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RESUMEN

El incremento de la poblacion y el desarrollo industrial han generado una gran cantidad de
desechos plésticos, volviéndose un problema debido a que, hasta el momento no existe un
proceso de gestion de los desechos plasticos que no sea toxico para el ambiente y la salud
humana. En esta investigacion, se evalu6 la degradacion de polietileno de baja densidad
oxobiodegradable (LDPE ox), utilizando una bacteria extremofila aislada en la Antértida
(Acinetobacter johnsonii). Inicialmente, previé a ingresar al biorreactor, se aplicd
pretratamientos al polietileno. La degradacion del plastico fue evaluada mediante un biorreactor,
donde se midié la cinética de crecimiento bacteriana por espectrofotometria y conteo en placa; y
la cantidad de CO: liberado mediante el método respirométrico. Los cambios del plastico fueron
analizados mediante diversas técnicas que incluye peso seco, analisis microscépico vy
espectroscopia infrarroja (FTIR). De los pretratamientos evaluados en el plastico, el que tuvo
mejor efecto fue de luz UV ya que se obtuvo una disminucion de peso promedio de 8,41 + 0,02 °
%. La cinética de crecimiento reveld, que la bacteria alcanz6 un rapido crecimiento en el medio
que contenia plastico pretratado con Tween 80, mostrando una reduccion de peso del pléstico de
20,31 £ 0,12 % vy la liberacion de CO, mas alta de todos los tratamientos, con una media de
190,23 + 4,53 P mg/L. Se concluy6 que la cepa A. johnsonii present capacidad en la degradacion

de pléstico, a pesar de tener indices bajos, es significativa la reduccion del peso.

Palabras claves: Degradacion bioldgica, polietileno, oxobiodegradable, pretratamientos,

respirométrico, bacteria antéartica.
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ABSTRACT

Population increase and industrial development have generated a large amount of plastic waste,
becoming a problem because so far, there is no plastic waste management process that is not
toxic to the environment and human health. In this research, the degradation of oxo-
biodegradable low-density polyethylene (LDPE ox) was evaluated using an extremophile
bacterium isolated in Antarctica (Acinetobacter johnsonii). Initially, prior to entering the
bioreactor, pretreatments were applied to the polyethylene. The degradation of the plastic was
evaluated using a bioreactor, where the Kkinetics of bacterial growth was measured by
spectrophotometry and plate counting; and the amount of CO. released by the respirometric
method. Plastic changes were analyzed by various techniques including dry weight, microscopic
analysis, and infrared spectroscopy (FTIR). Of the pretreatments evaluated on the plastic, the one
that had the best effect was the UV light since an average weight decrease of 8,41 + 0,02 ¢ %
was obtained. Growth kinetics revealed that the bacteria achieved rapid growth in the medium
containing plastic pretreated with Tween 80, showing a plastic weight reduction of 20,31 £ 0,12 f
% and the highest CO: release of all treatments with an average of 190,23 + 4,53 b mg/L. It is
concluded that the A. johnsonii strain presented capacity in plastic degradation, despite having

low rates, the weight reduction is significant.

Key words: Biological degradation, polyethylene, oxobiodegradable, pretreatments,

respirometric, Antarctic bacteria.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

A lo largo de los afios, los plasticos de origen sintético han representado un problema
mundial que genera una serie de impactos negativos al ambiente, en el 2017 se estim6 una
produccion de alrededor de 8300 millones de toneladas métricas (Tm) de plastico.
Aproximadamente el 9 % de plastico se reciclo, el 12 % fue incinerado y el 79 % fue arrojado a
vertederos de basura (Geyer et al., 2017), el porcentaje de pléastico que es desechado corresponde
a polietileno (PE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), poliestireno (PS), poliuretano
(PU) vy tereftalato de polietileno (PET), debido a que estos plasticos son de uso comun para
diferentes sectores industriales (Wilkes & Avristilde, 2017).

El polietileno es visto como una amenaza para el ambiente por su resistencia a la
degradacion (Singh et al., 2018), debido a que no penetra la pared celular microbiana por su gran
tamafio (naturaleza polimérica), haciendo que las enzimas microbianas no puedan realizar el
proceso de despolimerizacion y en consecuencia no puede ser biodegradado (Karthick et al.,
2016; Mierzwa et al., 2019). La degradacién eficiente del plastico es posible si se conoce la
naturaleza del polimero, su peso molecular, movilidad, tacticidad, cristalinidad y el tipo de
aditivo empleado. Por otra parte, también se debe tomar en cuenta la fisiologia y metabolismo
del microorganismo empleado, debido a tal virtud se han propuestos algunas soluciones
(Muthukumar & Veerappapillai, 2015).

Los microorganismos se destacan en el proceso de descomposicion por sus caracteristicas
metabolicas (Fesseha & Abebe, 2019), de manera que los géneros bacterianos Pseudomona spp.
y Bacillus spp. (Fachrul et al., 2021) son los mas conocidos con esta capacidad para degradar
plastico de baja densidad. Un estudio realizado con el género Pseudomona spp. tuvo una
reduccion de peso del 17,8% de polietileno (Muhonja et al., 2018). Segun Karthick et al., (2016)
en su estudio con Bacillus spp. registrd mayor eficiencia para degradar polietileno sin necesidad

de aplicar un pretratamiento al plastico, la reduccion de peso promedio mas alta fue de 35,72 +
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40,01% en un periodo de incubacién de 6 semanas a 28 °C y 37 °C. En otro estudio, se reporto
una biofragmentacion y bioasimilacion del LDPE (Polietileno de baja densidad) en la formacion
de biomasa por especies bacterianas como Pseudomona putida IRN22, Pseudomona putida
LS46, Acinetobacter pittii IRN19, Micrococcus luteus IRN20 (Mohanan, Montazer, & Levin,
2020), sin embargo, las investigaciones de la bioasimilacién y mineralizacion completa del

polimero son muy limitadas (Maity et al., 2021).

Las investigaciones realizadas en el pais con respecto a la degradacion del plastico han
aplicado microrganismos como Aspergillus niger y Aspergillus terreus, debido a que estas
especies pueden colonizar rapidamente el material en condiciones extremas y degradar
polietileno de baja densidad hasta un 30 % (Séenz et al., 2019). Por tal motivo, instituciones
nacionales e internacionales se han aliado para realizar estudios enfocados en la conservacion del
ambiente, como la Fundacion Dominicana de estudios marinos. Esta institucion en el 2010
permitio el aislamiento de las cepas P. putida, Bacillus spp. y Bacillus sphaericus para evaluar la
tolerancia de los microorganismos antarticos con diferentes concentraciones de hidrocarburos,
todos los microorganismos presentaron resultados alentadores para futuras investigaciones de

biorremediacion (Gualoto et al., 2017).

