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RESUMEN

El uso intensivo de plasticos, la falta de manejo de desechos y el comportamiento
casual de la comunidad hacia su eliminacién adecuada representan una amenaza
significativa para el medio ambiente. Actualmente los residuos sélidos en la playa de
Pimentel de Chiclayo se reconocen como inorganicos y orgénicos, siendo estos
ultimos los mas representativos. Entendiendo la problematica de residuos solidos este
estudio propuso como objetivo general evaluar la efectividad de biodegradacion de
las bacterias aisladas del Humedal de Eten para degradar poliestireno. El
procedimiento consté en limpiar el poliestireno con agua destilada y desinfectarlo con
alcohol puro a 96°. A continuacion, se redujo el poliestireno en pedazos mas
pequefios de entre 3 a 5mm con un rallador y se integraran los pedazos en las placas
petry para disposicidon de los géneros bacterianos y luego la toma datos de los estados
finales de la pérdida de peso de la placa. Se concluy6 que las bacterias tienen entre
un 6.5407% y 3.2608% en condiciones anaerobias y temperatura ambiente de entre

25y 26°C durante 26 dias de observacion.

Palabras clave: Biodegradacion, humedal, bacterias, poliestireno, plasticos.



ABSTRACT

The intensive use of plastics, the lack of waste management and the casual behavior
of the community towards its proper disposal represent a significant threat to the
environment. Currently, solid waste on the Pimentel beach in Chiclayo is recognized
as inorganic and organic, the latter being the most representative. Understanding the
problem of solid waste, this study proposed as a general objective to evaluate the
effectiveness of biodegradation of bacteria isolated from the Eten Wetland to degrade
polystyrene. The procedure consisted of cleaning the polystyrene with distilled water
and disinfecting it with pure alcohol at 96°. Next, the polystyrene was reduced into
smaller pieces of between 3 to 5mm with a grater and the pieces will be integrated into
the petry plates for the disposal of the bacterial genera and then the data of the final
states of the weight loss of the plate will be taken. It was concluded that the bacteria
have between 6.5407% and 3.2608% in anaerobic conditions and room temperature
between 25 and 26°C during 26 days of observation.

Keywords: Biodegradation, wetland, bacteria, polystyrene, plastics.



l. INTRODUCCION

El uso intensivo de plasticos, la falta de manejo de desechos y el
comportamiento casual de la comunidad hacia su eliminacién adecuada representan
una amenaza significativa para el medio ambiente. Esto ha generado una creciente
preocupacion entre las partes interesadas encargadas disefiar politicas y estrategias
innovadoras para la gestion de residuos plasticos, el uso de polimeros
biodegradables, especialmente en los envases, y la educacion de las personas para

su correcta eliminacién. (Ahmed et al., 2018)

Hoy en dia, China es el mayor productor de plastico del mundo. En 2020, se
produjeron 76,032.2kt de productos de plastico en China, 135,877.0 kt de productos
de plastico se consumen en el pais y solo se reutilizan 16,000.0kt, por lo que la tasa
de utilizacién de regeneracion es solo del 17.6% (Liu et al. 2021) Ademas segun lo
sefalado por el director de Plastics Europe en 2020 se fabricaron 367 millones de

toneladas de pléstico. (El peruano, 2021)

El panorama en Peru no difiere a las estadisticas mundiales, ya que en promedio se
consumen casi 950 mil toneladas de plastico al afio y de todo esto s6lo un cuarto se
recicla, el excedente se mezcla con los residuos no aprovechables y va a los

basureros. (Oceana, 2021)

Actualmente los residuos soélidos en la playa de Pimentel se reconocen como
inorganicos y organicos, siendo estos ultimos los mas representativos. Los residuos
organicos representan el 97,36 %, de los cuales son plasticos 95,57 %, colillas de
cigarro 0,50 %, el papel con 0,90% y residuos de frutas 0.39% los residuos
inorganicos en un 2,64% siendo vidrio y latas 2,64 %, asi como también se encontré
micro plastico con un promedio de 9 particulas por cada metro cuadrado significando

una contaminacioén grave del suelo. (Diaz Diaz, 2020)

El poliestireno es clasificado con el numero 6, este tipo de plastico es raramente
reciclable siendo el segundo menos reciclado por la industria debido a su
presentacion mas comun como envases de comida para llevar, la cual por lo general

es de un solo uso. El poliestireno se caracteriza por ser ligero, estructuralmente débil



y de dificil degradacion; por cuanto es habitual encontrarsele en industria de
alimentos, automotriz, construccion, etc. (Flores Arévalo 2020)

Ante la problemética de residuos soélidos se ha incursionado la investigacion en
medidas de control de éstos. La degradacion de polimeros por bacterias permite la
mineralizacién de este por ser cadena polimérica de carbono, y el método de
microscopia 6ptima permite evidenciar la fragmentacion y cambios en la estructura

de los polimeros sintéticos de manera mas sencilla. (Ccallo- Arela et al. 2020)

La formacion del poliestireno consiste en la adhesion de las burbujas de estireno, los
mondmeros, una a una hasta lograr el polimero. El estireno a su vez es también
llamado fenileteno o vinilbenceno porque es un aro de benceno con una ramificacion

de vinilo (Recio del Bosque, 2012)

De acuerdo con lo mencionado en parrafos anteriores, se establecié como problema
de investigacion la interrogante ¢ Cual es la efectividad de las bacterias aisladas del
Humedal de Eten en la degradacién de poliestireno?

Comprendemos que como sociedad hoy en dia somos dependientes de los plasticos,
y Nno es de negar su importancia para usarle en muchas actividades que impulsan la
economia y que se encuentran en la cotidianidad; pero su tardia degradacién en
condiciones naturales y su produccién acelerada conllevan a su acumulacién en los
sitios de disposicién final. Sin embargo, aunque se promueven regulaciones para
disminuir su uso y tener una produccién mas controlada, la realidad es que existen
muchos residuos de plastico en la naturaleza, quedando como mision la erradicacién
y rehabilitacibn de los nichos ecoldgicos afectados. Por tanto, la presente
investigacion se desarrolla con la finalidad de proporcionar una alternativa compatible
con los objetivos de desarrollo sostenible de accién por el clima (13) y vida de

ecosistemas terrestres (15).

En efecto el objetivo general de este estudio fue evaluar la efectividad de
biodegradacion de las bacterias aisladas del Humedal de Eten para degradar
poliestireno. Asimismo, los objetivos especificos generados fueron aislar los géneros
bacterianos presentes en el Humedal de Eten, Afadir poliestireno a la siembra de
bacterias para su degradacion y comparar la degradacion de poliestireno a través del



tiempo. En base a ello se ha definido la hipétesis: Las bacterias aisladas del Humedal
de Eten tienen efecto degradador de poliestireno.



. MARCO TEORICO

Emmanuel-Akerele y Oluwatomi-Akinyemi (2022) nos dicen que el objetivo de
su estudio fue aislar microorganismos degradadores de plastico de los suelos. Las
muestras de suelo utilizadas para este estudio fueron recolectadas de tiraderos llenos
de plastico y materiales plasticos y se estudio la efectividad de la degradacién de los
materiales plasticos durante un periodo de seis (6) semanas en cultivo en caldo y
agar en condiciones de laboratorio por método de determinacion de peso. Se
realizaron andlisis fisicoquimicos y microbiologicos de las distintas muestras de suelo
utilizando protocolos estandar. La biodegradacién del policloruro de vinilo (PVC) se
realizé in vitro utilizando los microorganismos aislados del suelo. Se concluy6 que los
microorganismos que fueron capaces de degradar un mayor porcentaje de los
materiales plasticos fueron; Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Bacillus sp,

Escherichia coli Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Trichoderma viridae.

