura 05. Seleccion y lavado de las bolsas de polietileno (PEBD).

Fuente: Elaboracién propia.

6) Las bolsas seleccionadas se guardaron en un recipiente de vidrio con
alcohol de 70° por un periodo de 8 dias, luego se lavaron con agua
destilada y posteriormente se volvieron a guardar en el recipiente de

vidrio.

Figura 06. Guardado de bolsas de polietileno (PEBD) en recipiente de vidrio con alcohol.

Fuente: Elaboracién propia.
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Aislacion del Aspergillus sp

1) Se recolecto6 un trozo de naranja en descomposicion con la presencia del
Aspergillus sp de la planta de valorizacion de residuos soélidos organicos
de la Municipalidad Provincial de Chiclayo (PVRSOMPC) ubicada en la
Lat: -6.7769477 y Long -79.8786008, luego el material recolectado con

presencia del Aspergillus sp se colocé en un vaso de recoleccion de

muestra.

Figura 07. Recoleccién de muestra con presencia de Aspergillus sp de la PYRSOMPC.

Fuente: Elaboracion propia

2) El vaso de recoleccién de muestra conteniendo el trozo de naranja en
descomposiciéon se llevd al laboratorio de LDP Peru (laboratorio
fitopatoldgico) que se encuentra en la MZ A lote 11 Sol de la Alameda
Real - Los portales — Lambayeque ubicado en la Lat: -6.69565481 y Long:
-79.89350718.

669565481 79 80360718

Figura 08. Area de ubicacion del laboratorio LDP Perd.

Fuente: Elaboracion propia.
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3) En el laboratorio de LDP Peru se utilizaron placas petri esterilizadas en un
esterilizador marca Ovens a 150 °C durante 60 minutos y luego se

estilizaron en autoclave a 120 °C y 15 Ib de presion por 20 minutos.

Figura 09. Esterilizacion de placas petri en esterilizador y autoclave.

Fuente: Imagen fotografica de Laboratorio de LDP Peru.

4) Alas placas petri se les colocé un medio de cultivo de 20 ml de PDA (papa,
dextrosa, agar granulado), previa a la colocacion del medio de cultivo se
preparé un medio de 7.8 gramos de PDA y 200 ml de agua destilada en
un matraz erlenmeyer de 250 ml dentro de una cadmara de flujo laminar

para evitar contaminacion.

Figura 10. Medio de cultivo PDA y pesado de medio de cultivo PDA en gramos.

Fuente: Imagen fotografica de Laboratorio de LDP Peru
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5) Las placas petri con el medio de cultivo PDA se dejaron 24 horas en la
camara de flujo laminar a temperatura ambiente para que se solidifique el
PDA y también evidenciar si no se han contaminado con otros

microorganismos las placas Petri.

Figura 11. Placas petri en camara de flujo laminar.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

6) Una vez verificado que no se contaminaron los medios de cultivo de PDA
en las placas petri, se comenzo a extraer el micelio del Aspergillus sp con
una jeringa médica (previamente estilizada con un mechero) del pedazo
de naranja en descomposicién e inocularla usando la técnica de siembra

por punto en el medio de cultivo de PDA.

7) Las placas petri con el medio de cultivo PDA inoculado con el Aspergillus
sp se envolvieron en papel craff y se incubaron en un horno de laboratorio
BIOBASE durante 6 dias a temperatura de 25 a 28 °C.

BIOBASE

Figura 12. Placas petri en el horno de laboratorio.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.
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Aislacién del Penicillium sp

1) Se recolect6 un limén en descomposicion con la presencia del Penicillum
sp de la planta de valorizaciébn de residuos solidos organicos de la
Municipalidad Provincial de Chiclayo (PVRSOMPC) ubicada en la Lat: -
6.7769477 y Long -79.8786008, luego el material recolectado con

presencia del Penicilium sp se colocé en un vaso de recoleccion de

muestra.

Figura 13. Recoleccién de muestra con presencia de Penicillium sp de la PYRSOMPC.

Fuente: Elaboracion propia

2) El vaso de recoleccion de muestra conteniendo el limén en
descomposicion se llevé al laboratorio de LDP Peru (laboratorio
fitopatoldgico) que se encuentra en la MZ A lote 11 Sol de la Alameda
Real - Los portales — Lambayeque ubicado en la Lat: -6.69565481 y Long:
-79.89350718.

Laboratorio de LDP Peri
MZ Alote 11 Sol de la Alameda Real - Los portales - Lambayeque [l \ d ¢ 669565481 -TO.B93E0T1E

eatis — milSREREy O |anNomER
yr  F g -

Figura 14. Area de ubicacién del laboratorio LDP Perd.

Fuente: Elaboracién propia
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3) En el laboratorio de LDP Peru se utilizaron placas petri esterilizadas en un
esterilizador marca Ovens a 150 °C durante 60 minutos y luego se

estilizaron en autoclave a 120 °C y 15 Ib de presion por 20 minutos.

Figura 15. Esterilizacion de placas petri en esterilizador y autoclave.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

4) En las placas petri se les coloc6 un medio de cultivo de 20 ml de PDA
(papa, dextrosa, agar granulado), previa a la colocacion del medio de
cultivo se prepar6 un medio de 7.8 gramos de PDA y 200 ml de agua
destilada en un matraz erlenmeyer de 250 ml dentro de una camara de

flujo laminar para evitar su contaminacion.

SF-400 E i
—

Figura 16. Medio de cultivo PDA y pesado de medio de cultivo PDA en gramos.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

25



5) Las placas petri con el medio de cultivo PDA se dejaron 24 horas en la
camara de flujo laminar a temperatura ambiente para que se solidifique el

PDA y también evidenciar si no se han contaminado con otros

microorganismos las placas petri.

Figura 17. Placas petri en camara de flujo laminar.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

6) Una vez verificado que no se contaminaron los medios de cultivo de PDA
en las placas petri, se comenzo a extraer el micelio del Penicillium sp con
una jeringa médica (previamente estilizada con un mechero) del limén en

descomposicion e inocularla usando la técnica de siembra por punto en el

medio de cultivo de PDA.

Figura 18. Inoculacion del Penicillium sp en placa petri.

Fuente: Imagen fotografica de Laboratorio de LDP Peru.
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7) Las placas petri con el medio de cultivo PDA inoculado con el
Aspergillus sp se envolvieron en papel craff y se incubaron en un
horno de laboratorio BIOBASE durante 6 dias a temperatura de 25 a
28 °C.

Figura 19. Placas petri en el horno de laboratorio.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.
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Identificacidon del Aspergillus sp:

1) Se retiraron las placas petri del horno de laboratorio después de los 6 dias

y se desenvolvieron del papel craff.

Figura 20. Placa petri con el Aspergillus sp.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

2) En la identificacion microscépica del Aspergillus sp se uso el método

de la cinta adhesiva transparente (Rush-Munro) o montaje directo con

azul de lactofenol, donde se hizo lo siguiente:

Se us6 un mechero para esterilizar los materiales durante el
proceso de identificacion.

Se rompié un trozo de cinta adhesiva transparente y se colocé
en una pinza para que la sostenga (se sostuvo solo un lado y
la parte adhesiva mirando abajo).