1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad, el alto consumo del plastico genera grandes volumenes al afio, se estima
que alrededor del 40% del material plastico tiene un periodo corto de vida atil (menos de 1 mes),
por lo que la degradacién del plastico representa un gran desafio en el area de la investigacion,

debido a que este compuesto es causante de dafios ambientales (Hahladakis et al., 2018).

El océano es el que méas afectacidn tiene ya que abarca entre 4,8 — 12,7 millones de
toneladas de plasticos por afio. Estos materiales absorben contaminantes toxicos, como trazas de
metales y contaminantes organicos persistentes (COP), que ocasionan dafios fisicos a las formas
de vida acuatica por su ingesta (Wang et al., 2019). Los animales se ven afectados por la
obstruccidn de su tracto intestinal, que en consecuencia termina con la muerte por inanicién (Li

et al., 2016). Otro de los impactos de la basura marina, es la ingesta indirecta de microplasticos a
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través de la cadena trofica. Estos microplasticos representan un problema de seguridad
alimentaria, debido al consumo de mariscos que son dieta principal para la poblacién humana
(Akhbarizadeh et al., 2019).

Los productos de consumo diario como aguas embotelladas y alimentos enlatados
presentan particulas de microplasticos (0 y 10* particulas/ litro), que se acumulan en tejidos del
higado, rifidn e intestino. Las pequefias fracciones son capaces de atravesar las barreras
epiteliales de los pulmones, intestinos, placenta y cerebro. La inhalacion o ingesta de
microplasticos en estudios in vivo indicaron efectos que incluian la toxicidad fisica, efectos
neurotdxicos y metabolicos (Vethaak & Legler, 2021). Dependiendo de la posible toxicidad
fisica y quimica de los microplésticos, se ve vulnerable la salud de las mujeres embarazadas y
sus hijos. Un estudio realizado en ratones gestantes mostrd, que la alta concentracion de

microplasticos podria generar trastornos metabolicos a su descendencia (Luo et al., 2019).

En el Ecuador, el impacto ambiental se debe al tipo de contenedores que regularmente
usan los hogares ecuatorianos, tal como se sefialan en los datos anuales que proporcionan los
estadisticos del INEC en los afios 2015-2019 (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2017).
La informacion indica que el uso de bolsas plasticas en el 2019 disminuy6 a 73,85% mientras
que, las bolsas de tela y otro tipo de contenedor presentaron un porcentaje de 24,27% y 1,88%
respectivamente, como se indica en la Figura 1. Los datos evidenciaron el consumismo de los
hogares ecuatorianos como una fuente importante de contaminacién; y la falta de conciencia en

el manejo de sus desechos (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020).

100% ﬁ : - b
80%

60%

=188

. m Otro tipo de contenedores.

m Bolsas de tela o de material
reutilizable

40%

20% H Bolsas desechables de pléstico

0%

2015 2016 2017 2018 2019

Figura 1. Tipos de bolsas usadas por los hogares para realizar sus compras. Adaptado de Médulo de Informacion

Ambiental en Hogares por (Instituto Nacional de Estadistica y Censos, 2020).
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La economia en el pais se ve afectada por la recaudacion de impuestos creados para
disminuir la degradacion del entorno, tal como se sefialan en los datos estadisticos presentes en el
Servicio de Rentas Internas en los afios 2015-2020. A la luz de los datos, la recaudacion
evidencia un alza significativa del impuesto redimible de botellas plasticas no retornables, como
se indica en la Figura 2 (Servicio de rentas internas del Ecuador, 2019). A pesar de que la
valoracion monetaria fue enfocada para disminuir el impacto ambiental, este se ha direccionado a
otros sectores de salud, educacion, obras publicas o deudas del Estado (Campoverde Valencia et
al., 2019).
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2.00E+04
1.50E+04
1.00E+04
5.00E+03
0.00E+00
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Afo

Impuesto Redimible

Figura 2. Estadistica de Recaudacion del Impuesto Redimible de Botellas Plasticas no retornables. Adaptado de

Estadisticas Generales de Recaudacion por Servicio de rentas internas del Ecuador (2019).

La continua produccion de materia antropogénica se ha duplicado en los Gltimos afios
provocando que supere la biomasa viva global, tal como se sefiala en los datos estimados desde
principios del siglo XX (Figura 3), es decir que cada persona en promedio genera una masa
antropogenica igual o mayor a la de su peso corporal (Elhacham et al., 2020).
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Figura 3. Estimacion del peso de la biomasa y la masa antropogénica. Procedente de Global human-made mass
exceeds all living biomass por Elhacham et al., (2020).

Por lo mencionado es pertinente encontrar una solucion a este problema, para disminuir
los impactos econdmicos y ambientales que preocupan a las instituciones ambientales. A pesar
de que Ecuador ha impuesto politicas para la gestion del plastico, no se observa un cambio
debido a que su efectividad se basa en las reacciones de las personas y empresas. El pais necesita
de centros de investigacion enfocados al tratamiento de pléstico, donde la biotecnologia
mediante el uso de microorganismos genere resultados prometedores que reduzcan la huella
plastica.

1.3 Justificacion

Durante décadas, el uso del plastico ha sido un proceso lineal, debido a que una vez
empleado es descartado. La mala gestion de este contaminante ha provocado varias afectaciones
al ambiente terrestre y acuatico, a su vez esta deteriorando la salud humana debido a la
propagacion de microplasticos, generando una gran preocupacion a las asociaciones ambientales.
El desarrollo de esta investigacion contribuird en el conocimiento para mejorar las técnicas de
degradacion.
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Actualmente, las técnicas de degradacion consisten en la incineracion de los materiales
para su eliminacion (Ministerio del Ambiente, 2017), sin embargo, no se ha aplicado el uso de
microorganismos o técnicas que sean amigables con el ambiente. Por tal motivo, el enfoque en
este proyecto fue la aplicacion de pretratamientos con Tween 80 y Luz UV debido a su bajo
impacto con el entorno (Periche & Robles, 2016; Shahnawaz et al., 2019), utilizando la actividad

de una bacteria antartica con la finalidad de evaluar su capacidad de degradacion del plastico.

La evaluacién de este estudio abarcara aspectos tecnoldgicos, cientificos y ambientales.
En el campo tecnoldgico busca una alternativa sostenible en la degradacion de plasticos, en
especifico del polietileno por ser el responsable de graves efectos ambientales. Cientificamente,
permitird la comprensién de los mecanismos del proceso de degradacién; y algunas condiciones
ambientales necesarias para el crecimiento de la bacteria. De manera ambiental, pretende
implementar una alternativa bioldgica y amigable con el ambiente, para estudiar la actividad de

degradacion del plastico con un microorganismo antartico.