Auta et.al (2022) Investigd la biorremediacion in situ de suelos de manglares
contaminados con microplasticos de tereftalato de polietileno (PET) y poliestireno
(PS) utilizando un consorcio microbiano indigena con capacidad adecuada para
degradar los plasticos. Se aislaron ocho (8) bacterias del suelo de manglar inundado
con plastico/microplastico y se analizaron para detectar la capacidad de degradar los
microplasticos PET y PS. Los resultados obtenidos demostraron la elongacion y
desaparicion de picos, sugiriendo que el consorcio microbiano podria modificar ambos
tipos de microplasticos. Los resultados generales de la degradacién de microplasticos
mostraron diversos grados de pérdida de peso después de 90 dias experimentales, y

la parcela tratada registré una pérdida de peso del 18 %.

Mitzsssherling (2022) En su estudio donde se obtuvo Nocardioides alcanivorans sp.
nov., una nueva especie degradante de hexadecano aislada de residuos plasticos, se
le caracteriz6 como la cepa NGK65T, una nueva bacteria aerobia, Gram positiva,
inmovil, degradante de hexadecano, con forma de baston a coco, se aislo de suelo
contaminado con plastico muestreado en un vertedero. La cepa NGK65T hidrolizo
caseina, gelatina, urea y fue catalasa positiva. Crecié de manera éptima a 28 °C, en
NaCl al 0-1 % y a un pH de 7,5-8,0. Como Unicas fuentes de carbono se utilizaron
glicerol, D-glucosa, arbutina, esculina, salicina, 5-cetogluconato de potasio, sacarosa,

acetato, piruvato y hexadecano. El analisis filogenético basado en las secuencias del



gen 16S rRNA indic6 que la cepa NGK65 T pertenece al género Nocardioides (phylum
Actinobacteria), y parece estar mas estrechamente relacionada con Nocardioides
daejeonensis MJ31 T (98,6 %) y Nocardioides dubius KSL-104 T (98,3 %).

Hou y Majumder (2021) en su estudio descriptivo tuvieron como objetivo agrupar las
especies microbioldgicas identificadas como degradadores de poliestireno (PS),
encontrandose con que las enzimas de éstos pueden romper enlaces Carbono-
Carbono, especificamente las dioxigenasas hidroxilantes de anilo pueden romper la
cadena lateral de PS y oxidar los compuestos aromaticos del anilo generados por
descomposicion de PS. Estas enzimas diana se distribuyeron en Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes, lo que sugiere un amplio potencial de
biodegradacion de PS en varios entornos terrestres y microbiomas. Los resultados
proporcionan informacién sobre la degradacion enzimética de PS y sugerencias para
realizar la biodegradacién de este plastico recalcitrante.

Jiang et al. (2021) Realizaron una investigacion experimental para aislar, identificar y
caracterizar bacterias degradadoras de poliestireno del organismo de la larva de
Galleria Mellonela (Lepidoptera; Pyralidae), La microscopia electronica de barrido y
la espectrometria dispersiva de energia de rayos X mostraron que la estructura y
morfologia de la pelicula de poliestireno (PS) fue destruida por FS 1903, y que
apareci6 mas oxigeno en la pelicula de PS degradada. Después de 30 dias de
incubacion de tincion bacteriana con 0,15 g de PS, 80 ml de MSM, 30 ° Cy PS de Mn
64400 y Mw 144400 Da, el peso de la pelicula de PS disminuyé significativamente,
con una pérdida de peso del 12,97 + 1,05%. Esta cantidad de degradacion excede o
es comparable a la reportada previamente para otras especies de bacterias que
degradan el PS. Estos resultados muestran que Massilia sp. EI FS1903 se puede usar

potencialmente para degradar los desechos de PS.

Titah et al. (2021) en su investigacion experimental indican que el proposito de esta
investigacion fue determinar la eficiencia de remocién de hidrocarburos totales de
petréleo (TPH) en petrdleo crudo utilizando Bacillus Subtilis y Pseudomonas Putida.
El TPH sirve como un parametro significativo en la deteccion de petrdleo crudo, el
medio de agua de mar simulado se describié como el medio de sal mineral (MSM),
con 33% de salinidad. El inéculo de bacterias y la concentracion de aceite crudo en

cada unidad se estimaron en 5% y 10% (v / v), respectivamente. Los resultados



lograron la maxima eliminacion de TPH al 66,29% en el reactor de PB después de 35
dias. Sobre la base de los informes de ANOVA, no se observd una variacion
significativa entre las adiciones secuenciales de un Unico tratamiento bacteriano y los
microbios del consorcio. En resumen, dos especies bacterianas demostraron un alto
potencial para degradar el TPH, pero predijeron un aumento en el tiempo de

descomposicion, ya que el nutriente o el oxigeno tienden a acelerar el proceso.

Gaurav Saxena y Ram Naresh Bharagava (2020, p. 99-133) En el capitulo 6 de su
libro, recopilacion de diversos estudios respecto a desechos plasticos comentan las
diferentes perspectivas respecto a efectos ambientales y de salud de la
contaminacion plastica, opciones de gestion de desechos plasticos, biodegradacion
de polimeros plasticos y el mecanismo involucrado, plasticos biodegradables y
desafios y limitaciones de la degradacion de plasticos. De este modo concluyen que,
entre los tratamientos térmicos, fotooxidativos, métodos de degradacion por ozono,
mecanoquimicos Yy cataliticos, la biodegradacién se considera la mejor opcion para

degradar desechos plasticos debido a su bajo costo y naturaleza ecoldgica.

Mohanan et.al (2020) en su investigacién acerca de la degradacién enzimatica de
plasticos sintéticos, detalla los avances en biodegradacion de plasticos: polietileno
PE, poliestireno, polipropileno, cloruro de polivinilo, PET y PU y, descripcién general
de las enzimas involucradas en la biodegradacion. Sus resultados demuestran que
las fuentes de enzimas degradadoras de plastico se pueden encontrar en
microorganismos de diversos entornos, asi como intestino digestivo de algunos
invertebrados. Concluyendo asi que la degradacion microbiana y enziméatica de los
Petro plasticos de desecho es una estrategia prometedora para la despolimerizacion
de los Petro plasticos de desecho en mondémeros poliméricos para el reciclaje, o para
convertir los plasticos de desecho en bioproductos de mayor valor, como polimeros

biodegradables a través de la mineralizacion.

Omunakwe Amadi y Osahon Nosayame (2020) en su estudio experimental con
objetivo de biodegradar polipropileno por medio aislamientos bacterianos de los
organos del pez, Liza grandisquamis recolectado del estuario de Ohaukwu en el
estado de Rivers, Nigeria, las bacterias aisladas de los organos del pez Liza
grandisquamis fueron sometidas a cribado de capacidad de degradacion de

polipropileno (PP) respectivamente. A partir de los datos obtenidos, la degradacién



del PP se produjo en el siguiente orden; Bacillus lentus> B. licheniformis>
Staphylococcus epidermidis> Klebsiella pneumoniae> Escherichia coli. Sin embargo,
se necesitarian mas investigaciones para comprender claramente el mecanismo de
biodegradacion del PP y la aplicabilidad de estas bacterias en polimeros sintéticos
relacionados. También se requieren los protocolos estandarizados para la
biodegradacion del PP.

