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RESUMEN

La produccion del plastico incrementa afio a afio debido a la gran diversidad de usos de
estos polimeros sintéticos para satisfacer la demanda de la industria y de una poblacion
gue crece en gran medida. La forma incorrecta de desechar y manejar los plasticos de
un solo uso y los indeterminados tiempos de degradacion que tienen la mayoria de estos
polimeros esta provocando graves impactos en los ecosistemas, en la salud animal e
incluso afectando la salud humana. Para enfrentar este problema ambiental, desde hace
varios aflos se han investigado el uso de organismos vivos para degradar este tipo de
materiales. Este trabajo es la continuacion de resultados previos en el que se uso el
consorcio comercial de microorganismos sugiriendo incrementar las dosis para evaluar
el potencial de degradacion de estos sobre el poliestireno. La fase experimental consistio
en la comparacion de dos dosis del consorcio comercial (2mg/100 mly 5mg/ 100ml) con
un hongo endofito del cacao en platos de poliestireno en condiciones normal y platos de
poliestireno Fotooxidado (300 horas de radiacién UV). Los resultados demostraron que
tanto las bacterias del consorcio comercial de microorganismos como el hongo fueron
capaces de colonizar el plastico al utilizarlo como fuente de carbono y formar una
biopelicula sobre la lamina superficial, el peso promedio maximo de biomasa generado
llego a 0,0118 g producido por la dosis de 2mg/100ml. Con relacion al porcentaje de
degradacion se encontr6 que la dosis de 5mg/100ml fue la que produjo el mayor
porcentaje alcanzando el 1,87% sobre el plato Fotooxidado ya que este tratamiento
previo cumple un rol muy importante facilitando el proceso de colonizacion para los
organismos debido al incremento de la porosidad en el material y cambios producidos
en la estructura quimica principalmente en los cambios en los enlaces carbono-carbono.
Palabras Clave: consorcio de microorganismos, hongo, degradacion, poliestireno,

fotooxidacion.



ABSTRACT

Plastic production is increasing year by year due to the great diversity of uses of these
synthetic polymers to satisfy the demand of the industry and of a population that is
growing to a great extent. The incorrect disposal and handling of single-use plastics and
the indeterminate degradation times of most of these polymers are causing serious
impacts on ecosystems, animal health and even affecting human health. To address this
environmental problem, the use of living organisms to degrade these materials has been
investigated for several years. This work is the continuation of previous results in which
the commercial consortium of microorganisms was used, suggesting to increase the
doses to evaluate the degradation potential of these microorganisms on polystyrene. The
experimental phase consisted of the comparison of two doses of the commercial
consortium (2mg/100 ml and 5mg/ 100ml) with an endophytic cocoa fungus on
polystyrene plates under normal conditions and photooxidized polystyrene plates (300
hours of UV radiation). The results showed that both the bacteria of the commercial
consortium of microorganisms and the fungus were able to colonize the plastic by using
it as a carbon source and form a biofilm on the surface sheet, the maximum average
weight of biomass generated reached 0.0118 g produced by the dose of 2mg/100ml. In
relation to the percentage of degradation, it was found that the 5mg/100ml dose was the
one that produced the highest percentage reaching 1.87% over the photooxidized plate,
since this pretreatment plays a very important role in facilitating the colonization process
for the organisms due to the increase of porosity in the material and changes produced
in the chemical structure, mainly in the changes in the carbon-carbon bonds.

Keywords: microorganism  consortium, fungus, degradation, polystyrene,

photooxidation.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

A partir de los afios 50 fueron desarrollados los polimeros que conocemos en la
actualidad para la fabricacion de plasticos de un solo uso, a partir de entonces muchos
materiales fueron reemplazados por el plastico debido a la versatilidad de usos que tiene
este material. Si bien inicialmente el uso del plastico se lo vio una solucién a muchos
problemas para la industria por el bajo costo de produccién y su durabilidad, hoy en dia
el uso excesivo y el mal manejo de los mismos esta provocando graves problemas

ambientales.

El mayor porcentaje del plastico que se fabrica a nivel mundial es de un solo uso, una
vez que cumplen su funcion son desechados o manejado de forma no apropiada. Como
consecuencia de esto la contaminacién por plastico genera nimeros impactos negativos
en la salud humanay a los ecosistemas terrestres y marinos. Un ejemplo de esto es que
anualmente llegan a los océanos cerca de 12 millones de toneladas métricas y se estima
gue la acumulacion de estos materiales en el océano hasta el momento asciende a 150
millones de toneladas métricas de plastico que afectan a una gran variedad de especies.
(WWF, 2019).