La degradacion del pléastico estd vinculado a los programas de investigacion del
Laboratorio de Investigaciones Ambientales (LABINAM) de la Universidad Técnica del Norte,
ejecutando en conjunto con el Instituto Oceanografico y Antartico de la Armada (INOCAR). El
INOCAR realiza anualmente expediciones a la Antartida, con la finalidad de caracterizar los
espacios maritimos jurisdiccionales y no jurisdiccionales de interés nacional, al igual que
desarrollar actividades de investigacion cientifica (Instituto Oceanografico y Antartico de la
Armada, 2020). Los convenios han generado investigaciones, abarcando campos de
microbiologia, botanica, paleobotanica y limnologia, estos proyectos son “Biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos mediante el empleo de cepas bacterianas antarticas”; y
“Estudio de liquenes antarticos y su adaptacion al cambio climatico” (FICAYA Emprende,
2016). Debido a que no se ha reportado investigaciones relacionados a la capacidad de
microorganismos antarticos para degradar plastico (Danso et al., 2019), los microorganismos
provenientes de la Antartica entran en el marco del programa como una manera sostenible para

degradar el plastico.
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1.4 Pregunta directriz

¢Los aislados antarticos son capaces de degradar el polietileno de baja densidad?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar la degradacién del polietileno de baja densidad por accién de una bacteria

antartica
1.5.2 Objetivos especificos
= Evaluar los métodos de pretratamiento de Luz UV y Tween 80.
= Definir la cinética de crecimiento de la especie bacteriana.
= Comprobar la degradacion del polietileno mediante el Método Respirométrico.

1.6 Hipdtesis

Los microorganismos antarticos son capaces de degradar el polietileno de baja densidad

aplicando un pretratamiento al plastico.
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CAPITULO 1
2 MARCO TEORICO

2.1 Contaminacion por plasticos

2.1.1 Composicion de los plasticos

Los plasticos son polimeros sintéticos compuestos de carbono, hidrogeno, silicona,
oxigeno, cloruro y nitrogeno (Yang et al., 2014). Los plasticos con mayor incidencia en la
contaminacion son el polietileno (PE), el polipropileno (PP), el poliestireno (PS) y el cloruro de
polivinilo (PVC) (Mohanan, et al., 2020). Estos polimeros se componen de monémeros con

doble enlace entre tomos de carbono (Tabla 1) (Alshehrei, 2017).

Tabla 1

Composicion y estructura quimica de los plésticos sintéticos

Plésticos Composicién Estructura quimica

Formado de largas cadenas de monémeros de
etileno; dependiendo a su proceso de &CHZ— CHzﬂn
Polietileno (PE) fabricacion y disposicidn, el polimero puede
tener diferente densidad y estructuras

tridimensionales y fisicas.

Es el polimero de hidrocarburo lineal que tiene CH;
un grupo metilo en lugar de un hidrégeno. Se (—Cllz— éll—)
Polipropileno (PP) encuentra formado de cadenas de propileno )
COMO MonGmeros. @
Fcn,- (:H—)n
Este polimero presenta una columna vertebral
Poliestireno (PS) de carbono-carbono, unido a un grupo fenil.
Cloruro de polivinilo Formado de enlaces de carbono, unido a un Cl
(PVC) atomo de cloro (—CH;— (I:H_)“
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2.1.2 Clasificacion de los plasticos

Los plésticos pueden fabricarse a partir de la modificacion de sustancias naturales o son
sintetizados de materias primas orgénicas e inorganicas. En virtud de algunas caracteristicas, los
plasticos pueden dividirse en termoestables, elastomeros y termoplasticos (Figura 4). Por lo
general los plasticos son termoplasticos que se caracterizan por reformarse a altas temperatura.
El grupo de los termoestables se conforma de plésticos sintéticos como: PE (LDPE, HDPE,
MDPE, LLDPE), el PP, el PS, el PVC, el PU, el PET, el tereftalato de polibutileno, los nylons,
etc (Ram & Sangeeta, 2016). Otro grupo importante que se desarrollé a partir de estudios del
plastico fueron los biodegradables, que estan compuestos de materiales como plantas, animales y
algas (Alshehrei, 2017).
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| 1
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-Acido Poliglicélico
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-Polipropileno tereftalato (PET)

-Polietileno de alta densidad (HDPE)

-Polivinilo cloruro (PVC)

-Polietileno de baja densidad (LDPE)

-Polipropileno (PP)
-Poliestireno (PS)
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-Acido polilactico (PLA)
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-Polihidroxialcanoatos
(PHA)
-Polihidroxivalerato
(PHV)

-Alcohol polivinilico
(PVOH)

Figura 4. Clasificacion de los tipos de plasticos. Adaptado de Biodegradation of synthetic and natural plastic by

microorganisms por Alshehrei, (2017) y The role of microbes in plastic degradation por Rajendran, et al. (2016).
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2.1.3 Manejo de residuos plasticos

El manejo de residuos plasticos siempre ha implicado varios desafios por su creciente
produccion y falta de métodos adecuados de tratamiento, gestion y eliminacion. Del pléstico
generado, solo el 60% se recicla y el resto es arrojado al ambiente. El reciclaje de un material
plastico se lo puede realizar de 2 a 3 veces, debido a que con el tiempo el material tiende a
deteriorarse por la presion térmica. Sin embargo, el reciclaje no es una solucién segura porque el
material reciclable es el més perjudicial para el ecosistema, por lo que se ha optado por otros
métodos (Ministry of Housing and Urban Affairs, 2019).

No obstante, el manejo de estos residuos aparte del reciclaje se ha logrado mediante la
degradacion. La degradacion del plastico de manera natural es un proceso muy lento, que se ve
afectado por los pardmetros ambientales como humedad, temperatura, pH, salinidad, presencia y
ausencia de oxigeno, luz solar, agua, estrés y cultivo. Estos factores tienen gran influencia sobre

el crecimiento bacteriano y la actividad enzimatica (Kale et al., 2015).

2.1.4 Tratamientos fisicoquimicos

Fotooxidacion

La fotooxidacion térmica o penetracion con luz UV en el pléastico ha permitido la
despolimerizacién de las cadenas de polietileno, dando como resultado productos con bajo peso
molecular; de manera que los microorganismos los metabolice con ayuda de sus enzimas
especializadas (Yang et al., 2014). Por tal motivo, el uso de luz UV es considerado como un
método amigable con el medio ambiente (Shahnawaz et al., 2019).

Termooxidacion

La termooxidacion se realiza a altas temperaturas, superiores a 100 °C, debido a que la
incorporacion de aditivos antioxidantes en la fabricacion del plastico impide la oxidacion a bajas
temperaturas. La degradacion por este proceso se acelera por el estrés y el contacto con

compuestos reactivos, como el ozono (Ali et al., 2021).
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Prooxidantes

El empleo de prooxidantes (pro degradantes) permite acelerar la degradacion del
polietileno, este aditivo genera una descomposicion parcial del plastico mediante reacciones en
cadena de radicales libres. Las reacciones a menudo producen grupos funcionales como

carboxilo, cetona y alcohol (Mierzwa et al., 2019).