Montazer, Habbibi-Najafi,Mohebbi y Oromiehei (2018) en su investigacion cuyo
objetivo fue evaluar la Degradacién microbiana de peliculas de polietileno de baja
densidad pretratadas con UV por nuevas bacterias que degradan el polietileno
aisladas del suelo de vertederos de plastico. Se realiz6 la degradacion abidtica de las
peliculas de LDPE por exposicion ultravioleta (UV) artificial y natural se analizé
mediante espectroscopia FT-IR. Las peliculas de LDPE tratadas con radiacién UV
también se inocularon con los aislamientos y se midié la produccion de biopeliculas y
la degradacion de LDPE. Los cambios en la superficie del LDPE inducidos por la
formacion de biopeliculas bacterianas se visualizaron mediante microscopia
electronica de barrido. El aislado bacteriano mas activo, IRN 19, fue capaz de
degradar la pelicula de polietileno en un 26,8 + 3,04% del peso gravimétrico durante

4 semanas.

Singh, Sing y Bahtt (2016) en su investigacion cuyo objetivo fue biodegradar poletileno
con bacterias aisladas del suelo. Se recuperaron un total de 15 bacterias de diferentes
areas. Se realizé una deteccion adicional de microorganismos que degradan el
polietileno mediante el método de zona de limpieza de 15 bacterias, solo 3 mostraron
resultados positivos y se identificaron como Staphylococcus sp (P1A), Pseudomonas
sp. (P1B) y Bacillus sp. (P1C). Se utilizaron un total de tres aislados P1A, P1B, PIC y
un Consortium PID (P1A+P1B+P1C) para la degradacion de polietileno de 10 y 40
micras. Bacilo sp. (PIC) mostrd un 42,5% seguido de Staphylococcus sp. (P1A) 20%
Pseudomonas sp. (P1B) 7,5 % y consorcio (PID) 5 % de degradacion por pérdida de
peso en 40 dias.

Campos y Cieza Martinez (2017) desarrollaron su tesis pre grado con el objetivo de
determinar la biodegradacion del poliestireno por microorganismos presentes en
humus de lombriz durante los meses octubre - diciembre del 2016. Su procedimiento

consisti6 en colocar piezas de poliestireno a diferentes profundidades de



vermicompost, al finalizar se obtuvieron los resultados de que en la parte mas
profunda de la maceta se redujo un 9.4% del peso de poliestireno debido a los

géneros de microorganismos Bacillus spp y Clostridium spp.

Savoldelli, Tomback y Savoldelli (2017) con el objetivo de descomponer el poliestireno
mediante la aplicaciéon de un método bacteriano y de degradacion térmica de dos
pasos para producir subproductos utilizables, se utiliz6 como primer paso un
tratamiento quimico lo que convierte al poliestireno en estireno, en la segunda fase
de probd la degradacion con microorganismos Rhodococcus zopfii stoecker,
Enterooccus faecalis, Pseudomonas putida y Salmonella, concluyéndose que éste
método comprende una conversion total del poliestireno y aunque ha sido evaluado
a pequefia escala se encuentran potenciales ventajas para el reciclaje de polyestireno
debido a los costos bajos de energia y la cinética de degradacion extremadamente
rapida observada.

Shimpi et al. (2012) realizaron un estudio experimental investigar el potencial de
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) para la degradacién de polimeros. Se
utilizé poliestireno (PS) para preparar los compuestos Poliestireno (PS): poli 4cido
lactico (PLA) y PS: PLA: montmorillonita modificada organicamente (OMMT). Estos
compuestos se sometieron a degradacion en medio minimo utilizando la bacteria
Pseudomonas aeruginosa en condiciones controladas, y el polimero es una fuente
importante de carbono. La degradacion se confirm6 mediante microscopia electrénica
de barrido, cambio de contenido de proteina extracelular, produccion de biomasa y%
de degradacién con respecto al tiempo (hasta 28 dias) después de la incubacion.
Concluyendo que en el compuesto desarrollado la bacteria logra crecer, confirmando
una capacidad biodegradativa del &cido poly lactico de poliestireno.

Posada Bustamante (1994) en su articulo con la finalidad de sefialar los factores
restrictivos de la degradacion de plasticos examina los mecanismos de degradacion
térmica, por radiaciones, degradacion mecanica, quimica y bioldgica para resolver la

biodegradabilidad y potencial de los plasticos biodegradables.

En ecologia microbiana se reconoce la capacidad de los microorganismos de
adaptarse a condiciones ambientales, la ley del minimo de Liebig dicta que el
crecimiento de los microorganismos esta ligado a la disponibilidad de nutrientes que

seran usados para la biosintesis; y aunque los componentes principales son basados



en hidrégeno, carbono, nitrégeno, fésforo y azufre, es posible que las células
requerian cationes metalicos como el potasio, magnesio, calcio, hierro, manganeso,
cobalto, cobre, molibdeno y zinc, inclusive del cloro. Por lo que, en un ecosistema
deficiente de un nutriente, lo que limita una poblacién microbiana en especifico, puede
también existir otra que utilice los componentes disponibles para su supervivencia (M.
Atlas, Bartha and Guerrero 2002).

El poliestireno es un compuesto de resultante de la polimerizacion de monémeros de
estireno el cual es un derivado del petréleo al igual que el resto de los plasticos; unidos

un anillo de benceno y etileno en forma de ramificacién (Ver Figura 1)

Eslireno
CH==(H,
O
-~

Figura 01. Composicion quimica del estireno

Fuente: Colin, 2006

Los autores Clayden, Greeves y Warren (2017) mencionan que la polimerizacién es
la union de monémeros de moléculas a través de enlaces quimicos para formar la
macromolécula llamada polimero; existen cuatro tipos de procesos de polimerizacion
de los cuales se desarrollan los diferentes tipos de plastico, pero en el caso del
poliestireno ocurre la polimerizacion anionica por crecimiento de cadena. (Ver figura
2).

Entonces, de acuerdo a la toeria basica de quimica organica y a la imagen del
polimero de estireno, el poliestireno es un compuesto organico del tipo hidrocarburo
alqueno, conformado por mas de 16 atomos de carbono en su molécula y que en
presencia de hidrégeno y catalizadores se transforma en alcano. Asimismo, vemos
gue los enlaces quimicos que se forman son del tipo covalente simple no polar puesto

gue la union ocurre entre atomos del mismo elemento con la misma carga



electronegativa ya que hablamos de un carbanion, por lo que en este caso la unién

es mas fuerte.

. | -
AT+ CH— — =  A—CHy—(3

I ; P
A—CHZ—?': + CH7— — A%Hr?%Hr??

P I A
A—CH;—%—CH;—\T": + CH— — A—CHZ—\T’—CHZ—%—CHQ—?

Polimerizacian por crecimiento de cadena: en la polimerizacion anidnica del estireno,
unicamente el estireno mondmero puede reaccionar con la cadena creciente de
poliestireno. Dos cadenas crecientes de poliestireno no pueden reaccionar entre si.

A O A
A—CH:—\T’—CHZ—\T’—CHZ—?? + Aer%%HrTﬁHrT?

— = No Reaccionan!l!

Figura 02. Polimerizacion de estireno

Fuente: Tecnologia de los plasticos, 2013

El proceso industrial de obtencion de estireno se realiza mediante tres vias, aunque
la mas comun es la deshidrogenacion catalitica del etil benceno, en segundo puesto
se encuentra la alquilacion de tolueno y en tercer puesto la deshidrogenacion

oxidativa.

