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RESUMEN

La biodegradacion del polietileno de baja densidad por microorganismos, es una alternativa de
solucion para reducir la contaminacion por plasticos; la investigacion tuvo como objetivo evaluar
la capacidad de biodegradacion de Pseudomonas aeruginosa frente al polietileno de baja densidad;
la bacteria fue aislada de residuos plasticos obtenidos del botadero de Cancharani de la ciudad de
Puno, la identificacion taxondmica se realizd en base a caracteristicas macroscopicas de
crecimiento en placa y el estudio microscépico empleando la tincién de Gram; la adaptacion de
la bacteria se realiz6 en un medio mineral con particulas de polietileno; la capacidad
biodegradativa se determind a temperaturas de 25 y 35 °C con un pH de 5,0 y 7,0, durante 30
dias, obteniendo como resultados un porcentaje de 21,7 % y 27,3 % de pérdida de peso a una
temperatura de 25 °C y 35 °C respectivamente a un pH de 7,0. Ademas, se evidencio la viabilidad
de la biopelicula con microscopio de fluorescencia.

Palabras Clave: Bacteria, biodegradacién, biopelicula, cepa, fluorescencia, medio mineral,

polietileno.

ABSTRACT

The biodegradation of low density polyethylene by microorganisms, is an alternative solution to
reduce plastic pollution; the objective of the research was to evaluate the biodegradation capacity
of Pseudomonas aeruginosa against low density polyethylene; the bacterium was isolated from
plastic waste obtained from the Cancharani dump in the city of Puno, taxonomic identification
was performed based on macroscopic characteristics of plaque growth and microscopic study using
Gram staining; the adaptation of the bacteria was carried out in a mineral medium with
polyethylene particles; the biodegradable capacity was determined at temperatures of 25 and 35
°C with a pH of 5.0 and 7.0, for 30 days, obtaining as a result a percentage of 21.7 % y 27.3 %
weight loss at a temperature of 25 °C and 35 °C respectively at a pH of 7.0. In addition, the
viability of the biofilm was evidenced with a fluorescence microscope.

Key Words: Bacteria, biodegradation, biofilm, strain, fluorescence, mineral medium,
polyethylene.
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INTRODUCCION

Hoy en dia los plasticos se han convertido en una parte indispensable de nuestra vida, con el
tiempo, la estabilidad y durabilidad de los plasticos han sido mejorado continuamente y es
resistente a muchas influencias ambientales (Seymour 1899). A nivel mundial los grandes paises
generan residuos solidos de una totalidad de 2 515 millones de toneladas al afio provenientes de
actividades econdmicas y hogares con una representacién del 9 % (213 millones de toneladas) en
plasticos, actualmente existe una gestion inadecuada de estos residuos incinerandolos, con un alto
costo de inversion y deterioro directamente al medio ambiente, América latina produjo el 5 % de
la produccién total (Plastics Europe 2010) siendo el polietileno el de mayor demanda con un 37

% y el 9 % corresponde al LDPE (Tellez 2004); el polietileno representa hasta el 64 % de los
plasticos sintéticos que se descartan dentro de un corto periodo de tiempo después de su uso (Lee
et al. 1991) el bajo costo, la alta demanda y el prolongado tiempo de permanencia del plastico ha

hecho posible que éste sea considerado un contaminante peligroso a nivel mundial.

Los plasticos constituyen el tercer volumen mas grande de residuos en lo que respecta a residuos
solidos municipales en el Per(, ya que la industria de productos plésticos ha experimentado un
sostenido crecimiento en los Gltimos afios (Apiplast 2012); en el Per los residuos se dividen como
restos organicos de cocina y de alimentos, un 47,0 % del total de residuos generados, seguido de
los plasticos con un 9,5 %, entre ellos los plasticos no reciclables como el polietileno, en la
actualidad, los pobladores de Puno producen entre 92 y 110 toneladas de residuos solidos y en
fechas festivas aumenta en treinta toneladas mas, siendo el 19 % residuos plasticos y el 7 %
corresponde al PEBD (Municipalidad Provincial de Puno 2019), lo cual representa una amenaza

para los ecosistemas.