2.1.5 Tratamientos biol6gicos

Biorremediacion

La biorremediacion es considerada la mejor técnica por utilizar la capacidad inherente de
los microorganismos (algas, hongos y bacterias), permite transformar los compuestos
inorganicos en dioxido de carbono (CO2), agua (H20) y metano (CH4) (Bharagava et al., 2020).
Los plasticos sirven como fuente de nutrientes para los organismos heterotrofos. Ademas, de
manera natural requieren de otros factores fisicoquimicos para generar fragmentos mas cortos del
polimero; y puedan ser vulnerables al ataque de los microorganismos. Por lo tanto, la

degradacion abidtica precede de la biodegradacion (Ghosh et al., 2019).

Microbiomas de invertebrados

Los invertebrados tienen la capacidad de degradar diferentes plasticos, adaptandose a las
superficies y teniendo una vida mas prolongada al ingerir plastico. Los invertebrados como
orugas y larvas realizan una trituracion mecanica, permitiendo que los microorganismos se

adhieran mejor a las superficies (Danso et al., 2019).

2.1.6 Estado actual de la contaminacion por plasticos a nivel mundial

El creciente consumo del plastico representa una amenaza para los ecosistemas terrestres
y marinos. Debido a que este desecho absorbe sustancias quimicas toxicas, que ingresan en la

cadena alimenticia mediante la ingesta de la fauna marina (Ram & Sangeeta, 2016).

La versatilidad del plastico ha generado gran impresion en la sociedad, la generacion de

plastico anual en el mundo encabeza India con 16%, seguido de China con 10% y Reino Unido
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con 2,51% (Moharir & Kumar, 2019); a pesar de que cada pais tiene su politica de control de
residuos, esto solo ha generado que el 9% de los 9.000 millones de toneladas plasticas de todo el
mundo se destinen al reciclaje (Wilkes & Aristilde, 2017). Sin embargo, el porcentaje ha seguido
aumentando lentamente y el problema de la contaminacion a nivel global persiste, atribuido al
fracaso de la aplicacion de normativas. En la figura 5 se muestra la proporciéon mundial de

residuos plasticos mal gestionados (Ncube et al., 2021).

[No dat:a1 0?({ 1(?% 20% 40% 60% 80% 100%
!

Figura 5. Inadecuada disposicion de los residuos plésticos a nivel mundial. Adaptado de An Overview of Plastic

Waste Generation and Management in Food Packaging Industries por Ncube et al., (2021).

2.1.7 Problematica de la contaminacién por plasticos en el Ecuador

La ficha informativa de proyecto, dirigida por el Ministerio del Ambiente, Agua y
Transicion Ecoldgica (MATE) en 2019, evalué que los 15°520.973 habitantes ecuatorianos,
generaron 4°139.512 Tm/afio de residuos sélidos. Las cifras sefialaron, que cada individuo
genero 0,73 kg de desechos solidos/dia, de los cuales el 61 % eran residuos organicos, el 11 %
plasticos, 9,4 % papel y cartdn, 2,6 % vidrio, 2,2 % chatarra y el 13,3 % correspondia a otros
residuos (Ministerio del Ambiente, 2019).
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Las islas Galapagos se ven afectadas por la contaminacion plastica, generando impactos
negativos en la red alimentaria marina, servicios de los ecosistemas y economia costera.
Galépagos alberga el 37 % de especies en peligro critico de extincion, lo que ocasiona cada vez
mayor preocupacion debido a que se ve expuesto a este factor de contaminacion (Jones et al.,
2021). Por tal motivo, Ecuador junto con el programa Mares Limpios de la ONU, genero
acuerdos oficiales en un esfuerzo para reducir la contaminacion plastica en el océano (Brooks et
al., 2020). De manera local, el gobierno a traves del Instituto Nacional de Pesca (INP) promovio
la campana “jNo Mas Plasticos en el mar!”; dando un alto a la fabricacion, distribucion y

comercializacion de plasticos de un solo uso (Ministerio del Ambiente, 2019).

2.2 Biodegradacion de plasticos

La biodegradacion es la capacidad metabolica de los microorganismos (hongos y
bacterias), que les permite descomponer a componentes simples inocuos un contaminante; y
emplearlo en calidad de fuente de carbono, energia para su crecimiento y desarrollo (Debruyn et
al., 2015).

2.2.1 Microorganismos aplicados a la biodegradacion

Los plasticos se consideran retos en el ambiente, por su naturaleza y propiedades
fisicoquimicas debido a que son degradados mas por conjuntos microbianos, que por cepas
individuales. Por tal motivo, el microorganismo a utilizarse depende del tipo de polimero; sin
embargo, los organismos individuales pueden mejorar de manera indirecta la biodegradacién
(Alietal., 2021).

Algunas bacterias, hongos y algas son utilizados para degradar el plastico (Tabla 2); los
hongos a través de los micelios fungicos pueden penetrar en el material plastico y secretar
enzimas extracelulares mayores a las bacterianas (Kale et al.,, 2015). No obstante, se ha
demostrado que cepas bacterias también presentan eficiencia de degradacion frente a algunos

polimeros plasticos. Por otra parte, diversas especies de algas se adhieren a la superficie del
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residuo plastico, gracias a su alta disponibilidad de factores ambientales permite degradar el

polimero, sin embargo, se necesita mas investigacion (Ali et al., 2021).

Tabla 2

Degradacion microbiana en polimeros plasticos

Tipo de polimero Microorganismo
Mezcla de celulosa e Phanerochaete chyrosporium PV1
Laminas de PVC
Poli-3-hidroxialcanoatos (PHA), Poli- e Penicillium simplicissimum
bidroxibutirato (PHB) e Aspergillus fumigates,

e  Penicillium spp., Protozoa, lichens)

e Aspergillus japénicas, Fusarium spp. Yy
Aspergillus flavus
Arpergillus flavus y Aspergillus tubingensis

e  Penicillium oxalicum y Penicillium
chrysogenum

e  Zalerion maritimum

e Arthrobacter spp. GMB5 y Pseudomonas spp.