Se colocé una gota de azul de lactofenol sobre un porta objeto.
Se abrié una placa petri y con la pinza que sostenia la cinta
adhesiva se introdujo en la placa petri para que se adhiera una
parte de la colonia del Aspergillus sp.

Se coloco la parte adherente de la cinta adhesiva sobre el azul
de lactofenol que se encontraba en el porta objeto.

Se llevé el porta objeto a un microscopio y se observé a una
medida de lente de 40X las siguientes caracteristicas del
Aspergillus sp como los conidios, vesicula, conidiéforo y
cabeza.
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Figura 21. Caracteristicas microscépicas del Aspergillus sp.

Fuente: Imagen microscdpica de laboratorio de LDP Peru.
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Identificacidn del Penicillium sp

1) Se retiraron las placas petri del horno de laboratorio después de los 5 dias

y se desenvolvieron del papel craff.

Figura 22. Placa Petri con el Penicillium sp.

Fuente: Imagen fotografica de laboratorio de LDP Peru.

2) En la identificacion microscopica del Penicillium sp se uso6 el método de la
cinta adhesiva transparente (Rush-Munro) o montaje directo con azul de

lactofenol, donde se hizo lo siguiente:

e Se usO un mechero para esterilizar los materiales durante el
proceso de identificacion.

e Se rompid un trozo de cinta adhesiva transparente y se coloco en
una pinza para que la sostenga (se sostuvo solo un lado y la parte
adhesiva mirando abajo).

e Se coloco una gota de azul de lactofenol sobre un porta objeto.

e Se abri6 una placa petri y con la pinza que sostenia la cinta
adhesiva se introdujo en la placa petri para que se adhiera una
parte de la colonia del Penicillium sp.

e Se colocd la parte adherente de la cinta adhesiva sobre el azul de
lactofenol que se encontraba en el porta objeto.

e Se llevo el porta objeto a un microscopio y se observé en el lente
de 40X las caracteristicas del Penicillium sp como los conidios,

fidlides, métula, ramas, ramillas y conidioforo.
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Figura 23. Caracteristicas microscépicas del Penicillium sp.

Fuente: Imagen microscopica de laboratorio de LDP Peru.
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Biodegradacion de las bolsas de polietileno (PEBD) por el Aspergillus

sp y Penicillium sp

1) Se recibieron cepas de Aspergillus sp y Penicillium sp purificadas en
placas petri (en la purificacion se hicieron repiques en el laboratorio LPD
Peru de los hongos en medios de cultivos PDA para tener cepas puras),
luego las placas petri con las cepas se llevaron al laboratorio de quimica
de la Universidad César Vallejo y después se colocaron en un horno de

laboratorio a 30 °C.

Figura 24. Placas petri conteniendo Aspergillus sp y Penicillium sp a 30 °C.

Fuente: Elaboracion propia.
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2) Se elabord 4 unidades de 1 prototipo de biorreactor airlift a escala de

laboratorio, donde se hizo lo siguiente:

e Se usaron 4 frascos de vidrio (esterilizados en autoclave a 121 °C y
15 Ib de presién por 15 minutos) de 2.1 litros con previos agujeros
en la tapa (se hizo agujeros con un taladro teniendo una broca
punta diamante pequefa) para elaborar 4 unidades de un prototipo
de biorreactor airlift, donde los frascos de vidrio contenian 700 ml
de medio cultivo liquido a base de 9.1 gramos de caldo nutritivo
(peptona, cloruro de sodio, HM peptona y extracto de levadura) y

700 ml de agua destilada.

Caracteristicas del frasco de cada unidad de birreactor airlift:

- Forma: Recipiente cuadrado.
- Ancho: 11. 4 cm.

- Diametro: 11.4 cm.

- Altura: 27 cm.

- Longitud: 13.4 cm.
- Profundidad: 25 cm.
- Capacidad: 2.1 It.

Figura 25. Esterilizacién de frascos conteniendo caldo nutritivo en autoclave a 121 °C.

Fuente: Elaboraciéon propia
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e En el medio de aireacion para las 4 unidades del prototipo de
biorreactor airlift se usaron 2 bombas de aire de pecera de doble
salida de 5w con flujo de aire 2x4L / min de marca SOBO y presion
de 0.02 Mpa, donde la aireacién en cada unidad de prototipo se
us6 una venoclisis, la venoclisis se introdujo en cada unidad de

biorreactor airlift para que se pueda oxigenar y mantener sin

contaminacion de otros organismos.

Figura 26. Verificacion de cada unidad de P. biorreactor airlift para evitar fugas de aire.

Fuente: Elaboracion propia.

3) Previo a la aireaciéon de cada unidad de prototipo de biorreactor airlift se

hizo lo siguiente:

e Los frascos con el contenido del medio de cultivo liquido de 700 ml
se dejaron en la campana de extraccion por 3 dias para evidenciar

si se han contaminado con otro microorganismo.

Figura 27. Frascos conteniendo caldo nutritivo en campana de extraccion.

Fuente: Elaboracion propia.
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e Después los 3 dias se us6 una muestra de 100 ml de caldo nutritivo
de un medio de cultivo liquido desarrollado aparte para analizar el
pH como se encontraban antes de hacer los indculos, en el analisis
indico que el medio tiene un pH de 6.07, después se bajo el pH a
5.0 con 11.02 mililitros de acido acético al 5% (este dato fue
aplicado a cada unidad de biorreactor para que su pH oscile en un

rango de 5.0 a 6.0).

RS
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™

Figura 28. Muestra de 100 ml de caldo nutritivo bajado a pH de 5 con &cido acético al 5%.

Fuente: Elaboracion propia.
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e Luego se desarrollaron 2 concentraciones de 100 ml usando agua
destilada con las esporas de Aspergillus sp y de Penicillium sp
purificadas, donde se hizo lo siguiente en una campana de
extraccion para evitar contaminacion y desinfectada con alcohol de
96° por cada concentracion de cepa:

- Las placas petri con las cepas de Aspergillus sp y Penicillium
sp se retiraron del horno de laboratorio.

- En 2 matraces erlenmeyer de 100 ml se afiadié 100 ml agua
destilada.

- Se abre individualmente cada placa petri, luego en la parte
superficial de las cepas de Aspergillus sp y Penicillium sp que
estan en los medios de cultivo se extrajo 10 inéculos de
esporas con un asa bacteriologica y se colocoé en matraces
Erlenmeyer de 100 ml.

- Los matraces erlenmeyer se taponearon con algodoén y luego

se agitaron para homogenizando el contenido.

Figura 29. Concentracién de dosis de in6culos de Aspergillus sp y Penicillium sp.

Fuente: Elaboracién propia.
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e De los 2 matraces Erlenmeyer con 100 ml, se inocul6 20 ml de

concentracion con esporas del Aspergillus sp a 2 frascos de vidrio

y 20 ml de concentracion con esporas del Penicillium sp a los 2

/

frascos de vidrio restantes.

Figura 30. In6culos de concentracion de 20 ml con Aspergillus sp y 20 ml con Penicillium sp.
Fuente: Elaboracion propia.

e Los 4 frascos de vidrio inoculados con Aspergillus sp y Penicillium
sp se dejaron en la campana de extraccibn a condiciones del
ambiente por 4 dias para evidenciar enturbiamiento del medio de

cultivo, lo cual significa que los hongos se estan desarrollando bien.