El plastico es uno de los principales enemigos de la naturaleza al ser un material sintético que
tarda mas de 400 afios en degradarse (dependiendo de su estructura), por lo que se le podria
considerar acumulable y un contaminante gue, aunque no parezca, causa dafios irreversibles;
(Thompson et al. 2004), ddebido a la insuficiente cantidad de rellenos sanitarios, muchos de los
residuos plasticos son llevados al mar, originando de esta manera la muerte de incontables
especies. Sin embargo, el mayor problema radica en los microplasticos, que al ser particulas con
un tamafio menor o igual a 5 mm representan un grupo de agentes contaminantes imposible de
detener por ser poco perceptibles a la vista (Huerta 2018); en el dossier de prensa llamado Plasticos
en los océanos datos comparativos e impactos, menciona que 8 millones de toneladas de plasticos
tienen como destino final los mares y océanos cada afio y representa 60 — 80 % de la basura marina
(Greenpeace 2019); lagunas, rios y bahias estan impregnadas con este material,

generando contaminacion en océanos y arrecifes, y cuando los plasticos son ingeridos por las
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distintas especies ocasionan alteraciones en la cadena alimenticia generando un ciclo de

contaminacion repetitivo y sin aparente solucion.

La fuente primaria de estas particulas es la entrada directa a los ambientes marinos de microesferas
de plastico (Wu et al. 2017); el impacto negativo de los desechos plasticos en los organismos vivos
puede estar relacionado con el enorme potencial de dafio mecénico de los microplasticos en los
tractos gastrointestinales de los organismos que los ingieren (lvleva et al.2017); los animales que
ingieren gran cantidad de plésticos, mueren por inanicion (Cole et al.

2013); un segundo aspecto, relacionado con la ingesta de microplasticos es la adsorcion de todo
este tipo de toxinas en los tejidos animales (Engler 2012); en el ser humano pueden producir
mutaciones graves a nivel celular en ambos sexos donde los nifios y los fetos son susceptibles,
observandose las enfermedades como el cancer de mama, ovarios, vagina cérvix, cancer del
cerebro y sistema nervioso, leucemias, cancer de pulmdn y del sistema respiratorio, cancer de

prostata y testiculos, obesidad, diabetes es decir casi todas las dolencias (Gonzales 2019).

Las investigaciones mas recientes proponen una solucion a este problema basada en la
biodegradacion, utilizando para ello cepas microbianas seleccionadas (Pago et al. 2017); en la
degradacidén bioldgica o biodegradacion intervienen diferentes microorganismos, entre los que
existe una gran diversidad catabdlica, que son capaces de degradar, transformar o acumular, de
forma natural, un amplio rango de compuestos: desde ligninas, almidén, celulosa y hemicelulosa
(Shalini et al. 2015), hasta hidrocarburos, farmacos y metales (Kannahi & Sudha 2013); estos
microorganismos, ademas, pueden asociarse para formar consorcios que degradan los compuestos
poliméricos por cometabolismo (Skariyachan et al. 2015); dependiendo del tipo de proceso se
generan diferentes productos finales, asi, en el caso de un ambiente aerdbico, sélo se registran
como productos finales la formacion de agua, CO, y masa microbiana, mientras que en condiciones
anaerobicas se registran, ademas de los productos sefialados, otros como metano y acido
sulfhidrico, como resultado de metabolismos metanogénicos y sulfidogénicos (Shah et al.

2019).

Algunos cientificos han sefialado que la biodegradacién del polietileno por microorganismos,
podria ser una solucion para disminuir la contaminacion por plasticos (Méndez et al., 2007);
existen especies de bacterias cuya versatilidad metabolica es muy amplia y son capaces de
adaptarse y sobrevivir en una gran variedad de condiciones y parametros, en este grupo,
encontramos diversos géneros de los cuales uno de los mas conocidos y estudiados son los géneros
Pseudomonas, cuyas caracteristicas de adaptabilidad a tan variadas condiciones incrementan su

interés por encima de otras especies para utilizarlas como herramientas biotecnolégicas.
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MATERIALES Y METODOS
Ambito o lugar de estudio

La investigacion fue realizada en el botadero de Cancharani, ubicado en el Departamento,
Provincia y distrito de Puno, ubicado en el sur oeste de la comunidad campesina de Cancharani.
Las muestras se procesaron en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana y en el

Megalaboratorio de la Universidad Nacional del Altiplano.
Descripcion de métodos

Identificacién de bacterias con capacidad de biodegradacién del polietileno de baja
densidad

Para el aislamiento y la identificacion se trasladaron las muestras en recipientes estériles, se
lavaron con solucion salina al 0,85 % quitando todos los residuos posibles hasta que quede sin
adherencias, se enjuago con agua destilada estéril, luego se fraccionaron y fueron enjuagadas con
agua destilada estéril durante 20 minutos, se fraccionaron las muestras en cuadrados de 1cm X

lcm previamente secadas y se sembraron en placas con agar MacConkey (AM), se incubo a 37