Polietileno (PE) GMB7

e Serratia marcescen

e  Streptomyces spp. y Pseudomonas spp.

e Enterobacter spp. y Pantoea spp.

e Pseudomonas spp.

e Brevibacillus borstelensis

e  Microbulbifer hydrolyticus IRE-31

¢ Navicula pupula (diatom)

e  Scenedesmus dimorphus (green microalgae)

e Anabaena spiroides (cyanobacteria)

e  Phormidium lucidum

e Oscillatoria subbrevis

e Nostoc carneum (cyanobacteria)

e Pestalotiopsis microspora

o Aspergillus flavus

e Cladosporium cladosporioides, Leptosphaeria
spp., Penicillium griseofulvum and

Xepiculopsis graminea
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e  Geomyces pannorum
e  Aspergillus tubingensis
e Yarrowia lipolytica
e Cladosporium pseudocladosporioides,
Poliuretano (PU) Cladosporium tenuissimum, Cladosporium
asperulatum, Cladosporium montecillanum,
Aspergillus  fumigatus y  Penicillium
chrysogenum
e Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa
e  Brevibacillus spp. y Aneurinibacillus spp.
e Bacillus spp., Pseudomonas spp.,
Micrococcus spp., Arthrobacter spp. vy
Corynebacterium spp.
e Corynebacterium spp., BI2 y Pseudomonas
aeruginosa
e Pseudomonas denitrificans, Pseudomonas
fluorescens y Bacillus subtilis
e Trichoderma DIA-T spp.
e Saccharomonospora viridis
e Penicillium funiculosum
e Pichia pastoris
o Aspergillus spp.
e  Thermobifida fusca
o ldeonella sakaiensis
Tereftalato de polietileno (PET) e Vibrio spp.
e Phaeodactylum tricornutum (diatom)

e  Spirulina spp. (cyanobacteria)

Adaptado de Plastic wastes biodegradation: mechanisms, challenges, and future prospects por Ali et al., (2021) y
Microbial Degradation of plastic: A review por Kale et al., (2015).

2.2.2 Procesos de biodegradacion

De manera natural, los plasticos son degradados aerébicamente y de manera anaerobia en

sedimentos y vertederos. En la degradacion aerobia los microorganismos utilizan al oxigeno
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como aceptor de electrones, descomponiendo sustancias quimicas organicas en compuestos
simples. Los subproductos del proceso son el CO2 y el agua (Alshehrei, 2017).

C plastico + 0, - CO, + H,0 + C residual + Biomasa

Por otra parte, la biodegradacion anaerébica permite que los microorganismos
descompongan el contaminante organico en ausencia de oxigeno. Algunos microorganismos
utilizan como aceptores de electrones el nitrato, el sulfato, el hierro, el manganeso y el CO:
(Alshehrei, 2017).

C plastico - CH, + CO, + H,0 + C residual + Biomasa

El mecanismo de degradacion de contaminantes (Figura 6) inicia por la colonizacion
microbiana, formando biopeliculas en la superficie del plastico, lo que provoca modificaciones
en las caracteristicas y propiedades del polimero (Ali et al., 2021). Este proceso da lugar a la
biofragmentacion mediante los procesos enzimaticos de hidrolisis y oxidacion (hidrolasas y
oxidorreductasas), las hidrolasas y oxidorreductasas rompen las estructuras laterales de los
compuestos hidrofobicos. A continuacion, ocurre la etapa de asimilacion donde la bacteria toma
como fuente de carbono y energia a los mondmeros producidos, para su crecimiento (Ali et al.,
2021). El proceso de degradacion finaliza con la mineralizacion, donde se genera una conversion
intracelular de los productos asimilados en biomasa y subsecuente la liberacién de CO; y agua
(Mohanan et al., 2020).
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Figura 6. Etapas de la degradacién microbiana de un material plastico. Tomado de Plastic wastes biodegradation:

Mechanisms, challenges and future prospects por Ali et al., (2021).

2.3 Microorganismos extreméfilos como biodegradadores de plastico

Son microorganismos que se adaptan a condiciones fisicas o geoquimicas inhospitas para
los organismos complejos (Zngj et al., 2021). Las condiciones extremas incluyen temperatura,
pH, potencial redox, salinidad, presion hidrostatica y concentracién de nutrientes. Estas
modificaciones en sus rutas metabolicas han podido soportar el congelamiento, la desecacion,

falta de nutrientes, entre otros (Velasquez et al., 2018).

Estos microorganismos extremofilos, poseen enzimas especializadas de gran intereés,
debido a las propiedades Unicas que presentan estos biocatalizadores para optimizar los procesos
industriales (Gupta et al., 2014). La “biotecnologia blanca” utiliza las enzimas para convertir los
recursos renovables en productos como biopolimeros, biomaterial y biocombustibles. Asi
también aplica los biocatalizadores en el ambito de la biorremediacion de lugares contaminados
(Raddadi et al., 2015).
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2.3.1 Tipos de microorganismos extremofilos

Los estudios de diversidad microbiana de ecosistemas acuéticos de la Antartida se
enfocan en comunidades extremofilas, debido a que la mayoria de ellos, en el norte del Frente
Circumpolar Antartico Sur (SACCF) poseen genes que se relacionan con el metabolismo
secundario, con potencial para la bioprospeccién. En la Figura 7 se destaca los microorganismos

de estos ecosistemas (Dickinson et al., 2016).

Acidobacterias

Deltaproteobacterias

Lentisferas ——— \/

5 —
Betaproteobacterias

Otros

Bacteroidetes

Gammaproteobacterias

Alfaproteobacterias

Cianobacterias . .
Actinobacterias ~ Sin clasificar

Figura 7. Tipos de bacterias del norte del Frente Circumpolar Antartico Sur (SACCF). El grafico representa los
tipos de microorganismos encontrados de 1,5 millones de lecturas mediante 454 pirosecuenciacion con ARNr 16S;

tomado de Extremophiles in an Antarctic Marine Ecosystem por Dickinson et al., (2016).

En relacion con los suelos polares Antarticos, se han encontrado bacterias extremofilas en
suelos con musgo y liquenes. La bacteria mas destacable ha sido del grupo de los Actinomicetos,
los cuales han logrado degradacion de materia organica, también se han encontrado Bacilos y
Micromicetos, que cumplen un papel importante en el ciclo de los elementos (agua, oxigeno,
nitrégeno, carbono y fésforo) (Malcheva et al., 2020). Estas bacterias se caracterizan por ser
absorbentes de nitrdgeno mineral, debido a que pueden crecer en un medio inorganico con iones

de amonio como Unica fuente de nitrogeno (Velez et al., 2018). Sin embargo, en algunos suelos
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puede ser deficiente porque los compuestos de nitrégeno se encuentran ligados a la materia

organica que se descompone lentamente bajo las condiciones polares (Zngj et al., 2021).