Figura 31. Frasco de vidrio previamente inoculados con enturbiamiento.

Fuente: Elaboracion propia.
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4) Al quinto dia después de la inoculacion, las bolsas de polietileno (PEBD)
que se guardaron en el recipiente de vidrio se retiraron y luego se
selecciond 1 bolsa de polietiieno (PEBD) para ser dividida en 4 partes,

después cada parte de la bolsa de polietileno (PEBD) se pesé en una

balanza analitica.

Figura 32. Seleccion de la bolsa de polietileno a usar para cada unidad de prototipo airlift.

Fuente: Elaboracion propia.

5) Se monitoreo el pH y temperatura de todo el proceso después de los 5
dias que se inocularon los hongos en cada unidad de prototipo de
biorreactor airlift, y acondicionando el pH con &cido acético al 5% para que
oscile en un rango de 5.0 a 6.0.

6) Las 4 partes de la bolsa de polietileno (PEBD) seleccionada se lavaron
con agua destilada y luego se colocaron en cada unidad de prototipo de
biorreactor airlift, posteriormente se dejaron un periodo de 9 dias para que
los hongos puedan usar las bolsas de polietileno (PEBD) como fuente de

carbono.
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Comparacion de la biodegradacion del Aspergillus sp y Penicillium sp:

1) Una vez haber pasado 9 dias desde que se colocé las 4 partes de la bolsa
de polietileno (PEBD) por cada unidad de prototipo de biorreactor airlift,
se procedi6é a extraer cada una parte de la bolsa de polietilieno (PEBD),
luego se dejaron secar a temperatura ambiente y siguientemente se
pesaron en una balanza analitica.

2) Los datos obtenidos de la balanza analitica del peso inicial (Pi) y peso final
(Pr) en gramos (g) de las 4 partes de la bolsa de polietileno (PEBD) se
convirtieron a miligramos (mg) con la siguiente formula:

Formula 1

. . ) 1000 mg

Cantidad obtenida en (mg) = Peso obtenido en (g) X W

3) Los datos en miligramos se usaron para determinar el porcentaje
biodegradado por los hongos, donde estos datos fueron usados en la
siguiente formula:

Formula 2
% Biodegradado de (PEBD) L A x 100
i
4) Los datos obtenidos de la féormula para porcentaje biodegrado de las 4
partes de la bolsa de polietileno (PEBD) por el Aspergillus sp y Penicillium
sp se usaron para determinar quién consumié mas en el tiempo

establecido.
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Recoleccion y almacenamiento del material experimental
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Figura 33. Diagrama del procedimiento para la biodegradacion de las bolsas de polietileno

(PEBD).

Fuente: Elaboracion propia
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3.6.

3.7.

Método de analisis de datos

En cuanto al método de analisis de datos de esta investigacion, se uso el
analisis estadistico descriptivo, ya que la informacién registrada en las fichas
de toma de datos de los procesos de biodegradacion fue tabulada en una
hoja de calculo de Microsoft Excel 2021, donde se presentaron tablas y

graficos de los datos recopilados.

Aspectos éticos

En el desarrollo de esta investigacién se ha tomado en cuenta los criterios
gue se usaron en los antecedentes para que tenga autenticidad, publicados
en revistas cientificas, repositorios y documentos, y sea veridico en los
respectivos analisis que seran ejecutados dentro de los laboratorios de la
Universidad César Vallejo, esto sin alterar los resultados obtenidos,
demostrando asi resultados de vital importancia, por otra parte, la
informacion utilizada sera citada correctamente basandose en la norma ISO
690, respetando el derecho de los autores de dicha informacion y también

respetando el % permitido en el software Turnitin.
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V. RESULTADOS

Ubicacién del area de estudio para extraccion de material experimental.
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Figura 34. Area de estudio.

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 34 se observa el area de estudio ubicada en el limite noreste del
pueblo joven San Borja (Lat: - 6.74998166 y Long: - 79.8074481680744816)
perteneciente al distrito José Leonardo Ortiz — provincia de Chiclayo, esta area
fue seleccionada por conveniencia para la recoleccion de la muestra, ya que es
un punto que se utiliza como botadero ilegal donde terminan gran cantidad de
los residuos soélidos de la poblacion aledafia y pobladores de paso de otras

zZonas.

A continuacion, se detallardn los resultados obtenidos de la presente

investigacion.
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1. Teniendo en cuenta el primer objetivo: Recolectar y almacenar el material

experimental.

1.1 Recoleccion del material experimental.

Figura 35. Recoleccion de la muestra en el &rea de estudio y rotulado de la bolsa ziploc.

Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 35 se observa el proceso de recoleccion para obtener la muestra
de estudio que fue un total de 88 bolsas de polietileno (PEBD) con las siguientes
caracteristicas: Brillosidad, flexibilidad y poco opacas en trasparencia, luego la
muestra se coloco en una bolsa ziploc de un kilogramo y se rotulé indicando la
cantidad de bolsas, fecha de recoleccién y el tipo de plastico con las

caracteristicas antes especificadas.

1.2 Almacenamiento del material experimental.

Figura 36. Separacién de las bolsas de polietileno (PEBD).

Fuente: Elaboracién propia.

43



Tabla 03. Tipo de polimero, caracteristicas, cantidad rotas y no rotas de las
bolsas de polietileno (PEBD).

Tipo de polimero Caracteristicas Cantidad no rotas Cantidad rotas

Las bolsas de PEBD

se caracterizan por su
64 bolsas de
PEBD flexibilidad, brillosidad PEBD 24 bolsas de PEBD
y poca opacas en

transparencia.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 37. Lavado de bolsas de polietileno (PEBD) y guardado en recipiente de vidrio con alcohol.

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 36 y 37 se observa el proceso después de haber colocado la
muestra de 88 de bolsas de polietileno (PEBD) en la bolsa ziploc, esta muestra
se llevd a la casa que se encuentra situada en la calle las Colinas 157 ubicada
en la Lat: -6.7601629 y Long: -79.82422773, luego se usO un criterio de
seleccion en las bolsas de polietiieno (PEBD), donde se descart6 24 rotas y
selecciond 64 no rotas como se observa en la figura 36 y tabla 03, luego se
lavaron las bolsas seleccionadas con agua destilada, después se guardaron en
un recipiente de vidrio con alcohol de 70° por un periodo de 8 dias y
seguidamente se volvieron a lavar con agua destilada y se guardaron en el

recipiente de vidrio.
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2. Teniendo en cuenta el segundo obijetivo: Aislar e identificar el Aspergillus sp de

un trozo de naranja en descompaosicion.

2.1 Recoleccién de un trozo de naranja con presencia del Aspergillus sp de la
planta de valorizacion de residuos sélidos organicos de la Municipalidad
Provincial de Chiclayo (PVRSMPC).

Figura 38. Recoleccién de un trozo de naranja con presencia del Aspergillus sp.

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 38 se observa la recoleccibn de un trozo de naranja en
descomposicion que se encontraba en la planta de valorizacion de residuos
sélidos organicos de la Municipalidad Provincial de Chiclayo, donde la muestra
se coloco en un vaso de recoleccion de muestra, esta muestra se seleccion6
porque evidenciaba la presencia del hongo que se requiere para el presente
trabajo de investigacion.