°C por 7 dias (Gonzales 2019). Se tom6 una muestra de colonias de bacterias y se realizaron
repiques en agar cetrimide (AC) se incubaron a 37 °C por 48 horas, para obtener cultivos puros.
Después se realizé la identificacion con la tincién de Gram (Koneman & Allen 2008). Las cepas

axénicas se mantuvieron viables para su posterior utilizacion (Kyaw et al. 2012)

Para las lecturas finales y de confirmacion, se utilizé el kit de pruebas bioquimicas (TSI, LIA,
CITRATO, SIM). Posteriormente se llevo la muestra al hospital ESSALUD Puno, y con ayuda
del instrumento WalkAway 96 plus se sometid a una prueba de andlisis final para comprobar y
validar la cepa. A la muestra sometida al analisis de identificacion de bacterias, se le asigno por

nombre cepa pura (Begum et al. 2015).

Adaptacion del metabolismo de cepas puras en medios sintéticos con polietileno de
baja densidad

Se inocul6 en un matraz (P1) de 10ml de capacidad con 5ml de caldo nutritivo mas medio mineral
(CNMM) compuesto de 3,8 g NaaHPO4.12H,0, 1,8 g KH.PO4, 0,02 g MgS0.4.7H,0, 0,03 g
Fe(NH4)2(S04)2.6H,0, 0,01 g CaCl,.2H,0, 0,5 g NaCl, 0,3 g NH4,«Cl y 1 ml de solucion de
oligoelementos por litro: 0,20 g MnSQy, 0,029 g H3BOs3, 0,022 g ZnS0.4.7H,0, 1.0 g NazMoOs4,
trazas de Co(NOs), y trazas de CuSO, disuelto en 500 ml de agua (Fontanella et al. 2013)a 37 °C
por 72 horas. Se tomaron 4ml de P1 y se colocaron en el matraz P2 que contenia 1 ml de CNMM

+ 0.002g de PEBD, se tom6 una alicuota de 3ml y se inoculd en el matraz P3 que contenia 2 ml
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de CNMM + 0,004g, 2ml del P3 y se inocularon en el P4 con 3ml de CNMM + 0,006g, 1ml del
P4 y se colocé en el P5 con 4ml de CNMM + 0,008g. Finalmente se tom6 una alicuota de 0.5ml
del P5 y se coloco en el P6 con 4.5ml de CNMM con 0,009g de PEBD. Este matraz se coloco
nuevamente a 37 °C por 72 horas y se observé la turbidez cada dia. Del Gltimo ensayo se tomo

una alicuota de 1ml para las siembras en agar nutritivo, se incubo a 37 °C por 72 horas.

Determinacién de las condiciones de temperatura y pH donde Pseudomonas
aeruginosa logra mayor actividad biodegradativa frente al polietileno de baja
densidad

La prueba cuantitativa de la biodegradacion del PEBD consistié en pesar con una balanza analitica
el material antes y después de realizar una prueba de cultivo (Acufia 2017). Se procedid
nuevamente a inocular la cepa adaptada en CNMM a 37 °C por 1 semana. Se procedi6 a fraccionar
el PEBD en cuadrados de 2cm x 2cm y se pesaron en balanza analitica (peso inicial), se colocaron
los cuadrados en 12 matraces que contenian CNMN con la suspension bacteriana y se ajusto el
pH a 5,0 y a 7,0, como controles se utilizaron matraces sin polietileno con cepas bacterianas y
matraces con polietileno sin cepas bacterianas, se llevo a incubacion a 25 °C y 35 °C durante 30
dias, periodicamente se fueron agitando y observando el ataque bacteriano (que significa actividad
biodegradadora) (Gonzéles 2019; Mumtaz et al. 2006).

Después de los 30 dias de incubacion se separé el material plastico del CNMM, en una camara
de flujo laminar se desinfectaron los cuadrados de PEBD para eliminar la pelicula o biofilm
generado en la superficie con etanol al 70 % durante 30 minutos, luego se lavaron con agua
destilada estéril por 10 minutos, fueron secados con papel filtro y colocados a la estufa a 40 °C
por 15 minutos (Das & Brar 2013). Para obtener el porcentaje de pérdida de peso se utiliz6 la

siguiente féormula:

oppérdida = —wimelwiina) . 100 (Kyaw et al. 2012)

winical

Se aplico el disefio estadistico del modelo de efectos fijos, para demostrar la eficacia de
Pseudomonas aeruginosa frente al polietileno a 25 °C — 35 °C y pH de 5,0 — 7,0. Seguidamente
se realizd la prueba de comparacion de medias y asi demostrar si los dos factores presentan

diferencia significativa (0,05:5 %).

