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RESUMEN

El uso desmedido de plastico en Guayaquil ha obligado a las autoridades a tomar
medidas y crear una ley progresiva que regula al plastico de un solo uso desde su
fabricacion hasta su comercializacion. Esta ley menciona que debe ser sustituido por
material 100% biodegradable. Por esto proponemos una evaluacion de la
biodegradacién de plastico de un solo uso a partir dosis especificas de un consorcio
comercial de microorganismos mediante el cambio de biomasa. Se disefié un
experimento de dos factores en donde se estudid la interacciébn entre las
concentraciones de 0.5 mg/100 ml y 1 mg/100 ml del consorcio comercial de
microorganismos con tres materiales: plato normal, plato fotooxidado y plato a base
de cafia de azucar. Los resultados demostraron que, con un periodo de incubacion
de un mes, la dosis de 0.5 mg/100 mL logré colonizar todos los materiales
exitosamente generando un incremento del 2.24% en la biomasa del plato normal y
2.47% en el plato fotooxidado. Por otro lado, la dosis de 1mg/100 mL generé un 1.7%
de incremento en la biomasa del plato fotooxidado y un decrecimiento del 1.2% en el
plato normal. Se puede concluir que el tratamiento de fotooxidacion fue el mas
afectado debido a que la porosidad del plastico lo hace mas susceptible para la
colonizacion y formacion del biofilm por parte de las bacterias. Finalmente, el proceso
de biodegradacién se da como resultado del aprovechamiento del plastico como Unica

fuente de carbono por parte de los microorganismos.

Palabras Clave: consorcio microbiano, biodegradacion, poliestireno, fotooxidacion.



ABSTRACT

The excessive use of plastic in Guayaquil has forced the authorities to take measures
and create a progressive law that regulates single-use plastic from its manufacture to
its commercialization. This law mentions that it must be replaced by 100%
biodegradable material. Therefore, we propose an evaluation of the biodegradation of
single-use plastic from specific doses of a commercial consortium of microorganisms
by analyzing change in the biomass. A two-factor experiment was designed to study
the interaction between concentrations of 0.5 mg/100 mL and 1 mg/100 mL of the
commercial consortium of microorganisms with three materials: normal plate,
photooxidized plate and sugarcane-based plate. The results showed that, with an
incubation period of one month, the dose of 0.5 mg/100 mL successfully colonized all
the materials, generating an increase of 2.24% in the biomass of the normal plate and
2.47% in the photooxidized plate. On the other hand, the dose of 1mg/100 mL
generated a 1.7% increase in the biomass of the photooxidized plate and a 1.2%
decrease in the normal plate. It can be concluded that the photooxidation treatment
was the most affected because the porosity of the plastic makes it more susceptible
to bacteria colonization and biofilm formation. Finally, the biodegradation process is
the result of the microorganisms taking advantage of the plastic as the only source of

carbon.

Key words: microbial consortium, biodegradation, polystyrene, photooxidation.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

El uso excesivo de plastico es una problemética a nivel mundial que perjudica a todos
los ecosistemas, ocasionando pérdida de fauna y flora tanto marina como terrestre. Entre
los plasticos mas utilizados, el poliestireno de un solo uso ocasiona el mayor desequilibrio

debido al poco tiempo de vida util y el largo periodo de degradacion.

Ecuador en pro de incentivar el cuidado del ambiente, ha desarrollado regulaciones
especificas para el manejo y reutilizacién de los plasticos entre las que se encuentra la
exige la reincorporacion de los plasticos de un solo uso en los procesos productivos o la
biodegradacion total de los mismos con el objetivo de preservar zonas que se encuentran
en el Sistema Nacional de Areas Protegidas. Por esto, se busca alternativas eco

amigables que ayuden a contrarrestar esta contaminacion.

Se ha comprobado que algunos microorganismos poseen la capacidad de degradar
materia organica, actualmente se utilizan productos comerciales formados por
consorcios de microorganismos para la biorremediacion de suelos y agua. Evaluar la
eficiencia de biodegradacién de estos productos puede colaborar con el cumplimiento de

las politicas ambientales.

1.2 Justificacion del problema

El plastico se encuentra en varias industrias por lo tanto existen diferentes tipos, uno de
los mas habituales en la basura es el poliestireno que representa el 6.4% del plastico
total producido, esto se debe a que no es material de reciclaje. Asimismo, se ha visto la
necesidad de plantear que para el 2030 todos los plasticos destinados a
empaquetamiento sean reciclados (European Commission, 2019). El quinto plastico mas
utilizado en el mundo es el poliestireno, al mismo tiempo que es uno de los mas

desechados por su bajo rendimiento en el reciclaje (Ho et al., 2018).