2.2 Aislamiento del Aspergillus sp de un trozo de naranja en el laboratorio de
LDP Peru (laboratorio fitopatolégico).

Tabla 04. Medio de cultivo, muestra, tiempo, temperatura e incubacion de
Aspergillus sp.

] ) ) Medio de Tiempo de
Microorganismo Tipo de muestra ) Temperatura y
cultivo incubacion
Trozo de naranja
144 horas

Aspergillus sp en PDA 25a28°C

L (6 dias)
descomposicion.

Fuente: Laboratorio de LDP Pert.
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En la tabla 04 se describe el medio de cultivo usado, temperatura y tiempo de
incubacion previa a la identificacion microscopica, donde se preparé un medio
de cultivo PDA para que se pueda desarrollar el Aspergillus sp, para ello, se
uso placas petri esterilizadas, luego se les coloc6 20 ml medio de cultivo PDA,
se espero 24 horas y se inoculo micelio del Aspergillus sp, después el medio
de cultivo inoculado se envolvié en papel craff y se colocé en un horno de

laboratorio por 144 horas (6 dias).

2.3 ldentificacion microscopica del Aspergillus sp de un trozo de naranja en el

laboratorio de LDP Peru (laboratorio fitopatolégico).

Tabla 05. Color y caracteristicas microscopicas del Aspergillus sp observadas

mediante el lente de 40X de un microscopio del laboratorio de LDP Peru.

Microrganismo Caracteristicas

El microorganismo identificado pertenece al género
Aspergillus, en las placas petri se evidencio en la parte del
micelio un color negro caracteristico de los Aspergillus sp de

Aspergillus sp la seccion Nigri y por medio del microscopio se encontraron
las siguientes caracteristicas: conidios irregulares, vesicula
globosa, conidiéforo liso y cabeza aspergilar biseriada
radial.

Fuente: Laboratorio de LDP Peru.

En la tabla 05 se describe las caracteristicas encontradas por el laboratorio de
LDP Peru de manera directa en las placas petri, indicando en la pigmentacién
un color negro y de manera microscopica propiedades propias de un

Aspergillus sp como conidios, vesicula, conidioforo y cabeza.
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Figura 39. Caracteristicas microscopicas del Aspergillus sp.

Fuente: Imagen microscopica de Laboratorio de LDP Peru.

En la figura 39 se describe las caracteristicas microscopicas observadas del
Aspergillus sp mediante un lente de 40X de un microscopio usando la técnica
de montaje directo o técnica de la cinta adhesiva, donde las caracteristicas

microscopicas evidenciadas son propias de un Aspergillus sp.
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3. Teniendo en cuenta el tercer objetivo: Aislar e identificar el Penicillium sp de un

limén en descomposicion.

3.1 Recoleccién de un limoén con presencia del Penicillium sp de la planta de
valorizacion de residuos solidos organicos de la Municipalidad Provincial de
Chiclayo (PVRSMPC).

Figura 40. Recoleccién de un limén con presencia del Penicillium sp.

Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 40 se observa la recoleccién de un limén en descomposicién que
se encontraba en la planta de valorizacion de residuos sdlidos organicos de la
Municipalidad Provincial de Chiclayo, donde la muestra se coloc6 en un vaso
de recoleccién de muestra, esta muestra se selecciond porgue evidenciaba la

presencia del hongo que se requiere para el presente trabajo de investigacion.

3.2 Aislamiento del Penicillium sp de un limén en el laboratorio de LDP Peru
(laboratorio fitopatoldgico).

Tabla 06. Medio de cultivo, muestra, tiempo, temperatura e incubacion de
Penicillium sp.

] ) ] Medio de Tiempo de
Microorganismo Tipo de muestra ) Temperatura . y
cultivo incubacion
o Un limén en 144 horas (6
Penicillium sp L PDA 25 a28°C i
descomposicion. dias)

Fuente: Laboratorio de LDP Pert.
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En la tabla 06 se describe el medio de cultivo usado, temperatura y tiempo de
incubacion previa a la identificacion microscopica, donde se preparé un medio
de cultivo PDA para que se pueda desarrollar el Penicillium sp, para ello, se
uso placas Petri esterilizadas, luego se les colocd 20 ml medio de cultivo PDA,
se espero 24 horas y se inoculo micelio del Penicillium sp, después el medio de
cultivo inoculado se envolvio en papel craff y se colocé en un horno de

laboratorio por 144 horas (6 dias).
3.3 Identificacion microscopica del Penicillium sp de un limoén en el laboratorio
de LDP Peru (laboratorio fitopatologico).

Tabla 07. Color y caracteristicas microscoépicas del Penicillium sp observadas

mediante el lente de 40X de un microscopio del laboratorio de LDP Peru.

Microrganismo Caracteristicas

El microrganismo identificado pertenece al género Penicillium,
en las placas petri se evidencio en la parte del micelio un color
verde caracteristico de los Penicillium sp y por medio del
L microscopio se encontrd una estructura ramificada similar a un
Penicillium sp ) . -
pincel, en esta estructura se observd las siguientes
caracteristicas: conidios en cadena de forma irregulares,
fisdlides acerosas, métulas cortas, ramas, ramillas y conidi6foro

cuadriverticilados.

Fuente: Laboratorio de LDP Peru.

En la tabla 07 se describe las caracteristicas encontradas por el laboratorio de
LDP Peru de manera directa en las placas petri, indicando en la pigmentacion
un color verde y de manera microscopica propiedades propias de un Penicillium

sp como conidios, fialides, métula, ramas, ramillas y conidiéforo.
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Figura 41. Caracteristicas microscépicas del Penicillium sp.

Fuente: Imagen microscopica de Laboratorio de LDP Peru.

En la figura 41 se describe las caracteristicas microscopicas observadas del
Penicillium sp mediante un lente de 40X de un microscopio usando la técnica
de montaje directo o técnica de la cinta adhesiva, donde las caracteristicas

microscoépicas evidenciadas son propias de un Penicillium sp.
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4. Teniendo en cuenta el cuarto objetivo: Elaborar y usar un prototipo de
biorreactor airlift a escala de laboratorio para el proceso de biodegradacion por

accion del Aspergillus sp y Penicillium sp.
4.1 Elaboracion de un prototipo de biorreactor airlift a escala de laboratorio.

Tabla 08. Caracteristicas del prototipo de biorreactor airlift a escala de
laboratorio.

Tipo de prototipo de o
) Caracteristicas
birreactor

El biorreactor elaborado a escala de laboratorio consta
de un frasco de vidrio cuadrado que tiene 11. 4 cm de
ancho y diametro, una altura de 27 cm, una longitud de
13.4 cm, profundidad de 25 cm, con capacidad de 2.1
Biorreactor airlif litros y un pequefio orificio en el centro de la tapa. En el
medio de cultivo liquido consta de 9.10 gramos de un
caldo nutritivo diluido con 700 mililitros de agua destilada
y en la aireacién se us6 una venoclisis que esté unida a
una bomba de aire de pecera de doble salida de 5w con

flujo de aire 2x4L / min y presion de 0.02 MPa.