Se somete el etil benceno a la actividad fisicoquimica de una reaccion endotérmica
propiciada por la presion de dioxido de carbono a 800°C y catalizadores, de este modo
ocurre la deshidrogenacion directa del etilbenceno para la obtencion del monémero
estireno y la deshidrogenacion oxidativa del etilbenceno con el 6xidante, en este caso,

diéxido de carbono para formar monémero.
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Para el caso de la deshidrogenacion directa, proceso comun para la obtencion del
estireno, el exceso de vapor sobrecalentado cerca de 800 °C se combina con
etilbenceno en un reactor adiabatico de baja presion que contiene un catalizador de
oxido de hierro promovido por potasio, con una temperatura de reaccion entre 600 —
650 °C y 40 — 80 KPa de presion. El vapor también proporciona el calor para impulsar
la reaccion de deshidrogenacién, que es altamente endotérmica, y disminuye la
formacion de coque sobre el catalizador del reactor por gasificacion con vapor.
(Gomez et al. 2018).

Dicho esto, es recomendable entender el comportamiento de los microorganismos y
el petréleo, por ejemplo, se ha utilizado ciertas especies para la recuperacion de crudo
por medio de la aplicacion de poblaciones microbianas in situ las cuales se
encargarian de desalojar el crudo, finalmente los autores demostraron la degradacion

parcial del petrdleo (M. Atlas, Bartha and Guerrero, p. 539, 2002).

La biodegradacion de plasticos es una practica antigua, en donde informes anteriores
aprecian que la degradaciéon de plasticos se vuelve dificultosa por la presencia de
agentes plastificantes, que suelen ser ésteres de acidos grasos de cadena larga y
alcoholes, como el adipato de dioctilo, sin embargo, dice también que el peso
molecular es determinante para el proceso, en pocas palabras los fragmentos con
peso molecular menor a 500 son biodegradables (M. Atlas, Bartha and Guerrero,
p.536, 2002).

El metabolismo usual de degradacién de polimeros de bacterias es mediante hidrélisis
enzimatica completa, en el que las enzimas hidrolazas y actian sobre los enlaces
guimicos formados por los monoémeros, el PET se degrada en &cido tereftalico (TPA)
y etilenglicol (EG), los productos de la hidrolisis incluyen mono-(2-hidroxietil)
tereftalato (MHET) y bis-(2-hidroxietil) tereftalato que luego puede ser hidrolizado en
TPA y EG. Ademas, EG se pude procesar a traves de glioxilato en el ciclo de TCA.
(Chunga Campos y Cieza Martinez 2017; Wilkes y Aristilde 2017)

Las bacterias con capacidad de biorremediacion de derivados del petroleo crecen en
presencia de gran cantidad de petrdleo, su metabolismo consiste en dos caminos la
oxidativa donde los aceites se transforman en acidos, diéxido de carbono e hidrégeno;

y por su parte la via reductora consiste en la activacion de las enzimas que modifican
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guimicamente el poliestireno hasta subproductos menos recalcitrantes. (Nava-
Centeno et.al, 2019).
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3.1.

3.2.

METODOLOGIA
Tipo y disefio de investigacion

La investigacion realizada fue del tipo aplicada, ya que resuelve una
problematica basandose en teorias propuestas en investigaciones basicas; es
también llamada tecnol6gica por que impone un conocimiento técnico,
desarrollando sus sistemas en beneficio del progreso de métodos ya
conocidos. (Nieto, 2018). Enfoque cuantitativo, ya que los resultados
presentaron informacion, datos, etc, que facilitan el analisis de lo estudiado
contrastando los valores (Ballester et al. 2021). Tipicamente se reflejan en las
conclusiones con cifras numéricas que se traducen en un panorama que

comprueba o rechaza la hipétesis planteada.

El disefio fue experimental, en que se manipula la variable independiente para
medir sus efectos sobre la variable dependiente. (Melo, Lépez y E. Melo 2020)

Para ver diagrama de disefio experimental, Ver anexo 01.

Variables y operacionalizacion
Variable independiente: Efectividad de géneros bacterianos

Capacidad catabdlica que tienen algunos microorganismos de degradar,
transformar, sintetizar y acumular de forma natural diversos compuestos:
desde ligninas, almidén, celulosa y hemicelulosa hasta hidrocarburos,

farmacos y metales. (Ccallo- Arela et al. 2020)
Variable dependiente: Degradacion de poliestireno

Es el proceso de descomposicion de un material en didxido de carbono (CO2)
m metano (CHa4), agua (H20) y materia organica debido a agentes microbianos,
que se hace visible con la formacion de peliculas en la superficie del polimero,
asimismo constituye cambios en la estructura quimica o fisica de la cadena del
polimero. (Ccallo- Arela et al. 2020) Para la operacionalizacién de variables,

ver Anexo 02.
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3.3.

3.4.

Poblacion, muestra, muestreo, unidad de analisis

Poblacién: La poblacion es indefinida, debido a que la cantidad en cepas de

géneros bacterianos en los humedales de Eten es muy vasta para cuantificar.

Criterios de inclusion: Cepas que reaccionen positivamente a la prueba de
biodegradacion.

Criterios de exclusion: Cepas que reaccionen negativamente a la prueba de

biodegradacion.
Muestra: 5 cepas bacterianas aisladas del Humedal de Eten.

Muestreo: La técnica de muestreo aplicada es no probabilistico por
conveniencia longitudinal porque el criterio de seleccion de la muestra ha sido
designado por el investigador a beneficio de facilitar la proyeccion de
resultados hacia una poblacion no conocida existente, y longitudinal por que

se realizaran mediciones a través del tiempo (Otzen y Manterola, 2017).

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Puesto que esta investigacion const6 de fase de recopilaciéon de fuentes
bibliograficas para el marco tedérico y fase de investigacion para la obtencion
de resultados; los instrumentos de recoleccion han sido: la biblioteca virtual de
libre acceso para usuarios de UCV TRILCE (que proporciona libros, articulos
cientificos, articulos de revision sistematica, articulos de opinidén, ensayos),
ademas de los buscadores Google (para consultas en péaginas web de
periddicos) y Google Académico, todo lo mencionado corresponde a la fase de

recopilacion de informacion.

Para la fase experimental, se dividié en tres subfases, la sub fase recoleccion
de muestras en la se uso los conocimientos e insumos que menciona el
protocolo de toma de muestras bioldgicas de suelo, con el objetivo de
recolectar las bacterias para su aislamiento, subfase de procesamiento de
muestras donde se emplearon los equipos y reactivos para obtener datos de la
biodegradacion y actividad microbiana. Estos equipos consisten de la

autoclave para la desinfeccion del material de aislamiento (Placas Petri de
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3.5.

vidrio, pipetas, vasos de precipitados, matraz de Erlenmeyer y embudo), otros
equipos usados fueron la balanza de precision y microscopio 6ptico; con
respecto a instrumentos de laboratorio se usaron asa mango bacteriolégico,
asa de inoculacién, portaobjetos, mechero y pinza. En cuanto a los insumos se
utilizé lo requerido para tinciobn gran: violeta de genciana, Lugol, etanol,

safranina y agua destilada.

Finalmente, la subfase de analisis estadistico en que se realiz6 el
procesamiento de datos en la que se aplicaron conocimientos estadisticos

como parte de las pruebas de confiabilidad y validez de los resultados.

Procedimientos

La muestra seleccionada para el aislamiento de los géneros de interés se tomo
del suelo de las orillas de los humedales de Eten-Chiclayo, ya que segun Gede
et al. (2021) se logré cultivar a 28 °C durante 28 dias y se obtuvieron 165
colonias de bacterias degradadoras de plastico, de suelo del manglar Ngurah
Rai. Igualmente, Avila de Navia et al. (2019) determinan que, en el Humedal
Cordoba, un humedal con condiciones de la misma problemética que el
humedal de Eten respecto al vertimiento de aguas residuales domésticas,

realizaron la identificacion de los microorganismos coliformes y enterococcus.