1.2 Justificacion

Para el desarrollo de este trabajo se ha tomado como referencia los objetivos del
desarrollo sostenible, especificamente el objetivo doce que propone “garantizar
modalidades de consumo y produccién sostenibles con el fin de lograr la gestion
ecolégicamente racional de los productos quimicos y de todos los desechos a lo largo
de su ciclo de vida, de conformidad con los marcos internacionales convenidos, y reducir
significativamente su liberacion a la atmosfera, el agua y el suelo a fin de minimizar sus

efectos adversos en la salud humana y el medio ambiente™ (NN.UU., 2015)



Para cumplir con este objetivo en Ecuador en diciembre del 2020 la Asamblea Nacional
aprobo la Ley Organica para la Racionalizacion, Reutilizacién y Reduccion de plasticos
de un solo uso, la cual contempla el uso de plasticos biodegradables, es decir, que
puedan descomponerse en condiciones normales del ambiente con la intervencion de
agentes bilégicos como microorganismos o plantas. Esta ley siguiere que el tiempo de
degradacion no supere los 24 meses, ademas, los productos que cumplan con estas
caracteristicas deberan obtener la certificacion correspondiente (Asamblea Nacional,
2020).

Adicional a esto el codigo organico del ambiente en su libro tercero de la calidad del
ambiente, titulo V "Gestion integral de residuos y desechos”, en el capitulo Il sobre
“Gestion integral de residuos y desechos solido no peligrosos”, Articulo 225.- "Politicas
generales de la gestidén integral de los residuos y desechos”™ numeral 6 que hace
referencia al “fomento de la investigacion, desarrollo y uso de las mejores tecnologias
disponibles que minimicen los impactos al ambiente y la salud humana™ (COA, 2017) lo
gue motiva a buscar alternativas amigables con el ambiente con el fin de dar solucion a
los problemas ambientales ocasionados por el manejo irresponsable de los plasticos de

un solo uso.

Una de las medidas para el manejo de estos desechos que se esta utilizando
actualmente es el reciclado, de esta forma muchos de los materiales plasticos son
reutilizados para la fabricacion de nuevos materiales. El problema es que no todos los
polimeros pueden ser reciclados con facilidad y ser reutilizados, uno de estos es el
poliestireno (PS), es por esto que se busca alternativas innovadoras para el manejo de

estos polimeros.

Con ayuda de la biotecnologia se puede desarrollar diferentes vias alternativas que
ayuden a degradar plasticos de un solo uso, es decir, poder degradarlos o transformarlos
en moléculas mas simples con ayuda de organismos vivos como bacterias y hongos,

para ser eliminados mas rapidamente del medio ambiente.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Comparar la capacidad de degradacién de microrganismos aislados y de un consorcio
microbiano sobre plasticos de un solo uso, medida por la reduccion general del material

para establecer la efectividad de ambos modelos en la degradacion del poliestireno.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el nivel de degradacion del plastico mediante el andlisis del cambio
de biomasa, grado de colonizacién y la reduccion de peso del poliestireno entre

ambos modelos.

2. Analizar la efectividad de ambos modelos en el proceso de degradacion del

poliestireno mediante un analisis estadistico.

1.4 Marco tedrico

En la actualidad, el planeta enfrenta uno de los problemas ambientales mas serios de la
historia a causa de la contaminacion por plasticos. Debido a que la produccion de estos
materiales es sencilla y tiene costos bajos, la industria ha incurrido en la sobre
produccion de los mismos con el fin de cubrir la demanda de consumo de una poblacion
mundial en aumento. Por ejemplo, en el afio 2019 de acuerdo a Nature conservancy la
produccion de plasticos por afio ascendia a 460 millones de toneladas de plastico, de
este total producido anualmente el 50% es desechado después de un solo uso (Nature,
2021), de esto una gran cantidad, entre 4,8-12,7 millones de toneladas métricas de
plastico al afio llega a los océanos donde se acumula (Haward, 2018).Segun el American
chemistry council, se prevé que para el 2050 la produccién de plasticos se duplique,
aumentado la cantidad de desechos plasticos mal manejados que llegan a los diferentes

ecosistemas del mundo (Parker, 2020).

La industria del plastico ha tenido grandes avances desde su aparicion que actualmente

se conocen mas de 300 tipos diferentes de plasticos de los cuales 60 son los de mayor



produccién a nivel mundial, entre los cuales tenemos a él polietileno (PE), polipropileno
(PP), cloruro de polivinilo (PVC), poliuretano (PU), la resina fendlica, el poliestireno (PS),
entre otros. (Chen et al., 2021). El Poliestireno es un polimero muy utilizado en el sector
de envasado y embalaje gracias a los beneficios que brinda como la proteccion contra
impactos, el aislamiento térmico. Ademas, es un material sumamente liviano y maleable
caracteristica que le permite adaptarse a las necesidades de cada producto a proteger
(Samper, M.D, 2008).

A pesar de que el PS puede presentar soluciones para conservacion de temperatura de
alimentos, empaquetado, e incluso en construccion, este también estd causando
problemas ambientales debido a que es considerado un material que no se degrada ya
gue puede tardar miles de afios en ocurrir, ademas, la fabricacion de PS genera grandes
cantidades de gases de efecto invernadero, asi como desechos liquidos y sélidos
(Merrington, 2011). Al ser desechado el PS enfrenta condiciones ambientales que
pueden complicar su eliminacién. Estudios realizados sobre el material han demostrado
gue su estructura quimica dificulta que este polimero sea atacado por los
microorganismos y lo degrade. Sin embargo, es esta misma estructura la que permite al
PS absorber grandes cantidades de luz UV que romper los enlaces de carbono dando
como resultado la oxidacidn fotoquimica del material promoviendo la fragmentacion en
particulas méas pequefias (Ward et a |., 2019) de esta forma puede llegar a afectar a la
cadena tréfica al ingresar en ella, a su vez arrastrando otros contaminantes que pueden
bioacumularse y biomagnificarse (Castelvetro et al., 2021). Otros estudios han revelado
gue la radiacion UV produce la oxidacion parcial de la moléculas de PS, debido a estas
reacciones se producen productos de descomposicidbn que contienen oxigeno en su
estructura molecular como el CO2 y que son los microrganismos quienes son capaces

de oxidar completamente PS a CO2 (Kershaw, 2015).