En Ecuador, el 21 de diciembre del 2020 la Asamblea Nacional aprobd la Ley Orgénica
para la Racionalizacion, Reutilizacién y Reduccion de plasticos de un solo uso, la cual
busca regular la generacioén de residuos de pléstico, la reduccion progresiva de plasticos
de un solo uso y, cuando sea posible, su reemplazo por envases y productos fabricados
con material reciclado o biodegradable, para asi contribuir con el cuidado de la salud y
el ambiente (Asamblea Nacional, 2020). Esta normativa tiene un plazo de 48 meses para
su cumplimiento, donde el proceso de incorporar material reciclado a sus productos debe

de tener un porcentaje minimo al mismo tiempo que no pierda su calidad.

Por otro lado, a nivel local, una ordenanza vigente en Guayaquil desde el 2018 establecio
gue plasticos de un solo uso sean regulados desde su fabricacién hasta su comercio, en
el cual mencionan el poliestireno expandido. Se obliga a que sea sustituido por material
100% biodegradable hasta 24 meses, una adicion de 70% de material reciclado o sea
material reutilizable (Registro Oficial N°330, 2018).

El objetivo de estas legislaciones es disminuir el consumo de plastico y fomentar una
conciencia ambiental en las empresas. Por lo tanto, el uso del consorcio de

microorganismos es una alternativa eco amigable viable para el manejo del poliestireno.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Evaluar la biodegradacion de plastico de un solo uso a partir de dosis especificas de un

consorcio microbiano comercial para un manejo eco amigable de polimeros.

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Estudiar la relacién de la concentracion del consorcio microbiano necesario para
lograr la biodegradacion del poliestireno expandido.

2. Medir el cambio de la biomasa del poliestireno expandido luego de la accién del

consorcio microbiano.

1.4 Marco tedrico

La contaminacion por plastico es un problema ambiental a nivel mundial muy conocido y

ampliamente estudiado. Es el resultado de diversas actividades industriales y domeésticas



qgue son llevadas a cabo con una mala gestién que comienza desde el momento de su
fabricacion (Soares et al, 2021). A nivel mundial, se conoce que actualmente se producen
300 millones de toneladas de desechos plasticos al afio, de los cuales la mitad son

considerados plasticos de un solo uso (UN Environment, 2018).

Se define como plasticos de un solo uso aquellos productos que son utilizados una Unica
vez, por un corto periodo de tiempo antes de ser desechados (EU, 2019). El impacto de
estos residuos de plasticos en el medio ambiente y en nuestra salud es a nivel global
provocando consecuencias en la conservacion de la flora y fauna en la mayoria de los
ecosistemas. Entre los plasticos de un solo uso se encuentran los Tereftalato de
polietileno (PET), utilizados para la elaboracion de botellas de plastico, contenedores o
bandejas; Polietileno de alta densidad (HDPE) utilizado para las botellas de champu,
leche, recipientes de helado o fundas térmicas; Polietileno de baja densidad (LDPE)
empleado en las fundas de plastico, film de envasado de alimentos, bandejas y
contenedores; Polipropileno (PP) sirve para la elaboracién de las fundas para comida
chatarra, platos para microondas, tapas de las botellas, mascarillas de un solo uso, etc.;
Poliestireno (PS) se utiliza para elaborar platos, cubiertos y vasos desechables;
finalmente el Poliestireno expandido (EPS) utilizado para empaquetados, elaborar vasos

térmicos desechables o bandejas de comida (UN Environment, 2019).

En Ecuador, el 46.04% de los residuos clasificados correspondieron a plasticos (INEC,
2019). Por otro lado, en el 2018, se public6 que diariamente se arrojaron 12.739,01
toneladas de basura, de las cuales el 11.43% era plastico. Es decir que anualmente
Ecuador desecha 531.461 toneladas de plastico y la mitad de estos desechos (260.000

toneladas aproximadamente) corresponden a plasticos de un solo uso (Moran, 2020).

Una alternativa para intentar disminuir la contaminacién por plasticos es utilizando
consorcios microbianos para la biodegradacion. Un consorcio microbiano es un cultivo
mixto de microorganismos beneficiosos que en conjunto producen metabolitos que
actuan para mejorar la calidad del ecosistema. Consisten principalmente en bacterias
fotosintetizadoras, bacterias lacticas, levaduras, actinomicetos y hongos fermentadores.
Todos los microorganismos son compatibles entre si y logran coexistir en un medio
liguido (Towett, 2016). El suelo es el ecosistema en donde la aplicacion de consorcios

microbianos es mas utilizada para mejorar su calidad y asi obtener mejores resultados



en la produccién de cultivos. Sin embargo, su aplicacion puede variar en diferentes
ambitos como en el acuicola, para mejorar el sistema inmunolégico y asi promover el
crecimiento de tilapia (Xu et al,2020), o en construccion, para mejorar la durabilidad y
sostenibilidad del hormigon (Olukotum et al, 2021). Un campo en donde la aplicacion es
un tanto innovadora y se estan llevando a cabo varios estudios es la biodegradacion de
plastico (Li et al., 2020; Matjasi¢ et al., 2021; Moog et al., 2019).