El poliestireno fue limpiado, con agua destilada y desinfectado con alcohol puro
a 96°. A continuacion, se redujo el poliestireno en pedazos mas pequefios de
entre 3 a 5mm con un rallador y se integraran los pedazos en las placas petry
para disposicion de los géneros bacterianos y en los dias 4,9,14, 23 y 30 se
tomaron los datos de los estados finales de la pérdida de peso de la placa.

Ahora bien, el procedimiento de aislamiento e identificacion se llevé a cabo
diluyendo la muestra de suelo, en concentracion de base 10 (A -1) y se cultivd
durante 6 dias a 37 °C. A continuacion, se sembré en el medio Agar Potato
Dextrosa (PDA) puesto que éste es un medio de cultivo apto para el
crecimiento de todo tipo de organismo microscopico, entre ellos bacterias
(Filius et al. 2003)
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3.6.

De este cultivo se visualizaron 5 colonias, cada una de estas colonias fue
sometida a identificacion morfolégica mediante tincién de gram. Ver Anexo 3
Posteriormente cada colonia fue sembrada en viales individuales para el
aislamiento de la cepa pura en agar PDA a temperatura ambiente durante 3
dias, a partir de este crecimiento se sembraron placas Petri con cada una de
las clases identificadas morfologicamente y se le afiadi6 el poliestireno para su

observacion, para mayor entendimiento revisar Anexo 4.

Método de analisis de datos

La metodologia ejecutada para la evaluacion del potencial biodegradado de
poliestireno fue a través de la aplicacion de varias pruebas, siendo éstas la de

pérdida de peso de poliestireno, microscopia Optica y conteo en placa.

Inicialmente luego de la siembra para crecimiento de bacterias en general
provenientes del Humedal de Eten, se debe realizar el calculo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) para determinar el nUmero de células viables
de acuerdo al recuento en placa. Para esto se utilizé la formula de Valenzuela
(2001, p. 102)

A colonias enumeradas
UFC = * Factor de dilucion
B ml sembrados

El andlisis de la degradacion de poliestireno mediante la aplicacién de las
formulas de pérdida de peso se realiz6 mediante lo efectuado por Chunga

Campos y Cieza Martinez (2017):
Peso biodegradado = w inicial — W final

w inicial — wfinal

% Peso biodegradado = w inicial

Para terminar la fase de investigacion, se realizo la aplicacion de estadistica
descriptiva para analizar el sondeo de datos recopilados en base a tablas,

gréaficos y lineas de tendencia.
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3.7. Aspectos éticos

Esta investigacion es original, producto de la recopilacion de informacion citada en
formato ISO 690 de acuerdo a los lineamientos de la Universidad César Vallejo para
la proteccion de los derechos de autor y aplicada en disefio experimental, cuyos
resultados son veridicos segun lo obtenido en los andlisis. La calidad es asegurada
por los asesores proporcionados por la Universidad César Vallejo a la autora, quienes

son especialistas en microbiologia y estadistica.

Cabe mencionar que no existe conflicto de intereses, mas que proporcionar los
conocimientos obtenidos a la sociedad para mitigar los impactos negativos
ambientales de este tipo de contaminacion por residuos sélidos.
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V. RESULTADOS
4.1 Aislamiento de bacterias del Humedal de Eten

En el primer dia de la fase experimental se recolect6 aproximadamente 2 kg de suelo
de la orilla del primer Humedal de Eten, de una profundidad de 40 cm de profundidad.
De esta muestra se procedié a la homogenizacion y se depositdé en una bolsa ziploc

de cierre hermético y estéril. Ver figura 3.

Figura 03. Homogenizacion de muestra de suelo

Fuente: Elaboracién propia

De aqui se realizé una dilucion de 1 gr de suelo en 10 ml de agua destilada lo que
resulta en una dilucién de factor [10] ~(-1) (ver figura 6) de la que se obtuvieron 2
ml de filtrado y cada milimetro fue depositado en placas Petry con Agar PDA para
cultivo a 37°C en horno de incubacién durante 6 dias. De las cuales se logré obtener

5 colonias. Ver figura 4.

Figura 04. Dilucion de suelo

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 05. Recuento de colonias en placa

Fuente: Elaboracién propia

A la izquierda se encuentra la placa niamero 1 con tres colonias desarrolladas, y a la
derecha se encuentra la placa numero 2 con dos colonias desarrolladas. El conteo de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se realizé mediante la siguiente formula,

para identificar las células viables de las placas.

A colonias enumeradas L
UFC = *x Factor de dilucion
B ml sembrados

5 colonias enumeradas
UFC = - x 1071
1 mil sembrado

=5+ 10~ UFC/ml

Del célculo realizado resulta que las 5 colonias representan 5 células bacterianas
cultivables.

La prueba de identificacion morfolégica (Tincidbn Gram) determind que, en condiciones
anaerobias, medio Agar PDA no selectivo, ph 5 a temperatura de 37°C, se obtuvieron
bacterias con forma de cocos y bacilos gram positivos en todas las colonias. Al ser
practicamente iguales los resultados en las tinciones se adjunta una sola imagen de
lo visualizado en la tincion de la colonia 5 en microscopio 6ptico aumento x100. Ver
figura 6.
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Figura 06. Identificacion morfoldgica de colonias bacterianas

Fuente: Elaboracién propia

Cada una de las colonias crecidas en las placas petry fue aislada individualmente en
viales con agar PDA, a temperatura ambiente de entre 25y 26 °C (las fluctuaciones
debido a los cambios meteoroldgicos normales durante un dia en Chiclayo),
humedad 58 %, durante 3 dias. Ver figura 7.

Figura 07. Aislamiento en viales

Fuente: Elaboracion propia
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De izquierda a derecha se visualiza el crecimiento bacteriano de las cepas 1, 2, 3 ,4
y 5. Las colonias 1y 3 aparentan ser del mismo género, las colonias 2 y 5 evidencian
diferencias, mientras que a la fecha de aislamiento la colonia 4 no ha crecido. Luego
en el dia 7 se evidencié crecimiento de la colonia 4. Ver figura 8.

Figura 08. Aislamiento de colonia 4

Fuente: Elaboracién propia

Para mayor entendimiento de la descripcion de la morfologia colonial se elaboré la

siguiente tabla:

Tabla 1. Descripcion de morfologia colonial bacteriana

N° SUPERFICIE FORMA BORDE COLOR
Colonia 1 Umbilicada Irregular Lobulado Amarillo
Colonia 2 Acuminada Irregular Ondulado Blanco
Colonia 3 Umbilicada Irregular Lobulado Amarillo
Colonia 4 Convexa Irregular Redondeado Blanquesino
Colonia 5 Acuminada Circular Redondeado Blanco

amarillento

Fuente: Elaboracion propia
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4.2  Anadir Poliestireno a la siembra de cepas bacterianas
En la fase de reduccion fisico del poliestireno se logré obtener piezas de polvo y otras

de mayor tamafo que corresponden a los caracteristicos microplasticos. Ver figura 9.

Figura 09. Reduccion fisica del poliestireno

Fuente: Elaboracién propia

Se afiadi6 este polvo a unas placas petri con agar PDA en las cuales previamente
se habian sembrado las colonias identificadas.

De las 5 colonias encontradas sélo lograron aislarse 4, siendo la colonia nimero 4 la
gue no logré crecer, por lo que la colonia 5 pasé a ser aislada en la placa 4.