El consumo masivo y la creciente produccion de plastico lleva a buscar alternativas que
sean sostenibles en el tiempo y amigables con el ambiente apoyandose en la
biotecnologia ya que los métodos actuales para eliminar estos desechos (incineracion,
vertederos y reciclaje) tienen un costo enorme, no son sostenibles y suponen una carga
mayor para el ambiente (Amobonye et al., 2021). Existen estudios previos sobre como

los sistemas bioldgicos son capaces de degradar los plasticos de un solo uso utilizando
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su estructura molecular como fuente de carbono, previniendo la produccion de
microplasticos y demas productos de desechos que puedan agravar aun mas los
problemas ya existentes en el planeta, esto se debe a que durante miles de afos estos
organismos han evolucionado para transformar y mineralizar diferentes compuestos,

incluidos los xenobiéticos (Amobonye et al., 2021).

Con ayuda de la biotecnologia se estan estudiando la capacidad de diversos organismos
de degradar plasticos de un solo uso como el PS. Algunas bacterias y hongos tienen la
capacidad de formar biopeliculas sobre la capa superficial del PS y muchos de estos
microrganismos pueden alterar las propiedades quimicas del material haciéndolo mas
susceptible a los procesos de degradacion (Kim et al., 2021). Otros organismos como
los gusanos de la harina especificamente as larvas de Tenebrio molitor mastican y

comen espuma de poliestireno y polietileno (Liu et al., 2022; Yang et al., 2015).

En el estudio realizado por Mor y Sivan denominado “Formacion de biopeliculas y
biodegradacioén parcial de poliestireno por el actinomiceto Rhodococcus ruber” lograron
determinar que la bacteria fue capaz de colonizar el polietileno y utilizarlo como Unica
fuente de carbono y energia, realizaron el monitoreo de la cinética de formacion de
biopeliculas sobre poliestireno, determinado la actividad fisiolégica de la biopelicula y
probando la capacidad del microorganismo para degradar poliestireno puro ( 2008).
Otros estudios se han realizado analizando el microbiota de insectos como, por ejemplo,
Aislamiento, identificacion y caracterizacién de bacterias degradadoras de poliestireno
del intestino de larvas de Galleria Mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), donde se aisl6 del
intestino de las larvas de Galleria mollonella una bacteria degradadora de PS que fue
identificada como Massilia sp. FS1903, una vez que las larvas fueron alimentadas con
PS realizaron analisis como microscopia electrénica de barrido y espectrometria de
dispersion de energia de rayos X con lo que pudieron determinar que la estructura y la
morfologia de la pelicula de PS fue destruida por la bacteria aislada lo que demuestra el

potencial uso de la bacteria en la degradacion del PS (Jiang et al., 2021).

Otra alternativa estudiada en la biodegradacion de plasticos de un solo uso es con la
ayuda de consorcios microbianos que se define como “una asociaciéon natural de dos o

mas poblaciones microbianas de diferentes especies que actian de forma conjunta
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como una comunidad en un sistema complejo” (Kwang Joong etal., 2002), esta
asociacion refleja sinergia donde el crecimiento y el ciclo de nutrientes se conduce con
mayor eficiencia que en las poblaciones individuales (Ochoa Carrefio & Montoya
Restrepo, 2010). Con este concepto se sabe que la degradacion del plastico de un solo
uso puede aumentar ain mas por la actividad cooperativa de mdltiples especies
microbianas. Esto se ha demostrado en un estudio analizar de viabilidad de utilizar un
consorcio microbiano para degradar polietileno (PE) ya que el uso excesivo de este ha

llevado a una acumulacion significativa de desechos plasticos en los suelos agricolas.

Para el estudio se utilizaron dos nuevas cepas de Arthrobacter sp. y Streptomyces sp.
gue se aislaron de suelos agricolas y se demostrd que crecian con el PE como Unica
fuente de carbono. Las bacterias del género Arthrobacter sp. crecieron principalmente
en la fase de suspension del cultivo, y las del género Streptomyces sp. formaron
biopeliculas en la superficie del PE, lo que indica que estas cepas eran de diferentes
tipos metabdlicos y ocupaban diferentes microambientes con diferente acceso a
nutrientes (Han et al., 2020). Estudios como estos brinda nuevos conocimientos para
nuevas alternativas en la biodegradacion de plasticos de un solo uso, ya que hasta el
momento se conoce diversos géneros y especies de bacterias que degradan los
polimeros plasticos como Brevibacillus borstelensis, Rhodococcus ruber, Pseudomonas
chlororaphis, Pseudomonas putida AJ, Thermomonospora fusca, Alcaligenes faecalis,

Clostridium sp., etc. (Jaiswal et al., 2020).