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 08 se describe las caracteristicas que tiene cada unidad de prototipo
de biorreactor que se uso para el desarrollo del Aspergillus sp y Penicillium sp

en la biodegradacion de las 4 partes de una bolsa de polietileno (PEBD).

Figura 42. Cantidad del caldo nutritivo y previo acondicionamiento del prototipo de

biorreactor airlift.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 43. Colocacién de bombas de aire de pecera.

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 42 se observa el acondicionamiento previo con el caldo nutritivo y
esterilizacion en autoclave, y en la figura 43 se observa la colocacion de
bombas de aire de una pecera con la venoclisis introducida en cada unidad de

biorreactor airlift.

4.2 Uso de un prototipo de biorreactor airlift a escala de laboratorio para el

proceso de biodegradacion por accion del Aspergillus sp y Penicillium sp.

Figura 44. Inoculacién de cepas de Aspergillus sp y Penicillium sp.

Fuente: Elaboraciéon propia
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En la figura 44 se observa la inoculacion del Aspergillus sp y Penicillium sp en
cada unidad de prototipo de biorreactor airlift dentro de una campana de

extraccion.

Figura 45. Seleccion de una bolsa de polietileno (PEBD) y su pesado

en una balanza analitica.

Fuente: Elaboracién propia.

A-B.1 A-B.2

P-B.1 P-B.2

Figura 46. Pesado inicial de cada parte de la bolsa de polietileno (PEBD).

Fuente: Elaboracién propia.
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En la figura 45 se observa la bolsa de polietileno seleccionada con su peso total

en gramos y en la figura 46 se observa la bolsa de polietileno (PEBD) dividida

en 4 partes con el peso inicial para ser biodegrada en cada unidad de prototipo

de biorreactor airlift, donde las 2 partes de 0.20 gramos se usaron para

Aspergillus sp y las otras 2 partes de 0.18 a Penicillium sp.

Figura 47. Prototipo de biorreactor airlift con cada parte de la bolsa de polietileno
(PEBD).

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 47 se observa cada unidad de prototipo de biorreactor airlift en

funcionamiento con los hongos y las 4 partes divididas de una bolsa de

polietileno (PEBD).

Tabla 09. Condicion térmica de cada unidad del prototipo de biorreactor airlift.

Microrganismo

Aspergillus sp

Penicillium sp

N.° biorreactor B.1 B.2 B.1 B.2
Temperatura del dia 1 24.5°C 24.5°C 24.3°C 24.2°C
Temperatura del dia 2 24.6°C 245°C 24.6°C 24.7°C
Temperatura del dia 3 24.3°C 25.8°C 24.4°C 23.9°C
Temperatura del dia 4 24.3°C 23.5°C 24.7°C 24.3°C
Temperatura del dia 5 24.1°C 24.1°C 24.1°C 24.1°C
Temperatura del dia 6 25.1°C 25.1°C 25.1°C 25.1°C
Temperatura del dia 7 24.2°C 25.2°C 24.6°C 24.2°C
Temperatura del dia 8 25.1°C 24.9°C 24.8°C 25.3°C
Temperatura del dia 9 25.6 °C 24.7°C 24.6 °C 24.6 °C

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 09 se muestran los datos obtenidos de la temperatura de cada
unidad de biorreactor airlift durante el periodo de 9 dias, cabe mencionar que

los datos de temperatura estuvieron a condiciones ambiente.

Tabla 10. Potencial de hidrogeno (pH) inicial y final de cada unidad del
prototipo de biorreactor airlift.

Microrganismo Aspergillus sp Penicillium sp
N.° biorreactor B B2 B B2
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

pH del dia 0 6.07 5.0 6.07 5.0 6.07 5.0 6.07 5.0
pH del dia 1 5.65 - 5.29 - 5.35 - 5.37 -
pH del dia 2 7.93 5.78 8.34 5.66 8.48 5.74 8.58 5.87
pH del dia 3 8.22 5.53 8.38 5.25 8.11 5.45 8.09 5.43
pH del dia 4 8.32 5.35 8.34 5.09 6.42 5.16 8.30 5.22
pH del dia 5 8.01 - 8.01 - 8.01 - 8.01 -
pH del dia 6 8.01 - 80.1 - 8.01 - 8.01 -
pH del dia 7 8.53 5.63 8.42 5.55 8.20 5.39 8.36 5.43
pH del dia 8 8.93 5.36 8.83 5.34 8.50 5.31 8.68 5.29
pH del dia 9 7.37 - 8.41 - 6.28 - 7.27 -

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 10 se muestran los datos obtenidos del pH de cada unidad de
biorreactor airlift durante todo monitoreo, donde inicialmente se regulo el pH
con acido acético al 5% porque el caldo nutritivo se excedio del rango de 5 a 6,
luego desde el dia 1 que se colocaron las 4 partes de una bolsa de polietileno
se monitoreo el pH durante el periodo de 9 dias y bajandolo cuando se excedia

de un pH de 6 por la fermentacién de burbujeo de las bombas aire.
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5. Teniendo en cuenta el quinto objetivo: Comparar el porcentaje biodegradado
por accion del Aspergillus sp y Penicillium sp en una bolsa de polietileno (PEBD)

dividida en 4 partes.

5.1 Comparacion de los datos obtenidos de la biodegradacion por la accién del
Aspergillus sp y Penicillium sp en las 4 partes divididas de la bolsa de
polietileno (PEBD).

A-B.1 AB.2

P-B.1 P-B.2

Figura 48. Pesado final de cada parte de la bolsa de polietileno (PEBD).
Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 48 se evidencia la balanza analitica con el peso final en gramos de
las 4 partes de la bolsa de polietileno selecciona después de un periodo de 9
dias en cada unidad de prototipo de biorreactor airlift, mostrando asi diferencia

de disminucién del peso inicial.
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Tabla 11. Resultados de la biodegradacion en de cada unidad del prototipo de

biorreactor airlift.

Microorganismo Aspergillus sp Penicillium sp
Tipo de polimero Polietileno de baja densidad (PEBD)

N.° biorreactor B.1 B.2 B.1 B.2

Dia 1 — Peso inicial (mg) 200 200 180 180
Dia 9 — Peso final (mg) 180 170 170 170
Cantidad biodegrada (mg) 20 30 10 10
% biodegradado 10% 15% 6% 6%

Fuente: Elaboracion propia.
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B.1 B.2 B.1 B.2
Aspergillus sp Penicillium sp

W Dia 1 - Peso inicial (mg) ® Dia 9 - Peso final (mg) M Cantidad biodegrada (mg) = % biodegradado
Figura 49. Biodegradacién de las 4 partes divididas de la bolsa de polietileno (PEBD).