Mas adelante, debido al crecimiento tardio de la colonia 4 se replicaron las placas

en donde se paso a identificar de la siguiente manera:

Tabla 2. Descripcion de morfologia colonial bacteriana

N° Placa N° Colonia
1 1
2 2
3 3
4 5
5 1
6 2
7 3
8 4
9 5

Fuente: Elaboracion propia
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4.3 Comparar degradacion através del tiempo

Se elabor6 una comparativa fotografica de la degradacion a través del tiempo. De la
fecha de adicidn de poliestireno el dia 10/05/2022 con cuatro placas iniciales, luego
la fecha 14/05/2022 cuando se prepararon las siguientes 5 placas. Ver figuras 10,

figura 11y figura 12.

Figura 10. Observacion inicial placas con poliestireno

Fuente: Elaboracion propia

En la fila superior se visualizan las placas 1, 2,3 y 4.

En la fila inferior se visualizan las placas 5,6,7,8y 9

Figura 11. Observacion final de placas 1 a 4 con poliestireno

Fuente: Elaboracion propia.

De izquierda a derecha se visualizan las placas 1, 2, 3y 4.
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Figura 12. Observacion final de placas 5 a 9 con poliestireno.

Fuente: Elaboracién propia.

De la figura 12 se visualiza en la fila superior las placa 9.

En la columna inferior izquierda de abajo a arriba se visualizan las placas 5y 6.

En la columna inferior derecha de arriba hacia abajo se visualizan las placas 7 y 8.

La degradacion de poliestireno fue también sometida a la medicién de pérdida de

peso haciendo uso de balanza de precision, de los cuales se obtuvieron los siguientes

datos:
Tabla 3. Datos obtenidos
Tiempo Dia0 Dia 4 Dia9 Dia 14 Dia 23 Dia 30
(10/05/22) (14/05/22) (19/05/22) (24/05/22) (2/06/2022) (9/06/2022)
N° Peso inicial (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g)
Placa
1 80.2735 79.5772 78.486 77.371 75.5133 74.3723
2 81.396 80.6465 79.5086 78.4138 76.7021 76.1221
3 82.7808 82.2367 81.3634 80.4185 78.7022 77.6127
4 83.6687 82.9938 81.8586 80.7382 79.5566 79.5532
5 115.1055 114.1397 113.4053 112.1982 111.3521
6 127.3882 126.1817 125.1233 123.3832 122.1749
7 125.4672 124.4507 123.6007 122.1414 121.0817
8 119.0313 117.9328 117.0142 115.4712 114.3859
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9 129.5045

128.4222

127.4464 126.0849

125.0143

Fuente: Elaboracién propia.

A continuacion, se hallaron las variaciones de peso entre los dias monitoreados a

través de la siguiente férmula mencionada anteriormente y se ordenaron en la

siguiente tabla:

Tabla 4. Disminuciones de peso calculados

Tiempo Dia 0 Dia 4 Dia 9 Dia 14 Dia 23 Dia 30
(10/05/22) (14/05/22)  (19/05/22)  (24/05/22)  (2/06/2022)  (9/06/2022)
N° Peso inicial Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g)
Placa (9)

1 0.6963 1.0912 1.115 1.8577 1.141
2 0.7495 1.1379 1.948 1.7117 0.58
3 0.5541 0.8733 0.9449 1.7163 1.0895
4 0.6749 1.1352 1.1204 1.1816 0.0034
5 0.9658 0.7344 1.2071 0.8461
6 1.2065 1.0584 1.7401 1.2083
7 1.0165 0.85 1.4593 1.0597
8 1.0985 0.9185 1.543 1.0853
9 1.0823 0.9758 1.3615 1.0706

Fuente: Elaboracion propia

A partir de ambas tablas presentadas anteriormente se calcul6 el total de

disminucién del peso en gramos a partir de la fecha en que se tuvieron las 9 placas

y el porcentaje de peso disminuido en 26 dias.

Tabla 5. Resultados de efectividad de degradacion de poliestireno.

N° PLACA TOTAL (%) DEGRADADO

Peso () Peso ()
Placa 1 5.2049 6.5407%
Placa 2 5.3776 5.6102%
Placa 3 4.624 5.6228%
Placa 4 3.4406 4.1456%
Placa 5 3.7534 3.2608%
Placa 6 5.2133 4.0925%
Placa 7 4.3855 3.4953%
Placa 8 4.6453 3.9027%
Placa 9 4.4902 3.4672%

Fuente: Elaboracion propia
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4.4 Andlisis estadistico

Como parte del analisis estadistico se elaboraron graficos de barras que permitan
visualizar la biodegradacion a través de la reduccion del tamafio de la barra.
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Figura 13. Degradacion en el dia 4

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 13 se muestra la cantidad de peso reducido desde el dia 10/05/2022
hasta el dia 14/05/2022, recordemos que esto corresponde a las colonias 1,2,3 y 5.
Donde se visualiza que inicialmente la colonia 3 tiene el menor rendimiento mientras

gue la colonia 2 obtuvo el mayor crecimiento.
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Figura 14. Degradacion en el dia 9

Fuente: Elaboracién propia
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En la figura 14 se visualiza la pérdida en peso a partir del dia 14/05/2022 hasta el dia
19/05/2022, es decir en cuatro dias de crecimiento de las ultimas cinco placas que se
afadieron el 14/05/2022. En esta imagen se ve que la colonia 3 de la placa 7 ha
aumentado su rendimiento hacia el promedio, pero que la misma colonia de la placa
3 se mantiene como la de menor degradacion del grupo. En segundo lugar, se
visualiza que la colonia 1 de la placa 5 es la segunda de menor degradacion, aunque
su efecto ha sido mayor en estos cuatro dias iniciales, de lo que fue en los cuatro dias
iniciales de esta colonia en placa 1. En otras palabras, que esta colonia en placa 1
durante sus primeros cuatro dias de crecimiento redujo 0.6963 gr, pero la misma

colonia en placa 5 durante sus primeros cuatro dias redujo un 0.9658 gr.

Se evidencia también que en el transcurso de esos dias el promedio de degradacion
subi6 de 0.6 a 1.067 gr.
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Figura 15. Degradacion en el dia 14

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 15 se observa el rendimiento de degradacién de los dias 19/05/2022 al
dia 24/05/22, es decir en cinco dias. Es preciso sefialar que las placas 1 a la placa 4
son las que se encuentran en el dia catorce su cultivo, mientras que las placas 5 a 9

aun estan en el dia diez.

De cualquier manera, se visualiza que para esta fecha las bacterias redujeron sus

promedios de rendimiento a 0.8628 gr a excepcion de la colonia 2 en placa 2.
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En la figura 16 se visualiza que el rendimiento en esta fecha ha subido en general
para todas las placas, sin embargo, las colonias 5y 1 en placas 4 y 5 respectivamente
son las de menor rendimiento esta semana.
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Figura 17. Degradacion en el dia 30

Fuente: Elaboracién propia

En lafigura 17, se visualiza que la placa 4 ha reducido casi en su totalidad la actividad
microbiana por lo que ha habido una degradacion de 0.0034 gr. Esto significa que al
dia treinta la colonia 5 en placa 4 est4 entrando en una fase de paralizacion de su

crecimiento.

Por otra parte, las placas 5 a 9, que a la fecha llevan 26 dias en tratamiento, aunque
mantienen un rendimiento de degradacion de promedio constante de acuerdo a lo
revisado previamente, se ve que ha habido una ligera reduccién en su capacidad
respecto a la fecha 02/06/2022.
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COMPARATIVA DE LINEAS DE TENDENCIA
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Figura 18. Comparativa de lineas de tendencia

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 18, se muestra la comparativa de las lineas de tendencia los rendimientos
de biodegradacion observados desde el dia 9 (10/05/2022), dia en el que se
obtuvieron los resultados iniciales de las 9 placas.