Otra alternativa que se ha venido estudiando desde hace varios afios es el uso de
hongos para la degradacién de plasticos de un solo uso. Tal es el caso de un estudio
realizado utilizando especies del género Curvularia que es un patdégeno facultativo, o
socio beneficioso de muchas especies de plantas y comun en el suelo (Madrid et al.,
2019) donde demostraron que las hifas del hongo se habian adherido y habian
penetrado en la estructura del polimero. Las muestras del poliestireno oxidado que
fueron utilizadas en el estudio fueron analizadas con espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR) con lo que se identificé que la recibir el tratamiento
guimico oxidativo se formaron grupos carbonilos e hidroxilos lo que ayudo a la
colonizacion del PS por parte del hongo (Motta et al., 2009). Las enzimas producidas por

estos organismos, que han sido aisladas de basidiomicetos y de ascomicetos son de
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gran interés ya que producen una gran variedad de compuestos especializados en la
degradacion de sustancias recalcitrantes lo que los convierte en una potencial alternativa
en el &rea de degradacion de plasticos. Dentro de este grupo de enzimas se encuentran
las lacasas y peroxidasas, que generalmente son utilizadas por los hongos para
degradar la lignina, las mismas muestran buenos resultados en la degradacién del
polietileno (PE) y el cloruro de polivinilo (PVC), mientras que las esterasas como las
cutinasas y las lipasas se utilizaron han sido utilizadas con éxito para degradar el
tereftalato de polietileno (PET) y el poliuretano (PUR).



CAPITULO 2

2 METODOLOGIA

2.1 Investigacion previa

Este trabajo fue desarrollado como continuacion de una serie de trabajos previos sobre
bioprospeccion de organismos para la degradacion de plasticos de un solo uso y
evaluacion de la biodegradacion de plasticos de un solo uso a partir de un consorcio de
microorganismos. Para para la ejecucion de estos trabajos de investigacion se utilizaron
platos de poliestireno expandido (EPS) en condiciones normales y platos de poliestireno
fotooxidado, es decir sometido a un proceso de fotoxidacion por un periodo de 300 horas
con radiacion UV. Junto a estos materiales se seleccionaron diferentes organismos

como hongos y bacterias.

Una vez creados los diferentes tratamientos las muestras de plasticos junto con los
microorganismos fueron incubadas en un medio salino, para asegurarse de que la fuente
de carbono utilizada por ellos sea el EPS. La incubacién fue realizada por 30 dias tiempo
promedio en el que se espera que los microorganismos hayan colonizado el sustrato. Al
finalizar este periodo las muestras de EPS fueron evaluadas por cambio en la biomasa,
microscopia y espectrometria infrarroja por transformada de Fourier, analisis que fue

realizado previo a la incubacién.

2.2 Preselecciéon del hongo

Inicialmente para este proyecto se seleccion6 un grupo de cuatro especies diferentes de
hongos provenientes de muestras de suelo y otros endoéfitos del cacao.

Fueron establecieron dos tratamientos diferentes uno con EPS en condiciones normales
y el otro con EPS fotooxidado por 300 horas para cada uno de los cuales se realizaron
dos réplicas. Los microorganismos junto con las muestras de plastico (30 discos de
aproximadamente 7mm de diametro) fueron incubados en 30 ml de un medio mineral
(KH,PO, 0.1%, NaH,P0, 0.25%, NaCl 0.10%, (NH,),S0, 0.20%, MgS0,.7H,0 0.005%,
CaCl, 0.005%, Tryptone 0.20%) en frascos de aproximadamente 250 ml de capacidad.



El tiempo de incubacion fue de 15 dias a una temperatura de 27 °C sin agitacion.
Posterior a esto se determiné cambios en la biomasa y la degradacion del poliestireno
para seleccionar el hongo que haya tenido mejor resultados y utilizarlo en el experimento

principal.

2.3 Disefio del experimento

El experimento principal se compone de un andlisis de dos tratamientos. El primero con
muestras de EPS en condiciones normales. Para el segundo tratamiento, se utilizo platos
de EPS que fueron sometidos a un tratamiento previo de fotoxidacion con 300 horas de
luz ultravioleta con lo que se busca simular la exposicion a la que se expondria un plato
en el ambiente junto con dos dosis diferentes del consorcio microbiano (2mg/10ml y

5mg/100ml) y el hongo que haya sido preseleccionado.

Para cada tratamiento se realizaron 5 réplicas en frascos con capacidad de 250 mL
aproximadamente (Figura 2.1) con 30 piezas de EPS de 7 mm de diametro y 30 mL del
medio mineral descrito en la etapa de preseleccién del hongo. Se realiz6 un control por
cada tratamiento, el primero de ellos con el medio mineral y PS en condiciones normales
sin consorcio ni hongos y para el segundo tratamiento se colocé medio mineral con el
EPS fotooxidado y sin consorcio de microrganismos ni hongos, para descartar la
posibilidad de contaminacién y la alteracion de los resultados del experimento como la

degradacion del plastico o aumento en la biomasa.