El consumo masivo de plastico ha obligado a las industrias a buscar alternativas eco
amigables para su manejo. Generalmente, gestionar desechos se enfoca en vertederos,
incineracion y reciclaje, sin embargo, estas soluciones tienen varios limitantes por las
consecuencias climaticas (Ru et al., 2020). Mientras que la degradacién de plastico es
una estrategia mas eco amigable y eficiente, ya que permite su fragmentacion y
disminuciéon de peso molecular, este proceso se logra mediante biodegradacion o

procedimiento fisicoquimico.

La degradacion de plastico poliestireno en el ambiente tarda mucho tiempo, inclusive
cuando se encuentra en suelos ricos en hongos, bacterias e insectos, sin embargo, se
conoce que en condiciones controladas las larvas degradan un 15% - 23% en 15 dias
(Kaplan et al., 1979; Tsochatzis et al., 2021). La biodegradacion tiene recibimiento por
ser una estrategia ecoldgica que utiliza componentes bidticos como insectos, algas o
microorganismos para degradar polimeros mediante accion enzimatica. Las cadenas de
polimeros son convertidas en biogas y biomasa debido a que son una fuente de carbono
(Ali et al., 2019).

Este proceso conlleva varios pasos desde la fragmentacion del polimero hasta su
mineralizacion. El mecanismo comienza con la colonizacion donde se forma un biofilm a
base de microorganismos adheridos al plastico que sintetizan polisacaridos y proteinas,
esto afecta su hidrofobicidad y flotabilidad (Lobelle & Cunliffe, 2011; Sarmah & Rout,
2018). Los polimeros pasan por una deteriorizacion que son cambios fisicoquimicos
ocasionados por enzimas extracelulares, permitiendo la invasibn de mas
microorganismos. Posteriormente, la biofragmentacién transforma la masa en
oligbmeros, dimeros y mondémeros para que durante la asimilacion sean la fuente de
carbono de los microorganismos y asi abarcar mayor superficie del plastico. Finalmente,

la mineralizacion ocurre cuando se liberan CO2, H20 y CH4 (Ganesh Kumar et al., 2020).



La biodegradacién de la basura plastica se ha estudiado desde 1960 para identificar
organismos con esta capacidad. Los insectos son los mas recurrentes en estos proyectos
por estar en contacto con suelos y otros sustratos expuestos a plasticos, se infiere que
esto se debe a la simbiosis microbiana en sus intestinos. Larvas de insecto son de interés
porque mastican e ingieren polimeros sin repercusion, por lo que son llamados
“plastivoros” (Sanchez-Hernandez, 2021). Los gusanos de harina (Tenebrio molitor)
degradan poliestireno y polietileno a gran escala por su actividad metabdlica (Brandon
et al., 2018; Yang et al., 2020).

Por otro parte, hongos y bacterias tienen roles importantes en la biodegradacién. El T.
molitor con una alimentacibn basada en poliestireno presenta altos niveles de
Bifidobacterium, Acinetobacter y Streptococcus exhibiendo la eficiencia de estas
bacterias (Lou et al., 2021). Asimismo, Pseudomonas que son encontradas en muestras
de suelo ambiental (Kim etal., 2021). De manera similar, se estudian cepas como
Bacillus paralicheniformis G1 (MN720578) que puede degradar poliestireno durante 60
dias bajo condiciones controladas, confirmando la capacidad degradadora de Bacillus
junto a demas investigaciones (Ganesh Kumar et al., 2021). Por otro lado, los hongos
basan su capacidad de biodegradacién en el ingreso de su micelio en la superficie
polimérica. De este modo, un consorcio de bacterias y hongos lograria niveles altos de

biomasa.

Ciertos géneros de bacterias como la Bifidobacterium sp. son conocidos por llevar a cabo
procesos metabolicos que resultan beneficiosos para la fermentacion y degradacion de
materia. Esto se debe a que poseen una diversa cantidad de genes que permiten
sintetizar enzimas que permiten llevar a cabo procesos de absorcién y catabolismo de
carbohidratos complejos y no digeribles, que van desde los oligosacaridos de la leche
humana hasta las fibrillas de las plantas (Milani et al, 2014). Un ejemplo es B. longum,
la Unica especie del género Bifidobacterium que tiene la capacidad de sintetizar enzimas
gue permiten fermentar el manitol y la trehalosa, sin embargo, carece de otras enzimas
utilizadas para fermentacion (Devika et al, 2019). Esta diferencia en las rutas metabdlicas
de B. longum es lo que la hace especial dentro del género y se utiliza especificamente
para la degradacion de materia ya que son compuestos empleados en la industria

alimentaria y farmaceéutica.