Otro grupo de bacterias, pertenecen a la familia Moraxellaceae del orden Pseudomonales,
que abarca un grupo de bacterias heterogéneas. Se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente incluyendo a los géneros Acinetobacter spp., Moraxella spp. y Psychrobacter spp.
(Dickinson et al., 2016). Estas bacterias no fermentadoras con catalasa positiva y citocromo
oxidasa negativa, crecen mejor en condiciones aerobias que anaerobias, entre las cuales se
destaca A. jonhsonii por tener una reaccion de catalasa positiva y oxidasa negativa. Estas células
son bacilos gram negativos (-) de 0,9-1,6 mm de didmetro. Las bacterias crecen en un amplio
rango de temperatura, la mayoria crece mejor a temperaturas de 20 °C — 30 °C (Martins &
Carreira, 2014).

El crecimiento de la bacteria A. johnsonii depende de un amplio nimero de fuentes de
energia y carbono orgénico. Entre los compuestos que puede metabolizar se encuentran
alcoholes alifaticos, algunos aminoacidos, acidos descarboxilicos y grasos, hidrocarburos no
ramificados, azlcares y muchos compuestos aromaticos relativamente recalcitrantes como

benzoato, mandelato, n-hexadecano, ciclohexanol y 2,3 butanodiol (Percival & Williams, 2014).

Acinetobacter spp. forma parte del 0,001% de las poblaciones de bacterias heterétrofas
del suelo y agua. El género se ha utilizado en la biorremediacion de aguas residuales,
biodegradacion de contaminantes organicos mediante la remediacion biologica (Kampfer, 2014).
A. johnsonii ha presentado algunas aplicaciones en la produccion de enzimas como dioxigenasas,
oxacilinasas, fosfotransferasa entre otras (Figueiredo et al., 2012; Hofer et al., 2004; Itoh &
Shiba, 2004), la bacteria también presenta la capacidad de desnitrificacién utilizando diferentes
materias organicas (Wen et al., 2019; Zhang et al., 2019). En el ambito de la biorremediacion, se
ha estudiado la bacteria para la eliminacion de impurezas inorganicas de aceite usado (Jiang et
al., 2012) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Jiang et al., 2018).
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2.3.2 La Antéartida como fuente de microorganismos extremofilos

El continente antartico se conoce como un ambiente distinto a otros debido a su
topografia y profundidad. Estas condiciones ambientales permiten a las comunidades
microbianas mostrar una compleja diversidad funcional, desarrollando mecanismos evolutivos
para soportar las condiciones extremas (Malvé et al., 2014). Se ha determinado la existencia de
una gran biodiversidad microbiana, especificamente en arqueas y hongos (Chong et al., 2012).
Estos microorganismos se caracterizan por su metabolismo y diversidad, razon por la que son
capaces de colonizar todos los medioambientes existentes y presentan un potencial de estudio en

la Biotecnologia (Instituto Antartico Ecuatoriano, 2016).

2.4 Caracterizacion de microorganismos con potencial aplicacion en la biotecnologia
ambiental

2.4.1 Técnicas moleculares

De manera general las bacterias se identifican secuenciando el ARNr 16 S, el cual
proporciona la identificacion del género y la especie. Las secuencias de organismos
distintamente relacionados tienen la posibilidad de alinearse con precision; por tal motivo, se
utiliza esta secuencia para determinar la taxonomia, la filogenia y estimar la relacion evolutiva

de las especies microbianas (Kamel, 2016) .

El aislamiento de ADN se lo realiza utilizando un kit de extraccion, siguiendo el
procedimiento del fabricante. La sensibilidad de deteccion de PCR varia dependiendo el kit
comercial que se utilice (Elijah et al., 2014) . Los métodos de extraccion ideal deben ser facil de
manejar, ahorrar tiempo y ser asequibles; por lo que se recomienda que sean universales para
reducir el nimero de procesos para la extraccién. En la amplificacién de los fragmentos 16 S
rRNA se utiliza dos cebadores universales para la amplificacion (directo e inverso) (Kamel,
2016).

La reaccién de PCR tiene tres pasos, en primer lugar, la desnaturalizacién que permite

romper los enlaces débiles de hidrdgeno y separar las cadenas en ADN monocatenario cuando
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alcanza una temperatura de 94 °C, la desnaturalizacion realiza 30 ciclos en 30 segundos. A
continuacion, el recocido, donde los cebadores se unen a una secuencia complementaria de ADN
a una temperatura de 90 °C, que desciende hasta los 60 °C. Finalmente, la extensiéon dura 1
minuto a una temperatura de 72 °C, donde la enzima polimerasa agrega secuencialmente

nucleotidos al cebador (Tomar et al., 2019).

2.5 Técnicas de la biodegradacion de plésticos

El estudio de la biodegradacién y los mecanismos implicados, representan una gran
importancia para superar los problemas medioambientales relacionados con los plasticos, por tal
motivo se han aplicado “métodos de prueba estandar” en los procesos de biodegradacion (Shah
et al., 2008).

2.5.1 Método estandar de Observacion visual

Este proceso de degradacion puede distinguirse por signos visuales, con el objetivo de
interpretar los cambios en la superficie como la rugosidad, formacion de grietas, fragmentacion,
cambio de color, manchas, pegajosidad, etc (Krieg et al., 2022). Para la observacién de estos

cambios se han aplicado las técnicas descritas en la Tabla 3.

Tabla 3

Técnicas aplicadas en el método de observacion visual

Técnicas Descripcion Bibliografia
Microscopia Es un instrumento para realizar analisis in situ de (Wen et al., 2021)
electronica de barrido microdreas en el plastico
(SEM)
Microscopia de Es un instrumento para realizar analisis de (Akhatova et al., 2022)
fuerza atémica superficies plasticas por medio de una sonda fina,

obteniendo iméagenes topograficas a nanoescala.

Espectroscopia de Es un instrumento que monitorea las (Sandt et al., 2021)
infrarrojos por biodegradaciones del plastico, esto se debe a su

transformada de facilidad de encontrar enlaces de C=0, C-O, O-H
Fourier (FTIR) siendo estos los principales enlaces que se
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generan cuando un plastico pasa por el

mencionado proceso.

Calorimetria Proceso que permite reconocer los cambios de (Meylan et al., 2020)
diferencial de barrido calor y relajacion estructural que sufren los
(DSC) materiales en su deformacion.
Espectroscopia de Técnica que analiza las propiedades magnéticas  (Pacakova & Virt, 2005)

resonancia magnética  en algunos nucleos atémicos, con esto se puede
nuclear (NMR) ver las propiedades fisicoquimicas de la estructura

de varios polimeros.

Espectroscopia de Es una técnica precisa para verificar los enlaces ~ (Greczynski & Hultman,
fotoelectrones de quimicos en las superficies de materiales como el 2020)
rayos X (XPS) plastico, sin embargo, se necesita una buena

calibracién para determinar la escala de energia
de los enlaces.
Difraccion de rayos  Es una potente técnica que permite caracterizar en (Bunaciu et al., 2015)
X (XRD) gran parte los parametros estructurales (tamafio,
fases, etc.) de los materiales., ademas de ilustrar
los defectos y deformidades.
Mediciones del Es el método mas barato para determinar los (Aj & Mh, 2021)
angulo de contacto componentes del plastico, en este proceso se debe
hallar el angulo de contacto mediante una relacion
solucion/polimero utilizando velocidad de
cizallamiento.
Absorcion de agua Permite observar el desgaste, resistenciay dureza  (Balan & Ravichandran,
de los plésticos cuando este material se resiste a la 2020)

humedad.