PS5 condiciones Normal PS Fotooxidado
2mg/1iooml  |§N) 0 K3 &0 &3 2 mg/100 ml
smg/iooml | B0 2 3 |3 5mg/100ml
Hongo bRk Hongo | |
Caontrol 1 Cantrol 1

Figura 2.1 Representacion gréfica del experimento principal.
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2.4 Evaluacion de la biodegradacion

Una vez transcurridos los 30 dias de incubacion, se retiraron los frascos de la incubadora
observar los cambios en el plastico producido por las bacterias y el hongo. Se debe
determinar si se liberaron particulas de las muestras de EPS en el liquido, por lo que las
muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 10000 rpm para observar si existia
material precipitado. Para separar del poliestireno la capa de biomasa generada durante
la incubacién se realizaron lavados con una solucién Twin al 0.05% por 3 ocasiones,
después de cada lavado se centrifuga el plastico con la solucion en tubos de 50 ml a 10
°C, 10000 rpm durante 5 minutos (Mejia et al., 2021).

Posterior a los lavados, el material fue preparado dejandolo secar durante 24 horas a
60°C para asegurarse de que estén libres de humedad para la evaluacion de la biomasa
y el analisis con el estereoscopio lo que permitira determinar la capacidad de los
microrganismos de colonizar el plastico y utilizarlo como Unica fuente de carbono
disponible. Para determinar el porcentaje de degradacién de plastico se utilizé la

siguiente ecuacién (ecuacion 2.1):

peso inicial—peso final "

% perdida de peso = 100 (2.1)

peso inicial

2.4.1 Biomasa

Para calcular la biomasa, es decir, la cantidad de materia viva de origen vegetal o animal
presente en un momento dado en un area determinada (Garcia & Martinez, 2014). Se
utilizé una balanza analitica, esta medida nos ayudd a estimar la cantidad de
microorganismos que lograron fijarse al sustrato para degradarlo utilizandolo como

fuente de carbono.

2.4.2 Estéreo microscopia

La estéreo microscopia permiti6 observar de cerca el proceso de colonizacion de las
bacterias y el hongo en los sustratos, especificamente la formacién del biofilm
determinando la diferencia en la cantidad de fijacién de los microorganismos entre los

tratamientos. Para identificar el biofilm se analizaron caracteristicas macroscopicas, por
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lo que cada pieza de plastico fue tefiida con azul de lactofenol y posteriormente

observadas en estereoscopio.

25 Andlisis Estadistico

Los datos cuantitativos permitieron identificar cuél de los sistemas establecidos presenta
mas efectividad en la degradacion. Para esto se utilizaron herramientas estadisticas
como el andlisis de varianza de dos factores para determinar el efecto de la dosis de
consorcio microbiano y el hongo sobre el plastico, es decir, si ha sido degradado y si
existen diferencias significativas entre ellos, bajo la hipdtesis de que todas las
observaciones realizadas con respecto a la degradacion del plastico son igual es media

y varianza (King, 2016).

Una vez realizado el andlisis de varianza si se presentan medias comparadas con
diferencias significativas, se realizara la prueba de Fisher de comparaciones multiples
con la que se identificé cual de las medias en el porcentaje de degradacion presenta
diferencias significativas que permitan establecer el modelo planteado que tuvo mayor

efectividad en la degradacion.

2.6 Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Es una técnica que permitié detectar multiples parametros sobre la composicion y la
estructura quimica del plastico empleado para las pruebas. Mediante el uso de este
analisis se pudo recopilar datos espectrales de absorcién del material con relacion a los
enlaces quimicos y a la estructura del polimero a través de las diferentes longitudes de

onda en la regién electromagnética del infrarrojo (Mata-Miranda et al., 2017).
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CAPITULO 3

3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Resultados

Una vez transcurridos los 30 dias de incubacion determinamos el porcentaje de
degradacion del plastico considerando las variaciones en el peso del mismo. El promedio

de los porcentajes de degradacion calculados se muestra en la tabla 3.1

Tabla 3.1.- Porcentajes de degradacion

Tratamiento Mc 2mg/100ml 5mg/100ml
PS normal -2.1339 -2.3489 -2.5473
PS Fotooxidado 1.5074 0.5467 1.8652

La figura 3.1 nos muestra que en el caso del PS en condiciones normales no fue posible
determinar el porcentaje de degradacién. Los valores negativos, son un indicativo de
gue el peso final del plastico fue mayor al peso inicial debido a la biomasa que logro

adherirse a la superficie del poliestireno.

Con relacion al PS fotooxidado los valores positivos indican que, si existio degradacion,
el peso final del plastico fue menor al peso inicial debido a la actividad de los
microorganismos sobre el material y a la fragmentacién del material producida por la
radiacion UV. El mayor porcentaje de degradacion fue alcanzado por el hongo y la dosis

de 5mg/100ml del consorcio con 1.5074% y 1.8657% respectivamente.



2.5000
2.0000 1.8652
1.5074

1.5000

10000 0.5467

0.5000 .