El grafico comparativo evidencia los desarrollos bacterianos han sido muy similares
en las placas 5, 9,7,8,3,6,1. Este orden denota la capacidad biodegradativa de las
colonias en orden de menor a mayor, siendo la placa 5 de menor degradacion y la

placa 1 la de mayor degradacion.
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V. DISCUSION

En el proceso de cultivo de las bacterias para la prueba de degradacion se
utiliz6 Agar PDA debido a que este habia sido el medio de crecimiento inicial de las
colonias, sin embargo, Emmanuel-Akerele y Oluwatomi-Akinyemi (2022) en la
utilizaron inicialmente Agar PDA y para el aislamiento donde determinaron la
biodegradacion de cloruro de polivinilo utilizaron Mineral Salt Medium (MSM) dando
como resultado una reduccion de entre 0.00 y 0.05 gr de las bacterias S.Hyicus y

Bacillus sp. Respectivamente durante 6 semanas de observacion.

Los autores Emmanuel-Akerele y Oluwatomi-Akinyemi (2022) estudiaron bacterias
provenientes de suelo de vertedero aislandolas en el medio mineral salino incubadas
a 37° durante 4 semanas donde identificaron como grampositivas pertenecientes a
las especies stafilococos aéreus, streptococcus pneumoniae, streptococcus faecium,
stafilococus hycus micrococcus radiodurans, estafilococos spp, bacillus spp
micrococcus luteus, micrococcus radiodurans, streptococcus equi, streptococcus
mitior, Lactobacillus spp, streptococcusspp, streptococcus agalactiae, listeria spp,
micrococcus Mucilaginosos, proteus spp, staphylococcus xylosus, stafilococus
varians, cellobiosococcus sp. Se puede contrastar con la metodologia aplicada la que
solo se cultivo durante 4 dias en incubadora a 37 °C por lo que no se obtuvo colonias

bacterianas en gran cantidad ni en diversidad.

En el estudio de Emmanuel-Akerele y Oluwatomi-Akinyemi (2022) se encontrd que
las bacterias aisladas de vertederos aquellas con mejor capacidad de degradar fueron
bacillus spp y stafilococos aéreus. Asimismo, Avila de Navia et al. (2019) encontraron
bacterias del género enterococcus en un humedal de Colombia y M. Atlas, Bartha y
Guerrero (2002) ordena estos géneros de bacterias dentro la clase Bacilli que a su
vez es parte del fillum Firmicutes dentro del grupo de bacterias Gram Positivas. Estas
bacterias son de morfologia bacilar y de acuerdo a los resultados de la identificacion
morfoldgica de las colonias aisladas es posible que se trate de colonias de los géneros

anteriormente mencionados.

Jiang et al. (2021) Realiz0 el analisis de degradacion mediante microscopia
electronica de barrido microscopia SEM para analizar el biofilm formado en la

superficie del poliestireno luego de 30 dias Este método le permite visualizar con
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mayor precision y Claridad los cambios en la superficie qué un microscopio 6ptico no
permitiria esto se relaciona con la presente investigacién debido a que en este estudio

se utilizé un microscopio optico.

Jiang et al. (2021) dice qué disolvio el poliestireno en diclorometano lo cual formé una
solucién que fue depositada luego en una placa Petri que posteriormente se solidifico,
esto formd una lamina qué fue desionizada y deshidratada antes de su uso para la
biodegradacion en Agar medio salino, una vez aqui el cultivo de bacterias forman un
biofilm oxidan el poliestireno convirtiéndole de una superficie hidrofébica e hidrofilica
a partir de la oxidacion del grupo hidroxilo o grupo carbonilo. De este estudio la
bacteria con potencial biodegradacion fue la FS 1903 qué esta basada en el Gen 16
s rRNA asociado al género Massilia Para esto se utilizaron una amplificador del gen
y para la determinacion de los grupos quimicos involucrados se utilizé el equipo
Thermo Fisher lo cual nos permite reconocer las diferentes tecnologias de analisis
quimico y fisico de la biodegradacién bacteriana que es ser pudieron haber aplicado

en esta investigacion para tener Datos a una escala mas técnica.

En relacién a los resultados obtenidos de la respuesta de las colonias sometidas a la
prueba de degradacion M. Atlas, Bartha y Guerrero (2002) afirma que algunas
bacterias que no logran sobrevivir en placa son cultivables en la naturaleza, para
detectar esto se debe hallar la viabilidad por medio de recuento de células viables.
Esto se debe a que ante la carencia de nutrientes la célula ejecuta la reduccion de la
necesidad del nutriente escaso, reorganizando las rutas metabdlicas celulares por
sistemas de transporte de nutrientes afines a la disponibilidad y finalmente una

reduccion de la velocidad de crecimiento celular.

Basandose en Hauryliuk et al. (2015) el crecimiento bacteriano es una curva
logaritmica que representa la fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y
fase de muerte. En la fase estacionaria se realiza un efecto bacteriostatico
ralentizando el crecimiento de la célula, pero manteniéndola viva, de modo que al
iniciar la fase estacionaria entra en proceso la respuesta restrictiva produciendo
pentafosfato gua- nosina (pppGpp) vy el tetrafosfato guanosina (ppGpp) a través de
enzimas RSH (RelA/SpoT Homologue).

32



En tanto RelA se activan, las enzimas de la familia Spot/Rel/RSH y SAS sintetizan
(P)PPGpp en respuesta a la falta de aminoéacidos, por su parte (p)ppGpp limita el
crecimiento bacteriano y determina si la célula es viable debido a la accién hidrolasa
de la enzima sintetasa-hidrolasa bifuncional multidominio mediante el agotamiento de
nucleotidos celulares guanosina y adenosina o mediante la inhibicion de los genes
gue propician el crecimiento activo. En bacterias del phylum Firmicutes las enzimas
gue contienen este dominio son la principal fuente de moléculas efectoras de
respuesta estricta durante la inanicion de aminoacidos, glucosa y acidos grasos. (Das
y Bhadra 2020)

Posada Bustamante (1994) concluyé que los polimeros sintéticos generalmente no
son sensibles a las enzimas generadas por los microorganismos, a pesar que la causa
principal de degradacion biolégica son los microbios. Sin embargo, es un error
confundir la biodegradacion con la degradacion ambiental, la cual se refiere a la
degradacion que sufren los polimeros por el efecto combinado y acumulado de la luz,
el calor, el oxigeno, el agua, la contaminacion quimica, los microorganismos, los
insectos, los animales, mas los microorganismos, los insectos, los animales, mas los
efectos mecanicos del viento, la lluvia, el tréfico de vehiculos y otras fuerzas similares.
Por ende, los factores ambientales cumplen aportes a la degradacién de los

materiales, especialmente en condiciones naturales.

Una vez hecha esta precision, cabe mencionar que los polimeros altamente cristalinos
como el polietileno (95%), son rigidos y con poca capacidad para resistir impactos.
Los plasticos a base de PET poseen un alto grado de cristalinidad (30-50 %), que es
una de las principales razones de su baja tasa de degradacién microbiana, que se
prevé que tome mas de 50 afios por completo degradado en el medio ambiente
natural, y cientos de afios si se desechan en los océanos, debido a su menor
temperatura y disponibilidad de oxigeno. Mohanan et al. (2020) Por lo que las altas
temperaturas y las condiciones aerobias facilitarian la degradacién de los plasticos en

futuros ensayos.

Zumstein et al. (2019) observan que debe haber una discusién rigurosa de estos datos

respirométricos en el contexto de condiciones especificas de incubacién (por ejemplo,
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tiempo, temperatura, humedad relativa) y las propiedades clave especificas del
polimero. Esto implica que la biodegradabilidad de un plastico -certificado
biodegradable en un sistema determinado (p. ej., compost industrial o suelo agricola)
no puede cuestionarse en base a experimentos que muestran que el mismo plastico
no se biodegrada lo suficiente en un sistema diferente (p. ej., agua dulce o el medio

ambiente marino).