Otro grupo de microorganismos ampliamente estudiado dentro de las industrias antes
mencionadas son las bacterias acido-lacticas. Las Lactobacillus se utilizan mucho debido
a que posee propiedades que permiten mantener en equilibrio la microbiota al mismo
tiempo que previenen las bacterias no peligrosas (Yan & Polk, 2011). Otra aplicacion es
en la biodegradaciéon de residuos organicos debido a que son ricos en polimeros de
carbonos como almidén, celulosa y hemicelulosa, ademas contienen lipidos, proteinas,
acidos organicos y restos inorganicos. Estos compuestos permiten el crecimiento de
bacterias acido-lacticas y las ayudan a sintetizar compuestos valiosos como nisinas y
pediocinas, también conocidas como bacteriocinas. La incorporacion de las bacterias
acido-lacticas para la degradacion de materia no solo acelera el proceso de
fermentacion, sino también, es mas sencillo, ecoldgico y es una alternativa econémica el
uso de tecnologia quimica. A través de los metabolitos sintetizados por estos
microorganismos se logra ajustar el pH para la fermentacion y llevar a cabo su

preservacion (Novik et al, 2017).

Dentro del proceso de biodegradacion, en la etapa de mineralizacidén, se necesitan
enzimas como esterasas, lipasas, cutinasas, peroxidasas y lacasas, por esto la
caracterizacion de especies bacterianas es esencial para confirmar su relacion con la
biodegradacion. Especies del género Bacillus participan en las vias metabdlicas para la
degradacion de polimeros como el poliestireno, como lo hace B. paralicheniformis G1. El
género se caracteriza por ser capaces de secretar enzimas como proteasas, lipasas,

xilanasa y quitinasas (Dang et al., 2018).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Investigaciones preliminares

Una investigacion preliminar titulada “Bioprospeccidn de organismos para la degradacién
de plasticos de un solo uso” realizada en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas
(CIBE), estudiaron la respuesta de plasticos de un solo uso con aditivos frente a diferente
hongos y bacterias tomados de la Coleccion de microorganismos del CIBE. En el trabajo
se utilizaron recortes de viandas y platos hechos de poliestireno expandido como
muestras de plasticos. Los microorganismos seleccionados se incubaron junto a cuatro

tratamientos fisicos del sustratos: vianda, vianda envejecida, plato y plato envejecido.

Las muestras de plasticos fueron incubadas en un medio salino con agitacién durante 30
dias para esperar la colonizacion de los microorganismos al sustrato. Las muestras de
plasticos fueron evaluadas por cambio en la biomasa, microscopia y espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier antes de incubarlas y después de la colonizacién

de microorganismos.

Al finalizar la evaluacién, se observd que un incremento en la exposicion de los grupos
amino y los enlaces simples en el polimero, favorecieron que los microorganismos
degraden el plastico. Las muestras envejecidas presentaron una mayor colonizacion por
parte de los microorganismos resultando en una mayor biopelicula que en las no
envejecidas. Finalmente, se concluye que hubo una reduccién mayor al 27% durante los
30 dias de experimentacién y mencionan que muestras de menor espesor se degradan

con mayor facilidad (Diez et al., 2021).

A partir de estos estudios preliminares se espera emplear la misma metodologia en la
presente investigacion con la alteracion de que los microhongos no seran utilizados
durante el periodo de incubacién, sino un consorcio comercial de microorganismos que

se suele utilizar para la biodregradacion de materia organica.



2.2 Disefio de Experimentos

El disefio experimental de ensayo consistio en el andlisis de tres niveles de tratamientos.
El primero, se llevd a cabo con un plato plastico normal, el cual fue estandarizado en
pequefios pedazos redondos. El segundo, fue con un plato plastico que pasé por un
pretratamiento de fotooxidacion, es decir, se expuso al plastico a 300 horas seguidas de
luz ultravioleta para simular la exposicion al sol en el ambiente. Finalmente, el tercer
tratamiento que se llevo a cabo fue con un plato a base de cafia de azucar, el cual sirvio
como tratamiento control ya que se comercializa como plato biodegradable de fibra
(Figura 2.1).

Todos los experimentos se efectuaron en frascos con capacidad de 250 mL
aproximadamente, 30 piezas de plastico con un diametro de alrededor de 7 mm, 30 mL

de medio salino y se utilizaron dos diferentes concentraciones del consorcio microbiano.

Adicionalmente, dentro de cada uno de los tratamientos se realizdé un control con frascos
gue contuvieron medio salino, pero sin ninguna dosis de consorcio microbiano. Esto
permitid descartar cualquier indicio de contaminacion dentro de los frascos de
experimentacion.