0.0000
-0.5000 2m Oml 5m Oml Mc 2mg/100ml 5mg/100ml|

-1.0000 PS al PS Fotooxidado

% Degradacion

-1.5000
-2.0000

- -2.1389
22000 -2.3489

-3.0000 -2.5473

Tratamiento

Figura 3.1 Porcentaje de degradacion.

3.1.1 Biomasa

Para determinar la biomasa generada durante los 30 dias de incubaciéon se calcul6 la

variacion entre el peso inicial del poliestireno y el peso final una vez cumplido el tiempo.

En la tabla 3.2 se muestran los promedios obtenidos de las diferencias entre los pesos
iniciales y finales para todas las réplicas de los tratamientos junto con el control. En el
caso del poliestireno en condiciones normales la dosis de 2mg/100ml fue la que genero
mayor incremento con 0.0118 g, es decir, que el peso final fue mayor al peso inicial a
causa de la biomasa fijada al plastico, en contraste la dosis que genero menor biomasa
como se demuestra en la tabla 3.2 fue el hongo con 0.00548 g esto debido a la
degradacion que se produce una vez que los microorganismos han colonizado el

material para utilizarlo como fuente de carbono.

Tabla 3.2 Promedio de biomasa generada

Tratamiento ~ Mc(g)  2mg/100ml(g)  5mg/100ml(g)  Control (g)
PS normal 0.00548 0.0118 0.00731 0.00012

PS Fotooxidado 0.001 0.0043 0.00075 0.00011
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Para el poliestireno fotooxidado los calculos realizados para determinar la biomasa
dieron valores inferiores con relacion al plastico sin tratamiento previo. La figura 3.2
muestra que con la dosis de 2mg/100ml del consorcio de microorganismos se produjo
la mayor cantidad de biomasa adherida al plastico con 0.0043 g, por el contrario, la
menor cantidad de biomasa adherida al plastico se generd con la dosis de 5mg/100ml
de consorcio con 0.00075 g. Debe tenerse en cuenta que mucha de la biomasa para

ambos tratamientos puede haberse perdido durante los lavados sucesivos del plastico.

BIOMASA GENERADA

W PS normal PS Fotooxidado

0.0118

0.00548
0.00731

BIOMASA (G)
0.0043

0.001
0.00075
0.00011

~
—
o
S
Q
o

MC 2MG/100 ML 5MG/100ML CONTROL

Figura 3.2.- Biomasa Generada.

3.1.2 Estéreo microscopia

Una vez cumplido el periodo de incubacién se tifio el plastico para identificar las zonas
en que los microorganismos habia logrado colonizar, al analizarlos en el estereoscopio
se encontré que todos presentaban colonizacion ya que tenian muchas zonas tefidas.
La dosis de 2mg/100ml del consorcio fue la que presento mayor biomasa y al momento
de tincidén se pudo observar como gran parte del plastico de color azul como se muestra
en la figura 3.3. La dosis de 5mg/100ml y el hongo mostraron valores cercanos en la
biomasa generada que colonizo el plastico por lo que se realizdé una tabla comparativa
(Tabla 3.3) de la actividad de ambos con respecto a la biopelicula formada sobre la capa
superficial del plastico y la degradacion producida por los microorganismos. Para la dosis
de 5mg/100ml se observd mayor tincion del plastico lo que estd acorde a los datos

obtenidos de la cantidad de biomasa generada, en el caso del hongo, aunque la
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produccién de biomasa fue la menor se pudo observar con la tincion una gran cantidad

de areas colonizadas.

Para el PS fotooxidado la radiacion UV incremento la porosidad del material, debido a
esto se infiere que fue més facil para los microorganismos fijarse al plastico llegando
hasta las capas mas internas tefiidas de azul intenso como se puede observar en la tabla
3.3. Las imagenes correspondientes al PS Fotooxidado tratados con el hongo y la dosis
de 5mg/100ml presentan areas sin tefiir similares a orificios en la superficie del plastico,
son regiones donde el plastico ha sido degradado por los organismos demostrando que
el proceso previo de fotooxidacion facilita la colonizacion y degradacién por los cambios

en la estructura del material que este proceso genera.

Figura 3.3.- Tincion de poliestireno en condiciones normales tratado con la dosis de
2mg/100ml.

3.1.3 Andélisis de varianza

El andlisis de varianza realizado (Tabla 3.3) demostr6 que no existen diferencias
significativas entre las diferentes dosis del consorcio de microorganismos utilizado y el
hongo, estadisticamente las medias son muy similares. El coeficiente de variacion
obtenido fue muy alto (C.V.:473.38) lo que indica datos atipicos. Sin embargo, se pudo
detectar diferencias significativas entre el tratamiento dado al plastico, para determinar
con cual de las dosis utilizadas (consorcio, hongo) hubo mayor degradacion se realiz

una prueba de Fisher de comparaciones mdltiples.
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Tabla 3.3 Andlisis de varianza de dos factores.