Fuente: Elaboracion propia

En latabla 11y figura 49 se muestran los datos obtenidos del peso inicial y final
de las 4 partes de una bolsa de polietileno (PEBD) convertidos a miligramos
con la formula 1 que se encuentra en la parte de procedimientos, donde se
evidencia que hubo una mayor biodegradacion por parte del Aspergillus sp en
el B.2 con 15 % y B.1 con 10 % a comparacion del Penicillium sp que tuvo una
menor biodegradacién en el B.1y B.2 con 6 %.
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V. DISCUSION

Para la recoleccion de la muestra de bolsas de polietileno (PEBD) en la bolsa ziploc
se usd un muestreo no probabilistico por conveniencia, ya que se selecciond un
area que se usa como botadero ilegal de residuos sélidos ubicado en el limite
noreste del pueblo joven San Borja que pertenece al distrito José Leonardo Ortiz.
Por lo cual concordamos con Mostajo et al., (2021), donde ellos recolectaron
muestras de restos de bolsas de polietileno del botadero municipal del distrito de
Sicuani de la provincia de Canchis-Cusco a diferencia que ellos almacenaron las
muestras en frascos estériles, de igual manera que Gutiérrez (2019), donde
recolecto muestras de bolsas y botellas de polietiieno (PEBD) del botadero

municipal de la ciudad de Tacna.

En cuanto al aislamiento del Aspergillus sp, se recolectd en un vaso de recoleccion
de muestra un trozo de naranja en descomposicion con la presencia del Aspergillus
sp en la planta de valorizacion de residuos solidos organicos de la Municipalidad
Provincial de Chiclayo. Esto concuerda con Torres, A (2020), donde obtuvo una

naranja en putrefaccion y que sirvio para aislar al hongo Aspergillus niger.

Por otro lado, de acuerdo a los siguientes autores nos mencionan que los hongos
Aspergillus sp se pueden aislar en cualquier lugar. De acuerdo a ello, Asia et al.,
(2019), donde recolectaron muestras de agua de mar a 3 metros de la orilla en la
costa de Karachi y que sirvié para aislar al hongo Aspergillus niger. Como también,
Saenz et al., (2019), donde recolectaron 3 muestras de suelo de puntos diferentes
de un manglar de la Isla Santay en Ecuador, y que sirvi6 para aislar al Aspergillus
niger y Aspergillus terreus. Al igual, Andia 'y Pérez (2020), recolectaron una muestra
de hojas en proceso de degradacion, donde se hizo un corte de 1 cm en una hoja
y se aislo el hongo Aspergillus tubigensis. Y también, Mostajo et al., (2021), donde
recolecto restos de bolsa plasticas del botadero municipal del distrito de Sicuani y
Calca, las cepas fueron Aspergillus flavus, Aspergillus orizae y Aspergillus

fumigatus.

En cuanto la identificacion microscopica de la muestra con presencia del Aspergillus
sp, se llevo al laboratorio LDP Peru para la identificacion del Aspergillus sp, donde
se utilizé el método de la cinta adhesiva transparente con azul de lactofenol para
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ser usada en un microscopio y se observd mediante un lente de 40X las
caracteristicas microscopicas de Aspergillus sp. Lo cual se concuerda con,
Gutiérrez (2019), donde identificO microorganismos para su investigacion usando
el método de la cinta adhesiva transparente con azul de metileno diluido con agua
destilada en un porta objeto para ser usada en un microscopio y observar mediante
lentes de 10X y 40X, donde una de las cepas identificadas fue el Aspergillus sp,

esto mediante la observacion de las hifas y conidios.

Al igual que también se concuerda con, Torres, A (2020), donde identificé al hongo
Aspergillus niger con el método de la cinta adhesiva transparente con azul de
lactofenol usando un microscopio y observé sus caracteristicas microscépicas

mediante un lente de 100X.

Por otro lado, las caracteristicas microscépicas encontradas por el laboratorio LDP
Perd del Aspergillus sp por medio del microscopio fueron conidios radiales
irregulares, cabeza aspergilar biseriada, vesicula globosa, conidioforo liso y
también evidenciando una pigmentacién negra. Lo cual concordamos en las
caracteristicas encontradas con la Organizacion Panamericana de la Salud (2019),
donde indican que las especies de Aspergillus de la seccion Nigri tienen las
caracteristicas ya antes mencionadas como pigmento oscuro, cabeza aspergilar
biseriada, aunque en algunos casos cabeza uniseridas, también tienen conidioforos

largos y lisos.

En cuanto al aislamiento del Penicillium sp, se recolectd en un vaso de recoleccion
de muestra un limén en descomposicion con la presencia del Penicillium sp en la
planta de valorizacion de residuos solidos organicos de la Municipalidad Provincial
de Chiclayo, de acuerdo los siguientes autores concuerdan que los hongos
Penicillium sp en cualquier lugar se puede aislar. De acuerdo a ello, Khan et al.,
(2023), donde recolectaron muestras de suelo de vertederos municipales de
residuos plasticos en Bhopal, y que sirvieron para el aislamiento del Penicillium
citrinum. Como también, Sowmya et al., (2015), donde recolectaron una muestra
de suelo de un vertedero que se encuentra en el distrito de Shivamogga y que sirvio
para aislar el hongo Penicillium simplicissimum. Al igual, Oviedo et al., (2021),

donde recolectaron muestras de suelos antérticos y que sirvid para el aislamiento
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de especies de Penicillium. Y también, Asia et al., (2019), donde recolectaron
muestras de agua de mar a 3 metros de la orilla en la costa de Karachi y que sirvié

para aislar al hongo Penicillium spp.

En cuanto la identificacion microscépica de la muestra con presencia del Penicillium
sp, se llevo al laboratorio LDP Peru para la identificacion del Penicillium sp, donde
se utilizé el método de la cinta adhesiva transparente con azul de lactofenol para
ser usada en un microscopio y se observd mediante un lente de 40X las
caracteristicas microscépicas de Penicillium sp. Y lo cual estamos en concordancia
con Gutiérrez (2019) por usar el mismo método, donde logro identificar
microorganismos para su estudio usando el método de la cinta adhesiva
transparente con azul de metileno diluido con agua destilada en un porta objeto
para ser utilizada en un microscopio y observar mediante lentes de 10X y 40X,
donde una de las cepas identificadas fue el Penicillium vanoranjei, esto mediante

la observacion de las hifas y conidios.

Por otro lado, las caracteristicas microscépicas encontradas por el laboratorio LDP
Pera del Penicillium sp por medio del microscopio fueron conidios irregulares en
cadena, fidlides acerosas, métulas cortas, ramillas, ramas, conidi6foro
cuadriverticilados y también observando un color verde. Esto concuerda con la
INSST (2022), donde indica que algunas especies del Penicilllum tienen
pigmentacion verde, conidi6foros con ramificaciones secundarias y fialides que

brotan en cadenas no ramificadas de conidios

Para el proceso de biodegradacion de las 4 partes de bolsa de polietileno (PEBD)
durante los 9 dias fue necesario elaborar un prototipo de biorreactor airlift a escala
de laboratorio, ya que es un sistema que mantiene las condiciones controladas para
el desarrollo de microorganismos. Por ello, para elaborar el prototipo de biorreactor
airlift fue necesario usar un frasco de vidrio cuadrado, acido acético, caldo nutritivo,
venoclisis y una bomba de aire de pecera, siendo usado este sistema para controlar
las condiciones del Aspergillus sp y Penicillium sp en la biodegradacion, a su vez
monitoreando el pH y temperatura, y rebajando el pH si se excede de 6 con acido
acético. Lo cual se concuerda con Torres, A (2020), donde elaboré un biorreactor

air lift a escala de laboratorio con similares materiales e insumos diferentes, este
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sistema fue usado para el desarrollo del Aspergillus niger en la biodegradacion de
10 laminas de polietileno de baja densidad durante 10 dias, donde también se
monitoreo pH y temperatura, pero a diferencia se us6 acido clorhidrico para rebajar
el pH.