PLASTICO FOTOOXIDADO
PLASTICO DE CANA
=2 s e e == == o
g s it = et et £
0.5mg/100 mL
0.5mg/100 mL

o = e s et a4 e 1 mg/100 mL
1 mg/100 mL \ | J | ‘ | | |

Control
Control

PLASTICO
= o = s - O E-- -

0.5mg/100 mL

1 mg/100 mL

Control

Figura 2.1 Representacién grafica del disefio de experimentos



2.3 Evaluacion de la biodegradacion

Posterior a los 30 dias de incubaciéon, se detuvo el experimento para observar los
cambios en el sustrato causados por las bacterias. Es necesario determinar si se
liberaron particulas de los plastico en el liquido, por lo que las muestras fueron
centrifugadas por 5 minutos a 12000 rpm y asi observar si habia algun precipitado.
Después se prepar6 al material para la evaluacion de biomasa y estereo microscopia,
por lo tanto, todos los plasticos fueron secados durante 24 horas a 60°C y asi corroborar

gue estén libres de humedad.

2.3.1 Biomasa

Biomasa se define como la masa de organismos vivos presentes en un instante de
tiempo (Houghton, 2008). En el presente trabajo se midio la masa de los sustratos antes
de comenzar el experimento y luego de los 30 dias de incubacion de los tres platos con
las diferentes concentraciones del consorcio microbiano. EI cambio de biomasa que se
midié permitié estimar la cantidad de microorganismos que lograron fijarse en el sustrato
y utilizarlo como Unica fuente de carbono para crecer. El método utilizado para medir la
biomasa fue determinando el cambio de masa del plato con ayuda de una balanza

analitica.

2.3.2 Estereo microscopia

La estéreo microscopia fue una herramienta que permitié observar de cerca el proceso
de colonizacién de las bacterias en los sustratos, especificamente la formacion de la
biopelicula. A partir de este método se esperd determinar si existié alguna diferencia en
la cantidad de fijacion bacteriana entre los tres tratamientos de los plasticos. La
identificacion de biopelicula se llevé a cabo mediante caracteristicas macroscépica, por
lo que cada pieza de plastico fue tefiida con azul de lactofenol y posteriormente

observadas en estereoscopio.

2.4 Anélisis Estadistico
Los datos obtenidos de biomasa y microscopia nos permiten conocer en general la
capacidad del consorcio bacteriano de colonizar el plastico y utilizarlo como Unica fuente

de carbono disponible. Los datos de biomasa son del tipo cuantitativos ya que fueron



medidos con ayuda de una balanza, mientras que los de microscopia son del tipo
cualitativos debido a que se basa en un proceso de observacion, el cual puede llegar a

ser subjetivo.

Por ende, los datos a utilizarse para encontrar una tendencia que nos permita determinar
la dosis del consorcio microbiano mas efectiva para la degradacién del plastico seran los
de biomasa. Para el efecto, se llevaran a cabo dos herramientas estadisticas: la primera
es una prueba de potencia que nos permita determinar la probabilidad de encontrar una
diferencia significativa en la biodegradacion del plastico con diversas concentraciones
del consorcio microbiano. La segunda, es un andlisis de varianza también conocido como

ANOVA, para el disefio de experimento de dos factores.

2.5 Pruebade Potencia
La potencia de prueba es un analisis estadistico que permite conocer la confiabilidad de
los resultados obtenidos. Es la probabilidad de rechazar correctamente la hipotesis nula,
por lo que la potencia de prueba es una probabilidad condicional. La prueba de potencia
para el disefio de experimento se calcul6 mediante un software estadistico, dando un
resultado de 0.7/1. Lo cual indica que existe una alta confiabilidad en los resultados a

obtener en el disefio de experimentos.

2.5.1 ANOVA en un disefio de dos factores.

ANOVA es un analisis de varianza que permite comparar mas de dos variables al mismo
tiempo para determinar si existe una relacion entre ellas. El resultado de la formula
ANOVA, el estadistico F, permite analizar multiples grupos de datos para determinar la

variabilidad entre muestras y dentro de ellas (Fisher, 1918).

La ANOVA unidireccional evalta el impacto de un Unico factor sobre una Unica variable
de respuesta. Se utiliza para determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de tres 0 mas grupos independientes (Fisher, 1918). Uno

de los objetivos planteados es determinar la relacion dosis/respuesta, por o que se
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analiz6 mediante ANOVA el impacto de la dosis con respecto al cambio de biomasa en

los tratamientos.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Resultados

Luego del periodo de incubacion se determiné que ninguno de los tres tratamientos
mostr6 cambios con respecto a su coloracion. También se observaron particulas
pequefias en las réplicas del plato fotooxidado, pero esto fue causado por el
pretratamiento con luz UV. Por otro lado, durante el periodo de incubacion, las réplicas
del tratamiento de plato cafia sufrieron contaminacion micotica a diferencia de los otros
tratamientos que contenian el consorcio comercial. Esto nos permitio descartar una
posible contaminacién por mala manipulacién de los tratamiento y presumir que existe

un mal tratamiento en la manufactura del plato cafa.

Ademads, es importante tomar en consideracion que los platos de poliestireno utilizados
son fabricados con aditivos que favorecen el proceso de adhesion de las bacterias a

estos materiales.