F.V SC gl CM F p-valor
Plastico 100.00 1 100.00 | 16.55 0.0004
Microorganismo 2.19 2 1.09 0.18 0.8354
Plast*Microorganismo 2.88 2 1.44 0.24 0.7900
Error 145.02 | 24 6.04
Total 250.08 | 29

3.1.4 Prueba de comparaciones multiples

Los resultados del andlisis de comparaciones mdultiples de Fisher en el que se
compararon los diferentes tratamientos dados al PS junto con la diferentes dosis del
consorcio de microorganismos y el hongo demostraron que el PS fotooxidado junto con
la dosis de 5mg/100ml del consorcio microbiano fue la que presento mayor diferencia
alcanzando el 1,87% de degradacion (Figura 3.4) del plastico en 30 dias. Lo que
confirma los resultados obtenidos del porcentaje de degradacion utilizando las

variaciones en los pesos y al analisis realizado con en estereomicroscopio donde se

puede observar las areas donde ocurrid la degradacion.

3244

1.7241

0214

% degradacion

-1.214

-2.82

I

=

=

1.

M
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0 L

]
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Plastico*Microorganismao

]
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|
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Figura 3.4.- Comparaciones multiples
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3.1.5 Espectrometriainfrarroja por transformada de Fourier

PEServce

viernes, 2 de segtiemtre de 2022 1229

4000 3000 2000 1000 650

Figura 3.5.- Espectrometriainfrarroja por transformada de Fourier.

La figura 3.5 muestra la espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
antes y después del experimento donde se observé que el plastico en condiciones
normales junto con la dosis de 5mg/100 ml del consorcio de microorganismos fue el que
sufri6 mayores modificaciones a nivel de la estructura quimica del material. Los
espectros emitidos en el analisis (FTIR) del plastico una vez cumplido los 30 dias del
ensayo muestran formacion de estiramientos en la longitud de onda comprendida entre
1600-1800 cm-1 donde se encuentran los enlaces dobles entre carbono=carbono,
carbono=oxigeno y carbono=nitrégeno en este punto se produjo cambios completos en
el espectro superior con lo que se puede inferir la existencia de degradacion. También
se pudo observar espectros invertidos comprendidos en la longitud de onda entre 2700
y 3600 cm-1 donde se encuentran uniones entre oxigeno e hidrogeno (hidroxilo) y
nitrégeno-hidrogeno (amino), lo que significa que en esta zona se podrian estar
acumulando proteinas sintetizadas por las bacterias del consorcio o incluso fijarse las
enzimas ya presentes en el mismo. Comparando lo ocurrido entre el hongo y la dosis de
5mg/100ml y ambos tratamientos dados al plastico, se determiné que la mayor biomasa
producida con la dosis de 5mg/100ml en el plastico normal inicia una degradacion por
capas desde la mas superficial donde se fija hasta llegar a las mas internas en contraste
a lo que ocurre con el poliestireno fotooxidado que a causa del aumento de la porosidad

los microorganismos aprovechan estos espacios para colonizar el plastico.
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3.2 Discusiéon

La biodegradacion del plastico es un proceso secuencial que inicia con la fijacién de los
macroorganismos a la superficie del polimero, estos lo utilizan como fuente de carbono
gue por la actividad enzimatica generan productos como CO2 y agua cuando las

condiciones son aerdébicas, y biogas y agua en condiciones anaerobias.

La biomasa generada por los microorganismos les brinda proteccidn contra condiciones
desfavorables para su desarrollo (Chauhan et al., 2018). Los estudios antes realizados
han demostrado que la degradacién del plastico por parte de bacterias y hongos inicia
con la fijaciéon a la capa superficial del plastico hasta llegar a las capas mas internas

donde inicia el proceso de degradacion.

En el presente estudio se demostr6 que las diferentes dosis de un consorcio de
microorganismos (2mg/100ml y 5mg/100ml) que contiene probi6ticos como
bifidobacterium sp., lactobacillus sp y bacillus sp. Lograron fijarse a las capas del
poliestireno que posee una estructura carbono-carbono que lo hace muy resistente a la
actividad enzimatica que producen las bacterias por procesos redox (Goldman, 2010).
De los probidticos presentes en este consorcio la mayoria de estudios han sido
realizados con organismos de genero bacillus sp. Como el realizado por Saeed en el
presente afio, en el que se utilizé bacterias de los géneros Achromobacter sp y Bacillus
sp. En este estudio se demostro que alcanzaron un porcentaje de degradacion de 32,2
% de un de un contaminante plastico como el policloruro de vinilo (PVC) en un periodo
de 4 semanas (Saeed et al., 2022) en contraste con nuestro estudio en el que en el
mismo periodo de tiempo se alcanz6 el 1,87% de degradacion utilizando una dosis de
5mg/100ml del consorcio microbiano. Se debe tomar en cuenta que el estudio no se
realiz6 con el mismo tipo de polimeros y que el PVC se establece como un material
biodegradable. Sin embargo, se debe resaltar que con la gran diversidad de
microorganismos disponibles en el ambiente existen muchas alternativas de gran

potencial para acelerar la degradacion de los diferentes polimeros contaminantes.