Como también, Hermoza, A (2019), donde elabordé un biorreactor air lift a escala de
laboratorio y uso similares materiales e insumos diferente, este sistema sirvio para
el desarrollo de la Pseudomona aeruginosa y el Aspergillus Brazilensis en la
biodegradacion de concentraciones de 50 mg/L y 100 mg/L de polietileno de baja
densidad durante 7 dias, donde también se monitoreo la temperatura y pH, pero
cada 3 dias, en cambio no se rebaj6 el pH y adicionalmente se monitoreo el oxigeno

disuelto.

De acuerdo con los datos obtenidos de biodegradacién de una bolsa de polietileno
(PEBD) dividida en 4 partes, se evidencio que hubo mayor biodegradacion
utilizando el Aspergillus sp, teniendo resultados en el B. 1 de 10% y B. 2 de 15%,
estos datos superiores a comparacion de los obtenidos del Penicillium sp que fue
menor la biodegradacion, donde se obtuvo en el B. 1y B. 2 6%. Estos resultados
concuerdan con los estudios desarrollados de Gonzales, V (2020) y Khan et al.,
(2023), donde en sus investigaciones de manera independiente evidenciaron
biodegradacion de polietileno de baja densidad utilizando Aspergillus niger de 64.
67 % y Penicillium citrinum de 1,08%, comportamiento comparable y concordable

con nuestra investigacion de biodegradacion.
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VI.

1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

Para el desarrollo de la presente investigacion se recolectd 88 bolsas de
polietileno PEBD con caracteristicas de brillosidad, flexibilidad y poco opacas
en trasparencia, después se escogio 64 bosas de PEBD que posteriormente
se lavaron con agua destilada y guardaron en un recipiente con alcohol de
70° por 8 dias para eliminar los microrganismos de no interés, y
obteniéndose por criterio de seleccion 1 bolsas de polietileno (PEBD) para
ser biodegradada por los hongos Aspergillus sp y Penicillium sp.

En la aislacion de Aspergillus sp se recolecto un trozo de naranja en
descomposicion de la de la planta de valorizacion de residuos organicos de
la municipalidad provincial de Chiclayo y el cual fue llevado al laboratorio
LDP Peru, donde se aislé e identific6 de manera efectiva la cepa de
Aspergillus sp y que posteriormente se usé para biodegradar las partes de
PEBD.

En la aislacién de Penicillum sp se recolecto un trozo un limén en
descomposicion de la de la planta de valorizacion de residuos organicos de
la municipalidad provincial de Chiclayo y el cual fue llevado al laboratorio
LDP Perl, donde se aisl6 e identifico satisfactoriamente la cepa de
Aspergillus sp y que luego fue usada en la biodegradacion del PEBD.

Para la biodegradacion se elabor6 y uso biorreactor airlift, el cual tuvo un
efectivo funcionamiento al tener una fuente de aireacion por una bomba
pequefia de pecera, un pH gue se estuvo regulando con acido acético para
que el oscile de 5 a 6 para el buen desarrollo del Aspergillus sp y Penicillium
sp, debido a que este incrementa cada 24 horas por la fermentacion del
burbujeo de la bomba.

Al comparar el porcentaje biodegradado por accion del Aspergillus sp y
Penicillium sp de la bolsa de polietileno (PEBD) dividida en 4 partes se
obtuvo un resultado eficiente, ya que ambos hongos lograron biodegradar
las partes de PEBD en un periodo de 9 dias, donde se evidencié que el
Aspergillus sp tiene mayor eficacia de biodegradacion con valores del 10 %

y 15 %, a comparacion del Penicillium sp que tuvo valores 6%.
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VII.

1)

2)

3)

4)

RECOMENDACIONES

A los futuros investigadores aumentar el periodo de dias que estara la bolsa
de polietilieno (PEBD) para evidenciar un mayor % de biodegradacion por
parte del Aspergillus sp y Penicillium sp.

A los futuros investigadores usar una camara de flujo laminar para tener un
mejor control y evitar la contaminacion por otros microrganismos.

A los futuros investigadores usar otros tipos de plasticos para ser tratados
con Penicillium sp y Aspergillus sp.

Los gobiernos locales que implementen o inviertan en investigaciones con
sistemas parecidos al nuestro para aprovechar los microorganismos muy
comunes que se encuentran en los residuos sélidos y minimizar la

problematica de los productos elaborados con polietileno.
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ANEXOS

Anexo 01. Operacionalizacién de variables.

Variable de estudio Definicidon conceptual Definicion Operacional Dimension Indicadores Iisec(ja;l:a;écrile
© Krzan et al., (2006). Nos dice La biodegradacion de Polietileno
€ Biodegradacién que la biodegradacion es un de baja densidad (LDPE) se .
@ L o ; Masa de las _ Razén
S de bolsas proceso de  degradacion medir4d mediante el peso tomado bolsas plasticas Peso inicial de PEBD
g.»_ plasticas basica de los polimeros de los antes y después del tratamiento, (PEBD)p
o (PEBD) plasticos en la que pueden para asi poder verificar una Peso final de PEBD Razén
0 sufrir alteracion. diferencia de masa.
L L . Condicién
Vlsag_le et al, (_2017), La e;ﬁcama del _A,\sperglllus spen  _ biental y Temperatura (°C) Intervalo
menciona que el Aspergillus sp la biodegradacién de polietileno . del pH | |
tiene un alto impacto social, (PEBD) dependera del quimica e o L nterv,ao
L . . ' - . : - Aspergillus sp Aireacion Razdn
econdmico e industrial por la acondicionamiento de aireacion,
o produccion de enzimas y que el nutriente inicial de caldo Caracteristicas  Color Nominal
c lo podemos encontrarlo en el nutritivo para su desarrollo, pH y del Aspergillus  Alimentacion Nominal
% . polvo de casas, oficinas, y latemperatura. perg
2 Accion del . ey sp
S Asperqillus s productos alimenticios, Por
g PeE\ici?Iium spy otro lado, Hajj Assaf et al, La eficacia del Penicillium sp en Condicion
E P (2020), menciona que el la biodearadacion de olietilljeno ambiental y  Temperatura (°C) Intervalo
Penicillium sp es comuin, se (PEBD)g de ender% del guimica del pH Intervalo
encuentra en varios habitats y acondicionamierﬁ)to de aireacion Aspergillus sp Aireacion Razoén
tiene una distribucion mundial el nutriente inicial  de cald(;
e impacto econémico en la iy Caracteristicas  Color Nominal
nutritivo para su desarrollo, pH y ! : L .
salud humana. del Aspergillus Alimentacion Nominal
la temperatura. sp

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 02. Instrumento de recolecciéon de datos.