3.1.1 Biomasa

La biomasa fue calculada mediante la diferenciacion de pesos, tomando como partida
los pesos iniciales de los platos (Tablal) para restarla de los pesos promedios después
de la incubacion (Tabla 2). Aplicando una dosis de 0.5 mg/100mL, se observé un leve
incremento del peso del plato, acotando a que existié6 un proceso de fijacion de las
bacterias. Por otro lado, para la dosis de 1 mg/100mL, se percibié una disminucién de
peso que probablemente fue causado por la degradacion de los polimeros subsiguiente

a la colonizacion de bacterias (Figura 1).

El porcentaje de biomasa refleja la cantidad de colonizacidén presente en el sustrato con
respecto al peso total. Posterior a los 30 dias de incubacién, los tratamientos con 0.5

mg/100mL de consorcio presentaron mayor porcentaje de biomasa que los de 1



mg/100mL (Figura 2). En el tratamiento de 0.5 mg/mL, el plato de cafia obtuvo el mayor
porcentaje de biomasa con un incremento del 8.32%. Sin embargo, el plato fotooxidado
y el plato normal presentaron un menor incremento con 2.47%y 2.24%, respectivamente.
Por otra parte, para la dosis de 1mg/100mL, el plato de cafia y el plato normal
presentaron una reduccién en la biomasa de 4.6% y 1.24%, respectivamente. Por el
contrario, el plato fotooxidado presentd un incremento de 1.72% de la biomasa, el cual
fue menor al observado con la dosis de 0.5 mg/100 mL. Estos resultados mostraron que,
con un periodo de incubacion de 30 dias y una dosis de 0.5 mg/100mL del consorcio
comercial, las bacterias siguen colonizando el sustrato, pero al duplicar la dosis los

microorganismos fueron capaces de degradar el plastico.

Tabla 3.1 Medidas iniciales de peso seco de plasticos

Pesos iniciales

o Plato
Plato cafa . Plato normal
fotooxidado
1 0.1198 0.1138 0.1356

Tabla 3.2 Biomasa

Peso promedio después de laincubacién
Plato cafia Plato fotooxidado Plato normal
0.5 mg/ml 0.130675 0.116683 0.138717
1 mg/ml 0.11445 0.1158 0.133933
Biomasa
0.5 mg/ml 0.010875 0.002883 0.003117
1 mg/ml -0.00535 0.002 -0.00167
% Incremento
0.5 mg/ml 8.322173 2.471076 2.246786
1 mg/ml -4.67453 1.727116 -1.2444
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Figura 3.2 Porcentaje de biomasa de los tratamientos 0.5 mg/mL y 1 mg/mL

3.1.2 Estereo Microscopia

Los sustratos fueron observados en un estereoscopio después de ser tefiidos para
identificar areas azules que indicaran la colonizacién de microorganismos. Se logro
determinar que todos los tratamientos fueron exitosamente colonizados por las bacterias
del consorcio comercial. La Tabla 3.3 muestra los resultado de la estereo microscopia,
en donde se observa que el plato de cafia se logré tefiir en los tres experimentos. Se
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infiere que esto se debe a que, al ser un plato biodegradable, es mas susceptible al
proceso de colonizacion por parte de las bacterias. Por otra parte, el plato fotooxidado
tuvo una mayor porosidad debido a la exposicion a rayos UV, esto ocasion6 que sea el
tratamiento que mayores cambios en la superficie presentd. Estos poros o grietas
facilitaron el proceso de fijacion de los microorganismos en la superficie ocasionando
qgue el plastico se tifiera de azul intenso en su totalidad. Finalmente, el plato normal
presentd zonas blancas indicando baja colonizacién y corroborando la efectividad del
pretratamiento de los rayos UV para facilitar la adhesion de bacterias en el plastico.

Asimismo, se observé que los plasticos con dosis de 1 mg/100mL presentaron una
tincion mas tenue que aquellos de 0.5 mg/100mL, lo que puede estar relacionado con la
cantidad de microorganismos presentes en el medio después de los 30 dias. No
obstante, no podemos descartar la posibilidad de que luego de un periodo de 30 dias las
bacterias del consorcio comercial hayan perdido viabilidad, por lo que se necesita hacer
mas estudios al respecto.

Tabla 3.3 Resultados de microscopia después de la incubacion

atamiento Plato cafia Plato fotooxidado Plato normal

Dosis

Control (0
mg/100mL)

0.5
mg/100mL
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1 mg/100mL

3.1.3 ANOVA

El analisis de varianza, también conocido como ANOVA, se presenta en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 ANOVA para un disefio de dos factores

Origen de las variaciones Glr.ados de F Probabilidad Valor critico para
ibertad F
CONCENTRACION 1 0.94872107  0.33976078 4.259677273
TIPO DE MATERIAL 1 64.2212968 3.061E-08 4.259677273
Interaccion 1 0.35392069  0.55747002 4.259677273
Dentro del grupo 24

Los resultados indican que los datos del cambio de biomasa en los platos no son
estadisticamente significativos entre los tres tratamientos. Sin embargo, el ANOVA
también indica que si existe una interaccion entre la concentracion del consorcio de
microorganismos utilizado y el tipo de material. Por lo tanto, estos resultados corroboran
lo antes expuesto en el andlisis de Biomasa y lo observado en Microscopia, la
concentracion del consorcio comercial si favorece el porcentaje de biodegradacién del
plastico.