Por otra parte, los estudios realizados con diferentes especies de hongos también han
demostrado gran efectividad en la degradacion de plasticos de un solo uso. En
investigaciones mas recientes donde se han utilizados especies de hongos bien
estudiadas en este campo debido a la efectividad que han mostrado en la degradacion

del plastico como Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp. Ademas, de hongos
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saprofitos, como Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus y Pleurotus eryngii que son
capaces de degradar el plastico al crecer sobre ellos (Sanchez, 2020). En estas
investigaciones se identificd que el proceso de degradacion era mas rapido y sencillo
por parte de estos organismos cuando el plastico utilizado para los ensayos era sometido
a un proceso de fotodegradacion previo utilizando radiacion UV y a mecanismos termo
oxidativos (Srikanth et al., 2022).

En los resultados del trabajo se pudo corroborar los resultados obtenidos en estudios
previos ya que el hongo utilizado tuvo la capacidad de colonizar tanto el plastico en
condiciones normales como el que habia sido sometido a 300 horas de radiacion UV.
En el caso de la biopelicula formada en la capa superficial del poliestireno determiné que
las piezas de plastico utilizadas aumentaran su masa por lo que no se puede inferir que
si existié degradacion considerando solo las variaciones de estos pesos para calcular el
porcentaje de degradacion, recordemos que la colonizacion ocurre por la posibilidad de

aprovechamiento de la materia organica del plastico.

En el caso del poliestireno fotooxidado es donde se pudo comprobar aun mas lo
identificado en estudios previos ya que tanto la determinacién del porcentaje de
degradacion donde se alcanzo el 1,51% superando incluso el trabajo previo a este en el
gue se alcanzdé un 1,20% de degradacion utilizando una dosis de 1mg/100ml de un
consorcio comercial de microorganismos (Mejia, Duefias, 2021). Las imagenes tomadas
con ayuda del estereomicroscopio demostraron que en el mismo periodo de incubacién
las bacterias del consorcio y el hongo pudieron iniciar la degradacién en el poliestireno
fotooxidado, pero no asi en el poliestireno en condiciones normales, ratificando que este

tratamiento previo favorece en gran medida la biodegradacion.

Estudios realizados utilizando bacterias para la degradacion del plastico se pudo
determinar mediante un analisis FTIR que debido al proceso de degradacion después
de los 30 dias de incubacion se produjeron cambios en la superficie del plastico
alterando su hidrofobicidad lo que facilita la colonizacion de sustrato permitiendo la
acciéon de las enzimas para llevar a cabo la degradacion. En un estudio en el que se
utilizo bacterias del género Exiguobacterium durante el mismo periodo de incubacion, se
produjeron cambios entre las longitudes de onda 1600-1800 cm-1 es decir en los grupos
carbonilo (carbono-oxigeno) lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio
(Chauhan et al., 2018)
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CAPITULO 4

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La excesiva produccién de plasticos para satisfacer la demanda de la industria 'y de una

poblacién que crece afio a afio de manera exponencial, sumado al mal manejo de los

residuos plasticos una vez que han cumplido su funcion estan provocando que estos

materiales se acumulen en enormes cantidades en los diferentes ecosistemas del

planeta provocando graves problemas ambientales y poniendo en riesgo la vida de las

diferentes especies incluso llegando a perjudicar la salud humana.

Esta problematica que enfrentamos nos lleva a buscar alternativas para el manejo de

desechos plasticos que sean sostenibles y ecoldgicas como el uso de diferentes

microorganismos que tengan la capacidad de degradarlo.

4.1

4.2

Conclusiones

Una combinacién de dosis del consorcio bacteriano comercial (5mg/100ml)
junto a el proceso previo de fotooxidacion de los plasticos demostré la
hipbtesis de que un incremento en el tratamiento podria generar mejoras en
proceso de degradacion de los plasticos de un solo uso en estudio para un
protocolo de 30 dias alcanzando en este caso 1,87% de degradacion.

Los organismos encontrados en ambientes comunes como el suelo en cultivos
0 en ambientes extremos como la Antartida presentan gran potencial en la
degradacioén del este tipo de materiales a tal punto de presentar resultados
similares a los obtenidos con el consorcio microbiano comercial el cual tiene
resultados previos de efectividad frente a contaminantes ambientales de dificil

degradacion.

Recomendaciones

Se debe tener en cuenta establecer un disefio de experimento con el que se
pueda reducir la variabilidad de los datos obtenidos para garantizar la

confiabilidad de los resultados soportado por el andlisis estadistico.



Se han probado varias dosis diferentes del consorcio de microorganismos,
pero aun no se tiene los datos suficientes para fijar cual es la dosis exacta que
presentaria los mejores resultados de degradacion con los diferentes
tratamientos dados al plastico, por lo que seria de gran utilidad un disefio
experimental que permita determinarlo ya que el uso de mas herramientas
estadisticas ayudara a determinar los resultados con mayor confiabilidad.
Seguir evaluando hongos de diferentes ambientes, es una alternativa
interesante para evidenciar todo su potencial.

Es recomendable realizar ensayos de mayor tiempo de incubacion que
permitan identificar si incrementando el tiempo se podrian alcanzar mayores
porcentajes en la degradacion del plastico considerando que en la medida
gue avancen los procesos de degradacion asi como incorporar condiciones

anaerobicas.
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