En México se ha reportado un estudio de biodegradacién de plastico, donde se empled
Microscopia electrénica de barrido (SEM) y Difraccion de Rayos X (DRX), evidenciando la
accion de degradacion en las peliculas del polimero. Mediante la técnica SEM, se pudo visualizar
la aparicion de microfracturas en la superficie; y con la técnica DRX se pudo determinar una

mayor cristalinidad del componente lo que indica degradacion del plastico (Pefa et al., 2013).
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2.5.2 Meétodo estandar de Medicion de pérdida de peso

La degradacion del plastico puede ser calculado midiendo el desgaste de peso o pérdida
de masa del &rea, mediante lo cual se puede establecer el tiempo de vida Gtil mediante un modelo
matematico, para calcular la desintegracion completa del polimero. Sin embargo, en ocasiones
no permite obtener una prueba directa de la biodegradacion, por problemas en la limpieza
correcta del material (Science Advice for Policy by European Academies, 2016). Algunas de las

técnicas aplicadas se mencionan en la Tabla 4.

Tabla 4
Técnicas aplicadas en la pérdida de peso
Técnica Descripcion Bibliografia
Anélisis de tamizado La aplicabilidad del (Schwinghammer et al.,
tamizado es una forma 2021)

utilizada para cuantificar
particulas microplasticas
grandes en sistemas de
lodos y compost digeridos
y deshidratados
Separacion o extraccién Esta técnica permite (Jash et al., 2015)
por flotacién-hundimiento  separar los materiales en
un fluido por su densidad.

Analisis estructural del El peso molecular permite (Ronkay et al., 2021)

material residual de los determinar el tiempo de
productos intermedios de fragmentacion o
bajo peso molecular descomposicion del
plastico

Un estudio reportado por Ronkay et al., (2021) evaluo la degradacion de HDPE y PET
aplicando un andlisis matematico, en funcion con el peso molecular y el tiempo de
fragmentacion o descomposicion. Para este proceso se analizé la estructura del material
contaminante (PET y HDPE). Una vez obtenido las propiedades, se midio la resistencia que tenia

el peso molecular plastico en condiciones marinas, generando una simulacion de cuénto tiempo
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puede tomarle al plastico envejecer en un periodo de 3 o 4 afios, dando como resultado un

envejecimiento del 37% en ese periodo.

2.5.3 Meétodo estandar de Cambios de propiedades mecanicas y la masa molar

El proceso de degradacion de las propiedades mecanicas puede generarse mediante
fuerzas de cizallamiento (estrés), tension y/o comprension; el polimero sufre un fenémeno en la
molécula reduciendo el peso molecular promedio, dando cambios en la masa de la muestra

(Niaounakis, 2015). Este método emplea las técnicas descritas en la Tabla 5.

Tabla5s

Técnicas aplicadas para determinar los cambios de propiedades mecéanicas y la masa molar

Técnicas Descripcion Bibliografia

Despolimerizacion Proceso donde las enzimas microbianas generan (Mohanan et al, 2020)
inducida por enzimas  cambios en la estructura quimica, peso molecular
y grado de cristalinidad dando la
despolimerizacion del pléstico.
Aplicacion de Llamado proceso a la intemperie permite la (Kane et al., 2016)
procesos abibticos reduccion y elongacion de los plasticos
demostrando la degradacion en condiciones

naturales.

En la India se han ejecutado estudios de biodegradacion de plastico con microorganismos
autoctonos, donde se aplicaron procesos abidticos al plastico con radiacion UV que permitio la
reduccion de un 50% del tamafio del polimero, el plastico tratado interactudé con un consorcio

bacteriano para degradarse (Siddigqui, 2019).

2.5.4 Meétodo estandar de Evolucion de CO2

Este método se puede aplicar cuando se realiza la captura y utilizaciéon del CO, (Pires da
Mata Costa et al., 2021), la formacién de CO, permite analizar los procesos de degradacion de

los polimeros; ademéas de medir el consumo de O2 biologico de organismos bajo condiciones
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establecidas (Shah et al., 2008). Este método puede generarse mediante las técnicas descritas en
la Tabla 6.

Tabla 6

Técnicas aplicadas en el método de evolucién de CO;

Técnicas Descripcion Bibliografia

Captura convencional  Este método permite que el CO; se transforme en (Al-Salem et al., 2019)
de COzen solucién  BaCOsy asi poder analizar la tasa de evolucion de
de Ba(OH) esta solucién, como resultado se obtiene la tasa de
biodegradacién y deterioro de un material.
Sistemas cerrados sin Este método permite analizar la absorcion y (Gonome et al., 2022)
aireacion continua consumo de CO; en los organismos o
microorganismos, sin embargo, debe controlarse
factores como la humedad y temperatura para

evaluar también su crecimiento bioldgico.

Respirometria Esta técnica analiza el consumo de oxigeno
bioldgico de organismos bajo condiciones (Szaja et al., 2015)
establecidas, ademéas permite monitorear la (Quiterio et al., 2017)

biodegradacion de los hidrocarburos. La ventaja
de esta técnica es la precision de sus datos,
existen diferentes tipos de respirémetros como
manomeétrico, volumétrico, electrolitico y de
entrada directa.

En un estudio para analizar la biodegradacion de plastico, se utiliz6 un aparato
experimental basado en la respirometria bajo condiciones de compostaje, para medir las
emisiones de CO. En las pruebas la cantidad de CO; se registr6 automaticamente por los
detectores de gas infrarrojos, este registro permitié obtener el 80% de biodegradacion en un
periodo de 20 dias (Castellani et al., 2016).

2.5.,5 Meétodo estandar de Radiolabeling

Es una metodologia de imagen que no altera las propiedades de la muestra a analizar,

permite observar a nivel molecular los procesos de biocompatibilidad y biodegradabilidad (Diez
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et al., 2021). En relacion con el plastico, permite evaluar la evolucion neta del CO2, debido a que
no esta sujeto a interferencias por impurezas de la biodegradacion o aditivos (Shah et al., 2008).

La técnica mas utilizada se describe en la Tabla 7.

Tabla 7

Técnica aplicada en Radiolabeling

Técnicas Descripcion Bibliografia
Utilizacion de un En este proceso el CO; se atrapa quimicamente en (Canducci, 2013)
contador de centelleo una solucidn absorbente, luego se utiliza el

centello liquido para determinar el contenido de
carbono y asi determinar mediante imagen los

grupos carbonilos actuales y antiguos.