FICHA DE OBSERVACION

Investigacion

Observadores

Asesor

Lugar

Fecha

INFORMACION

Tipo de polimero

Microorganismo

Medio de cultivo

Volumen del medio de cultivo Temperatura
Fecha de inicio Fecha de fin
pH inicial pH final

DETERMINACION DE LA PERDIDA DE PESO

Peso inicial Peso final

Fuente: Elaboracion propia.




Anexo 03. Analisis en el laboratorio de la Universidad César Vallejo filial Chiclayo.

Fuente: Laboratorio de quimica — fisica.



Anexo 05. Forma ramificada de polietileno, conocida como polietileno de baja
densidad (PEBD).

branched malecular structure

low-density palyethylens (LDPEY

M—EH?—EH{EHE—EH }EH CHatan () oo ©

| ("} hydrogen (H)

\_ CHz J

BN 997 Encyclapaedia Britannica, Inc.

Fuente: Encyclopedia Britannica (2019).

Anexo 06. Reproduccion sexual del Aspergillus Ssp.

Ascogonium

7. Release of ascospore Anthredium

2.Hetrothallic
hyphae: Male
and female
hyphae

1.Development of
vegetative cell

Sexual reproduction of
Aspergillus

3. Contact of

male and
female
hyphae

4. Formation
of sterile
hyphae

6. Release of
ascospore out
of asci

Fuente: BIOLOGY READER (2018).



Anexo 07. Reproduccion asexual del Aspergillus Ssp.

1.Development of Foot
E}' cell or vegetative cell

8.Spore
germination
.Development of

7.Spore Conidiophore

detachment

3.Conidiophore
enlargement at

apex

Asexual reproduction
of Aspergillus

4.Conidiophore
maturation

6.Development of
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and conidial spores 5.Development of sterigmata

Fuente: BIOLOGY READER (2018).

Anexo 08. Estructura microscopica del género Aspergillus.

columnar

Uniseriado

fidlide

Fuente: Organizacion Panamericana de la Salud (2019).



Anexo 09. Cepas de Aspergillus niger.

B (@

Fuente: Demirci et al., (2021).

Anexo 10. Estructura microscopica del género Penicillium.

conidios

fialides

L__Penicilo

— estipite o

L4 conidioforo

G)

— —

A). Conidioforos con fidlides solitarias. B). Monoverticilados. C). Divaricado. D-E). Biverticilado.
F). Terverticilado. G). Cuadriverticilado. Barra de escala 10 um.

Fuente: UNAM (2021).



Anexo 11. Informe de resultados de identificacion del Aspergillus sp y Penicillium

sp en el laboratorio LDP Peru.

LDP PERU Q LD?P

RUC: 20608154788 i y—
Servicio de Experimentacion, Diagndstico, Capacitacion y Asesoria en Sanidad Vegetal Mz. A. Lote
11. Urb. Sol de la Alameda Real. Lambayeque — Los Portales; Cel: 942832761/990513561, E. mail:
laboratorio@I|dpperu.com/ Idpperu2021@gmail.com.

ANALISIS MICOLOGICO DE FRUTOS DE CITRICOS.

1. DATOS GENERALES:
1.1Solicitante:
e Sandoval Cervera, Migueli
e Choquehuanca Chiguel, Yonatan
1.2Cultivo: Limoén y naranja.
1.3Muestra: Frutos con signo

1.4Procedencia: Planta de valorizacion de residuos sélidos de la Municipalidad
Provincial de Chiclayo.

1.5Fecha de recepcién de muestras: Martes 10 de octubre del 2023.
1.6Fecha de analisis: 10/10 — 18/10/2023.

1.7Analizado: Ing. Agr. Fernando Rojas de la Cruz/ Ing. Yulisa Velasco Pefia.

2. METODOLOGIA.
1.1. Analisis micoldgico en laboratorio.
e Analisis de frutos de limon y naranja en medio Papa -Dextrosa — Agar (PDA), para el

aislamiento de hongos como Aspergillus sp y Penicillium sp.
e Incubacidn de placas Petri al medio ambiente (25 a 28°C).
¢ Montaje directo.
e Caracterizacion de los sintomas.

e Identificacion morfologica de hongos patogenos.


mailto:laboratorio@ldpperu.com/
mailto:ldpperu2021@gmail.com

e PROCEDIMIENTO.

Figura 2: Preparacion del medio; A. Medio de cultivo Papa Dextrosa Agar granulado; B. Se peso
7.8 de medio para preparar 200 ml; se coloc6 en matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.



Figura 3: A. Para su esterilizacion, se someti¢ durante 20 minutos en autoclave a 120 °C y 15
Ib de presidn; B. Se vacié 20 ml en placas Petri de 90 mm estériles, en condiciones asépticas y
se dejd enfriar y solidificar a temperatura ambiente durante 24 h.

Figura 4: Sembrado; Ay B. La muestra se sembro por micelio.



Figura 5: Se encubo por 6 dias a temperatura de 25 a 28°C.



Frutos recepcionados.

MUESTRA M

MUESTRA




3. RESULTADOS.

3.1. Muestra 1. Andlisis micoldgico: Diagndstico por observacion microscopica de frutos
de limén.

Figura 1. A. Fruto de limén con presencia de moho verde; B. Esporulacién de moho verde; C.
Crecimiento de micelio de color verde en medio de cultivo PDA (6 dds); D. Conidio6foros filiadas
en forma cuadriverticilado, métulas cortas, con conidios irregulares en cadenas pertenecientes al
hongo fitopatdgeno Penicillium sp.



Muestra 2

Figura 2. A. Fruto de naranja con sintomas de moho verde; B. Crecimiento de micelio de color
verde en medio de cultivo PDA (6 dds); C. Conididforos filiadas en forma cuadriverticilado,
métulas cortas y conidios en forma de cadenas pertenecientes al hongo fitopatégeno
Penicillium sp.



Muestra 3

A

-

Figura 3. A. Pudricion de fruto de naranja; B. Crecimiento de micelio de color verde y negro
en medio de cultivo PDA (6 dds); C y B. Conididéforos con cabeza biseriada, vesicula globosa
y conidios irregulares pertenecientes al hongo fitopatégeno Aspergillus sp.



Cuadro 1. Patégenos encontrados en frutos de citricos. Lambayeque, 2023.

Método de anélisis Tejido Patdgeno
Fruto de limdn Penicillium sp.
Aislamiento en medio de Fruto de naranja Penicillium sp
cultivo PDA . '
. Aspergillus sp.
Fruto de naranja .
Aspergillus sp.

4. CONCLUSIONES.

En el andlisis micoldgico de las muestras recepcionadas correspondientes a

frutos de limon y naranja se encontr6 hongos como Penicillium sp., Aspergillus

sp.

Lambayeque, 19 de octubre del 2023.

Ing. Agr. Fernando Rojas de la Cruz
Maestria en MIP/Fitopatologia
Especialista en Sanidad Vegetal

Fuente: Laboratorio LDP Peru (2023).



Anexo 12. Biodegradacion enzimatica por microrganismo.

€Oz, H:0, CHs

Otros productos metabélicos

Secrecion de enzimas
extracelulares

Enzimas se adhieren a la
superficie y las cadenas de
polimero se rompen

\

U

I

Intermediarios son asimilados
/ dentro de las células

Cortos intermediarios de
degradacion se disuelven en el
medio

Fuente: Yepes, L (2014).