3.2 Discusion

Un proceso de biodegradacion conlleva fases desde la colonizacion hasta la
mineralizacion, donde la estructura del sustrato es sometida a cambios. El crecimiento
de las bacterias en el plastico forma una biopelicula, la cual facilita la modificacion del
plastico haciéndolo menos hidrofébico. Al debilitar el sustrato, se permite que las
bacterias puedan consumir al plastico como fuente de carbono (Gu, 2007).
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La biodegradacion de poliestireno se ha demostrado que es posible llevarla a cabo con
una serie de bacterias, entre ellas las Pseudomonas sp., Bacillus sp., Curvularia sp.,
Rhodococcus ruber, Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp.,
Brevundimonas diminuta y Exiguobacterium sp. (Mohanan et al, 2020). Estos
microorganismos fueron aislados de muestras de suelos utilizados como vertederos de

plastico, biorreactores industriales y residuos de plasticos biodegradados.

Si comparamos las bacterias presentes en el consorcio comercial utilizado en este
proyecto con las antes mencionadas podemos encontrar que el género Bacillus sp. ha
sido previamente estudiado en la biodegradacion del plastico (Mohanan et al, 2020). Los
resultados de aquella investigacién mostraron que Bacillus sp. es capaz de reducir hasta
en un 23.7% del peso original del plastico, mientras que en nuestra investigacion se
observo un decrecimiento de 1.72%. Hay que tomar en consideracién que el periodo de
incubacion de nuestro experimento fue de 30 dias mientras que en el del Bacillus sp. no
fue especificado. Sin embargo, en otras investigaciones se reporta que el periodo de
incubacion que generalmente se utiliza puede variar de 30 a 120 dias. Por ejemplo, en
la investigacion del uso de Pseudomonas aeruginosa para la degradacion de poliestireno
acido poli-lactico se logré degradar 9.9% del peso original del plastico con un periodo de
incubacion de 28 dias (Shimpi et al, 2012).

Por otro lado, diversas investigaciones han mostrado que la biodegradacion del
poliestireno es exitosa, pero no todos los microorganismos llevan a cabo el proceso a un
alto ritmo de degradacion. En una investigacion llevada a cabo con Rhodococcus ruber,
Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp. y Brevundimonas diminuta, todos
aislados de muestras de suelos, se observo que luego de un periodo de incubacion de
ocho semanas solo se presenté una degradacion de 0.8% de la biomasa original del
poliestireno (Mor and Sivan, 2008). Asi mismo, otro estudio se llevd a cabo con
Curvularia sp. para la biodegradacion de poliestireno que pasd por un proceso de
oxidacion quimica y una co-incubacion con microhongos. Los resultados mostraron que
luego de un periodo de 9 semanas de incubacién existié un incremento en la biomasa
del plastico (Motta et al, 2009). Este escenario es similar al que observamos en nuestra
investigacion donde la concentracion de 0.5 mg/100 mL no mostré niveles de
biodegradacion, pero si un aumento de la biomasa que indica una fijacion de las

bacterias en el plastico.
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Con respecto al tiempo de incubacién, en un proyecto que estudid cepas de
Pseudomonas lini como descomponedor de poliestireno, experimentaron con cuatro
dosis (2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL) durante 30 dias (Kim et al., 2021). Este estudio fue muy
similar a la presente investigacion ya que se utilizaron diferentes dosis para conocer qué
concentracion es la mejor para la degradacion del plastico. El estudio con P.lini mostré
un crecimiento exponencial hasta el cuarto dia, ya que las bacterias colonizaron el
sustrato hasta que se mantuvieron metabdlicamente activas. Se infiere que, en nuestro
experimento, al utilizar una menor dosis las bacterias necesitaron mas tiempo para
colonizar la mayoria de la superficie. Sin embargo, P. lini logré reducir 1.45% del film de
poliestireno en los 30 dias de incubacioén, lo cual nos permite presumir que el consorcio

comercial podria presentar el mismo nivel de eficacia si utilizamos dosis més altas.