Un corolario mas de Gieg, Fowler y Berdugo-Clavijo (2014) en que estudios
genodmicos, transcriptdmicos y de mutantes realizados con cocultivos estan arrojando
nueva informacién sobre cOmo los microbios interactian y se benefician
energéticamente a través de diferentes mecanismos de transferencia de electrones
entre especies. En el sentido de que el poliestireno es un polimero que se genera a
partir de hidrocarburos de petrdleo y contiene benceno en su composicion, los
procesos sintroficos de degradacion de hidrocarburos, principalmente benceno,
ocurren en la presencia de elementos que acepten electrones como nitrato, Fe (lIl) o
sulfato; lo que ocurre es que el primer organismo combina la oxidacién del benceno
con la reduccion del hierro, produciendo H2 que sirve como fuente de energia para el

segundo.

Gaurav Saxena y Ram Naresh Bharagava (2020) Enumera los desafios en la
degradacion de polimetros, detallando que son en primer lugar la composicion
guimica del propio polimetro, el peso molecular, hidrofobicidad, tamafio de las
moléculas, adiciébn de grupos carbonilos, aditivos, enlaces quimicos, factores de
estrés y condiciones ambientales. Lo cual se ve reflejado en los resultados, de que
las fluctuaciones entre la temperatura ambiente juegan un rol crucial en la actividad

de los microorganismos, lo cual también depende del género que se tenga en cultivo.
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VI.

CONCLUSIONES

La efectividad de las bacterias aisladas del Humedal de Eten para degradar
poliestireno fue determinada a través de calculos matematicos y
mediciones progresivas de estados finales e iniciales, con lo que se resolvio
gue las bacterias tienen entre un 6.5407% y 3.2608% en condiciones
anaerobias y temperatura ambiente de entre 25 y 26°C durante 26 dias de
observacion. Se estima que las bacterias utilizadas en este estudio pueden
sobrevivir durante mas de treinta dias dependiendo de su capacidad de
adaptarse a condiciones de déficit de aminoacidos y la activacion de las
enzimas encargadas de la respuesta restrictiva.

El aislamiento bacteriologico del Humedal de Eten con el objetivo de
aplicarsele en la degradacion de poliestireno resulta viable de acuerdo a los
datos obtenidos en los que se visualizé un crecimiento normal de acuerdo
a cada una de las fases del desarrollo bacteriano, se concluye que una
dilucion 10" (-1) para el cultivo inicial en Agar PDA a 37°C dentro de
incubadora permitié obtener el crecimiento de la cantidad de colonias
viables, por lo que se debe mantener esa metodologia. Después de la
identificacion morfolégica de las colonias aisladas se determin6é que se
obtuvieron 5 géneros diferentes y probablemente 2 de estas colonias
aisladas pertenezcan al mismo género, pero diferente especie. Inclusive se
resuelve que durante los primeros 6 dias las bacterias que logran adaptarse
al medio son Gram positivas.

Para facilitar a las bacterias el acceso a la estructura interna del polimero
se debe realizar un pretratamiento, en este caso el pretratamiento fisico
terminé siendo suficiente para ser efectivo y tener mejores resultados que
estudios anteriores que sitian la degradacion muy por debajo de lo
obtenido. Durante la degradacion se obtuvo 1 repeticion por colonia aislada
a excepcion de la colonia 4 que fue observada en una sola placa.

La toma de datos a nivel longitudinal demostré que en etapa exponencial
las bacterias logran degradar hasta 1 gr por semana durante la dltima
semana del verano, porque en la semana del 19-05 al 24-05 que son dias
de cambio de estacién a invierno se vio una reduccion en la actividad

microbiana para posteriormente regularse a aproximadamente 1.6 gr.
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VII.

RECOMENDACIONES

Para mejorar el cultivo de cepas a aislar se deberia utilizar agar MSM de
acuerdo a los antecedentes revisados. Asimismo, es recomendable que cada
una de las etapas tanto de siembra, cultivo, aislamiento y prueba de
biodegradacion deben prolongarse mas de lo que se realizé en este estudio
con la finalidad de obtener mayor cantidad de colonias bacterianas y de
diversas especies que permitan compararlas entre si y también para medir el
potencial biodegradador durante mas de 30 dias.

Del mismo modo, se deberia tratar de replicar la prueba de degradacion en un
invernadero que permita mantener una temperatura calida sin necesidad de
energia eléctrica para mantener el proceso ecoldgico y econdmico. Ya que
segun lo observado parece ser que las condiciones atmosféricas determinan
la reproduccion. Adicionalmente se aconseja realizar diferentes fases de
pretratamiento como disolucién quimica, reduccion fisica con un equipo
especializado, reduccién térmica y finalmente experimentar con consorcios
bacterianos para inducir a sintrofia. También se recomienda realizar pruebas
de identificaciobn bioquimica para corroborar la identidad de las bacterias
aisladas, especialmente las de medios naturales con gran concentracion.
Para simplificar el proceso de aislamiento de bacterias de nichos ecolégicos,
es recomendable revisar estudios de caracterizacion bacteriolégica, estos
estudios proporcionan también obtener datos de la versatilidad de los
microorganismos y obtener coincidencias de los lugares en que se encuentre
el mismo tipo de bacteria. Cabe mencionar que, dado que hoy en dia se
encuentran plasticos en casi todos los entornos, se recomienda experimentar
con las bacterias de diferentes entornos como suelos agricolas, vertederos,
humus, parques, asi como también se ha logrado identificar bacterias con
estas capacidades en frutas, verduras, intestinos animales, residuos plasticos
degradados, agua marina, sedimentos costeros, etc.

Con la finalidad de adicionar un beneficio econémico y poder replicar estos
sistemas a nivel industrial se deberia realizar un analisis de COSTO-
BENEFICIO respecto a los posibles servicios ecosistémicos de los lugares

contaminados luego de su rehabilitacién.
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Anexo 01. Operacionalizacion de las variables

ANEXOS

VARIABLES DE DEFINICION DEFINICION - ESCALA DE
ESTUDIO CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSION INDICADORES MEDICION
bropiedades de  R€alizar monitoreo del Peso de poliestireno Gramos de razon
Degradacion pIede progreso de la
o un material en un . o
de poliestireno . biodegradacion en un
: determinado . .
(Dependiente) ambiente periodo determinado
de tiempo. Tiempo de biodegradacion Dias Intervalo
Concentracion de Unidades formadoras de razén
Capacidad microorganismos de colonias (UFC)
Efectividad de catabdlica de Analizar los
géneros degradar microorganismos que
bacterianos polimeros se desarrollen en
(Independiente) derivados de poliestireno. Forma de las
petroleo. Identificacién morfolégica bacterias :
Nominal

de las cepas

Clasificacion Gram

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 02. Cronograma de procedimientos

N° ACCION FECHA
1 Toma de muestras de suelo 28-Abr
2 Siembra de bacterias generales 28-Abr
3 Tincién de gram colonias 4-May
Siembra de colonias a viales- T°
4 . 7-May
ambiente
5 Crecimiento de viales - Tincion Gram 10-May
6 Siembra de viales a placas (4) 10-May
Siembra de viales a placas (5)-
7 » ) 14-May
Observacion placas anteriores
8 Observacion placas (9) 19-May
9 ) o 19-May
Observaciones longitudinales
10 9-Jun

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 03. Tinciéon Gram