Para la prueba cualitativa de la biodegradacion del PEBD, se separd el material pléastico del
CNMM, observando al estereoscopio y microscopio los cambios que presento en cuanto refiere a

la perdida de color, brillo, presencia de porosidad, fisuras o grietas en las superficies crecimiento
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sobre y debajo de la superficie, presencia de biopeliculas, biocapas o biofilms (Acufia 2017). La
viabilidad de la biopelicula bacteriana (biofilm) fue determinada con el microscopio de

fluorescencia con Rodamina B (Chavant et al. 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias con capacidad de biodegradacion frente al polietileno

Se registro crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas en AM y AC, se selecciond las placas
con mejores caracteristicas morfol6gicas y de color para la identificacion de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa. Los resultados obtenidos de las pruebas de reconocimiento de la cepa
Pseudomonas aeruginosa por medio de tincion de Gram y pruebas bioquimicas de TSI, LIA,
CITRATO y SIM confirmaron el tipo de cepa, la cual posee caracteristicas de ser bacterias
Gramnegativas (Ruiz 2007; Ortiz et al. 2004); (Pramila et al. 2012); (Begum et al. 2015), la
bacteria Pseudomonas aeruginosa con coloracion amarillo-verdosa por la produccion de

pioverdina, se considera como sider6foro (Revelles et al. 2005).

La validacion de la cepa se realizé con el instrumento WalkAway 96 Plus (Hussein, Al-Mayaly,
& Khudeir 2015).

Adaptacién del metabolismo de cepas puras en medios sintéticos con polietileno de
baja densidad

La adaptacion se desarrolld de forma gradual, las colonias en CNMM con diferentes
concentraciones de polietileno de baja densidad fueron incubadas en un periodo de 24 - 72 horas,
el matraz P6 desarrollo crecimiento bacteriano en un tiempo de 24 - 72 horas a 37 °C. En periodos
determinados de tiempo, la adaptabilidad no sélo le otorga la versatilidad a la cepa bacteriana, el
ser mesoéfita permite trabajar en un rango amplio de temperatura y potenciar los resultados (Cava
et al. 2009).

Las bacterias cuya pared celular es la primera en tener contacto con el nuevo entorno que es
fundamental para su supervivencia, cuando las condiciones ambientales no son favorables, ya sea
por falta de nutrientes o por algun tipo de estrés al que se le someta (Cava et al. 2011); al ser la
pared celular el primer contacto, le permite a la bacteria protegerse y comunicarse con su entorno,
la adaptacion se llevo en periodos moderados de tiempo afiadiendo distintas concentraciones de

PEBD (Singh et al. 2015; Pramila et al. 2012; Rajandas et al. 2012; Nanda et al. 2010).
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Condiciones de temperatura y pH donde Pseudomonas aeruginosa logra mayor

actividad biodegradativa frente al polietileno

Después de 30 dias de incubacion en el CNMM, se realiz6 la comparacién de pérdida de peso, en
la table se puede observar el promedio de los pesos inicial y final del polietileno de baja densidad,
la biodegradacion a temperaturas de 25 °C y 35 °C a un pH de 5,0 y 7,0, lo cual refleja que la
temperatura 6ptima de biodegradacion es a un rango de temperatura de 25 °C a 35 °C a un pH de
7,0., el pH tiene efectos significativos en la variacion del peso, existe diferencias a un nivel de
(0,05) 5 % de significancia entre los valores del pH, por lo tanto podemos afirmar que la
degradacién es mas significativa en un pH de 7,0., el porcentaje de biodegradacion para las
temperatura de 25 °C y 35 °C a un pH 5.0 los valores de 4.5 % y 8,7 %); para las temperaturas de
25°C y35°C aunpH 7,0 los valores de 21,7 % y 27,3 % respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de temperatura y pH donde Pseudomonas aeruginosa logra mayor
actividad biodegradadora.

Medio de cultivo T pH XPI XPF %
s 50 0,022 0,021 4.5 %
21,7 %
CNMM 7.0 0,023 0,018 o
35 5.0 0,023 0,021 8.7 %
7.0 0,022 0,016 273 %

Estos resultados concuerdan con (Ren et al. 2018) la bacteria Pseudomonas aeruginosa crece en
un rango de temperatura de 10 y 42 °C, siendo su temperatura éptima de crecimiento de 35 — 37

°C, con una actividad biodegradativa superior a un pH neutro, a pH extremadamente alcalinos o
extremadamente &cidos la biodegradacion se hace lenta, el rango 6ptimo para la biodegradacion
esta entre 6 — 8 pH. Sin embargo, para mantener una mejor capacidad degradante, por periodos
de tiempo prolongados, el pH debe ser neutro, entre 7,4 — 7,8 (Romero et al. 2008; Jailawi et al.