En una investigacion donde utilizaron peliculas de poliestireno para determinar el
potencial de una cepa de Bacillus paralicheniformis como biodegradador, se observé que
a los 30 dias de incubacion ya se logré alcanzar un proceso de degradacién y a su vez
un crecimiento de la biopelicula. Por otra parte, a los 60 dias, la cantidad de la
degradacion logré duplicarse (Ganesh Kumar et al., 2021). Esto sugiere que las bacterias
llevan a cabo dos etapas para la degradacion del plastico. La primera, es de
aclimatizacién para lograr llevar a cabo el proceso de fijacién en los sustratos y luego un
proceso de aprovechamiento del plastico como fuente de carbono disponible que permita
su crecimiento. Es por esto por lo que a los 60 dias se logré observar que las bacterias
eliminaron capas de la superficie plastica de los sustratos. Los resultados de nuestro
proyecto sugieren algo similar, el tratamiento de 0.5 mg/100 mL mostr6 una colonizacién
en toda la superficie del sustrato fotooxidado y parcialmente en el plato normal durante
los 30 dias de incubacion, mientras que para la dosis de 1 mg/100 mL ya pudimos

observar una degradacion en el plastico normal.

Por otro lado, el andlisis de estéreo microscopia nos ayudo a determinar la presencia de
microorganismos en los tres tratamientos, indicando que ambas dosis del consorcio son

efectivas para colonizar los sustratos y permitir una posterior degradacion.

Nuestro experimento se llevo a cabo con poliestireno expandido el cual esta hecho de

varias unidades de plastico fusionados. Cuando las bacterias empiezan a colonizar la
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superficie, ellas se apoyan de los poros entre cada isla de poliestireno. En un plastico
pre tratado con rayos UV, como en el tratamiento de fotooxidacion, estos poros se
expanden (Taghavi, Zhuang, et al., 2021). Por esto, se observo que las dosis de 0.5
mg/100mL y 1mg/100mL del plastico envejecido tuvieron mayor fijacion de
microorganismos que los otros materiales. Es decir, un pretratamiento de envejecimiento
del plastico aumenta la posibilidad de formacioén del biopelicula en plastico. En otro
estudio de Taghavi se identificaron grietas en la superficie de los platos fotooxidados
determinando que seria mas facil para la bacterias de consumirlo (Taghavi, Singhal,
et al., 2021).

3.3 Analisis de Costos

DIGESTATO COMO m/():’_ﬂ

ELECTRICIDAD

DIGESTOR
TANQUE DE ALIMENTACION CALOR

Figura 3.3 Biodigestor (Soluciones Integrales de Combustion, 2021)

Consideramos que la mejor manera de procesar este tipo de plastico con este tipo de
microorganismos es utilizando un modelo de biodigestores (Imagen 3.3). Un biodigestor
tiene una capacidad promedio de 10m3 que es lo mismo a 10 000 litros. Ahora, bajo la
consigna de que la concentracion del consorcio comercial a utilizar es de 1 mg/100 mL
se calcula que se necesitaria 100 g del consorcio. Ahora, el valor de un kilo del consorcio
comercial es de $220 por lo que se estima que, aplicando una dosis de 100 g semanal,
se necesitaria de 400 g al mes para un solo biogestor. Esto significaria que un kilo del
consorcio comercial abasteceria para un periodo de dos meses y medio, lo que conlleva

a un valor de $88 mensual.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estudio de microorganismos para su aplicacion en la biodegradacion de plastico se ha

reportado desde los afos 1960 (Sanchez-Hernandez, 2021). Sin embargo, en la

actualidad debido a la problematica mundial de la contaminacion por plasticos se ha

vuelto imperativo investigar a profundidad sobre estos microorganismos y las rutas

enzimaticas que hacen posible la degradacion del material para ser aprovechado. En

esta presente investigacion se demostré la habilidad del consorcio microbiano comercial

para colonizar y empezar a degradar el plastico en un periodo de 30 dias.

4.1

4.2

Conclusiones

El consorcio comercial fue eficiente para la colonizacién de bacterias en los
tres tipos de materiales a los 30 dias, por lo que puede ser utilizado para
degradar plastico poliestireno expandido normal o envejecido.

Existe una interaccion dosis/respuesta por parte del consorcio comercial para
la biodegradacion de los plasticos.

El plastico normal present6 una mayor eficiencia de degradacion, en

comparacion con el plato fotooxidado.

Recomendaciones

El disefio de experimento debe de plantear un mayor tamafio de la prueba para
obtener datos confiables con respecto al analisis estadistico.

Es necesario corroborar el cambio estructural del sustrato mediante técnicas
de analisis para biodegradacibn como la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) que determina cambios en grupos funcionales,
al igual que la prueba de hidrofobicidad calculando el angulo de contacto con
el agua.

Se recomienda aumentar la concentracion de la dosis o el tiempo de

incubacion para lograr obtener una mejor tasa de biodegradacion.



e Se propone llevar a cabo una investigacion exhaustiva para identificar las
enzimas que produce el consorcio microbiano para la biodegradacion del
plastico.

e Es recomendable realizar un estudio que permita determinar la curva de
crecimiento y biodisponibilidad de las bacterias.
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