2015).

La biodegradabilidad o biodegradacion es un proceso metab6lico y enzimatico realizado por los
microorganismos como bacterias y algunos hongos, los cuales secretan enzimas que se encargan
de romper la estructura molecular del plastico reduciéndolo (degradando) en su peso a través del
tiempo (Tokiwa et al. 2009); en 4 semanas obtuvo un 21 % de degradacién a 30 °C por
Pseudomonas aeruginosa (Kumari et al.2009); Pseudomonas alcaligenes con un 20,1 % a los 30
dias a 37 °C (Begum et al. 2015); demostraron que Brevibaccillus borstelensis en 30 dias, 50 °C

redujo sus pesos gravimétricos en 30 % (Hadad 2005).

Para lograr un porcentaje de biodegradacion mayor seria necesario realizar el proceso en un tiempo
mas prolongado y a una mayor temperatura, Pseudomonas logré una biodegradabilidad
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del 40,5 % en 8 semanas a 40 °C (Nanda et al. 2010); Pseudomonas sp. del vertedero de lodos
degrada el polietileno de manera eficiente con 46.2%, Pseudomonas sp. del basurero del hogar

31,4 %. y Pseudomonas sp. aislado del sitio de drenaje de efluentes textiles dio una
biodegradabilidad intermedia de 39,7 % en 8 semanas a 40 °C (Nanda & Sahu 2010); P.
aeruginosa degradd 50,5 % en 2 meses (Rajandas et al. 2012). Estos resultados difieren de (Nanda

& Sahu 2010) el porcentaje de degradacion de Pseudomonas fue del 40,5 % en 3 semanas a 40

°C, estos resultados se debieron a que las cepas fueron previamente adaptadas.

La prueba cualitativa confirma los cambios visibles en el polietileno de baja densidad, los efectos
utilizados para describir la biodegradacién incluyen corrosion de la superficie, la formacion de
agujeros y grietas, la fragmentacion e inclusive la decoloracién asi como la formacién de
biopeliculas o biofilms en la superficie, los cambios superficiales del PEBD observados con un
microscopio compuesto evidencian la presencia de grietas y fisuras (B) a diferencia de la muestra

control (A) que no presenta cambios superficiales (figura 1).

Figura 1. Cambios superficiales en la superficie del PEBD.

Estos cambios demuestran un proceso metabolico de biodegradacion, el pardmetro de cambios en
la observacién puede ser utilizado como un primer indicador de ataque bacteriano, este método
también puede ser utilizado para obtener resultados cualitativos (Ishigaki et al. 2000), para
evidenciar con mas claridad estos cambios es necesario el uso del microscopio electrénico de
barrido (Bhatia et al. 2014; Anwar et al. 2013).

Dado que la biodegradacién y la utilizacion de polietileno es un proceso lento, requiere que la
biopelicula esté activa durante un periodo de tiempo, esto se evidencia con el nimero de
organismos vivos en el PEBD que se observan como manchas amarillo verdosas (B) en

comparacion con el PEBD control (A), donde no se observa crecimiento bacteriano (figura 2).
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Figura 21. Viabilidad de la formacién del biofilm (biopelicula) bacteriano.

Asi lo afirma Tribedi, Gupta & Sil (2015); Yang et al. (2014); Tribedi & Sil (2013) Para verificar
la actividad metabdlica de la biopelicula en la superficie de polietileno se utiliza el microscopio
de fluorescencia para evidenciar la viabilidad de células en la superficie mediante la tincion de
bacterias con fluorocromos (Tribedi et al, 2015; Yang et al. 2014; Tribedi & Sil 2013).

CONCLUSIONES

La bacteria aislada del botadero de Cancharani se identific6 como Pseudomonas aeruginosa, la
cual tiene capacidad de biodegradacion frente al polietileno de baja densidad. El proceso de
adaptacion de la cepa identificada como Pseudomonas aeruginosa es una alternativa para
potenciar la capacidad y actividad biodegradativa. Segun las condiciones de temperatura y pH,
Pseudomonas aeruginosa es un buen biodegradador de polietileno a temperaturas de 25 y 35 °C
a un pH de 7,0 formando biopelicula gruesa con aspecto gelatinoso y tiene capacidad para
adherirse al polietileno de baja densidad.
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