El contador de centello se ha aplicado en métodos de evaluacion del carbono, en muestras
bioldgicas y atmosféricas. Segun Canducci et al., (2013) en su estudio se analiz6 una muestra
gaseosa, en primer lugar se realizo la congelacion del componente gaseoso, mediante un destello
de luz (centelleo) se midid la intensidad de la radiacién de carbono que poseia el gas, mostrando

una reduccion de 13.5 g de carbono en un conteo de fondo en materiales de PTFE y PET.

2.5.6 Meétodo estandar de Compostaje controlado

El compostaje es un proceso mayormente utilizado para la eliminacion de plastico porque
permite que la descomposicion bioldgica sea mas rapida. Ademas, se puede valorar los residuos
solidos y la evolucién de CO: producido (Folino et al., 2020), las técnicas mas empleadas se

detallan en la Tabla 8.

Tabla 8

Técnicas aplicadas en el compostaje controlado

Técnica Descripcion Bibliografia

Digestores aer6bicos Este tipo de
descomposicién es méas (G6mez & Michel, 2013)

rapida debido a que (Karamanlioglu et al.,
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brinda las condiciones 2017)
adecuadas de
microorganismos
Digestores anaeréhicos La importancia del uso de
este digestor es que el (Calabro & Grosso, 2018)
proceso de (Hegde et al., 2018)
biodegradacién permite la (Yagi et al., 2014)
formacién de biogas,
agua, sulfuro de
hidrdgeno y amoniaco.
Algunas de las ventajas es
la limitacion la emision de
olores y que productos
como el metano pueden
utilizarse como fuente de

energia

En el estudio de Camacho & Hoyos, (2014) se determind un proceso de biodegradacion
anaerobica de un polimero, para esto se utilizO componentes organicos como la yuca, acido
polilactico y policaprolactona. La combinacién de estos desechos junto con el plastico pudo
generar una reduccion del polimero de hasta un 77.49% en un periodo de 15 dias, demostrando

las propiedades que generan las condiciones anaerdbicas.
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CAPITULO 11l
3 METODOLOGIA

3.1 Descripcion del Area de estudio

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales
(LABINAM) y en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Técnica del Norte,
ubicado en el campus San Vicente de Paul UTM (17N 821298.3 38378.4) en Ibarra, en la calle

Juan Montalvo y Cristébal Col6n, provincia Imbabura, Ecuador.
3.1.1 Muestreo

El material bioldgico, fue extraido por el Blgo. Miguel Gualoto, PhD en la estacion
Ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado UTM (21N 358519.1 6927240.6) (Figura 8), ubicada en
la Isla Greenwich que forma parte de las Islas Shetland del Sur, en la Punta Fort Williams UTM
(21N 356723.6 6934827.7), frente a la isla Barrientos UTM (21N 358014.9 6922441.2) en la
XVII Expedicion Antéartica 2012.

ESTACION CIENTIFICA PEDRO VICENTE MALDONADO
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UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

GREENWICH ISLAND
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Figura 8. Ubicacion general de la zona donde se obtuvo el material biologico
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3.1.2 Conservacion del material biologico

Las muestras entregadas por el LABINAM presentaban una posible contaminacion. De
acuerdo con las recomendaciones del laboratorio, se desarrolld resiembras de la muestra madre
para obtener un cultivo puro. Para esta técnica, se hicieron diluciones seriadas (10~ — 107%) en
solucion salina y se sembraron en Medio Agar Nutriente. A continuacion, se realiz6 una siembra
en la placa con el medio sélido (Serrano & Gutiérrez, 2018). Al finalizar, se obtuvo cultivos
puros (B1) que fueron sembrados en caldo Luria Bertani y se mantuvo a una temperatura de 15
°C (Bonilla et al., 2016), tal como lo indica en el Anexo 1. Una vez obtenido el cultivo se

procedio al inicio de la investigacion.

3.2 Caracterizacion del microorganismo antartico

3.2.1 Caracterizacién morfoldgica

Se realiz6 una tincion Gram para diferenciar al grupo de bacterias (Gram+, Gram-) al que
pertenecia, para este proceso se selecciond una muestra de cultivo y se aplicé un colorante
primario cristal violeta, lugol, alcohol-acetona y un colorante secundario safranina. Finalmente,
se observo la muestra en un microscopio “Leica”, este proceso se realizd de acuerdo con la

metodologia establecida por Rodriguez & Arenas, (2018) (ver Anexo 2).

3.2.2 Caracterizacién molecular de la bacteria

Se caracterizé molecularmente a las bacterias siguiendo protocolos y metodologias de
extraccion, PCR, electroforesis y purificacion de ADN (mas informacion ver Anexo 3). Para la
extraccion de ADN, se utilizd el Kit MasterPureTM®; se realizd modificaciones en las
cantidades de los reactivos establecidos en el estudio de Riascos et al., (2018). Posteriormente,
para analizar la integridad del ADN, se ejecuté electroforesis en un gel de agarosa, basandose en

la metodologia de Monroy et al., (2014).
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En la amplificacion del ADN, se prepar6 un volumen total de 29,5 ul que contenia
GoTaq ® Green Master Mix, primers universales 16 S, agua pura y ADN (Tabla 9). Las
condiciones de reaccion se modificaron a 30 ciclos: 95 °C por 50 segundos, 56 °C por 1 minuto,
72 °C por 30 segundos y 72 °C por 10 minutos. Los resultados de la amplificacion fueron
visualizados en el gel de agarosa al 1,5% mediante la ayuda de un transiluminador Safe

Imager™ 2.0; tomando como referencia a Famewo et al., (2016).

Tabla 9

Composicion de la muestra para andlisis de PCR

Componentes Cantidad
GoTag ® Green Master Mix 20 pl
27F (5'-GGT AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') 0.8 ul
518R (5'-ATT ACC GCG GCT GG-3") 0.8 ul
ADN 0.5 ul
Agua Ultrapura 7.4 pl
Volumen Final 29.5 ul

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el Kit de PCR (250) QIAGEN,
siguiendo la metodologia de (Qiagen, 2020). La muestra final se envié a secuenciar en un
laboratorio publico. El resultado se analiz6 in silico con los programas de alineamiento
GENIOUS y Blast NCBI, tomando en cuenta el porcentaje de identidad y considerando el e-

value para el reconocimiento de la secuencia (Donkor et al., 2014).

3.3 Pretratamiento al Polietileno

Se emplearon fundas de polietileno de baja densidad oxobiodegradable “AKI”, que
fueron cortadas en tiras de 1 cm x 4 cm; el plastico fue esterilizado con etanol al 70 % y se seco
por 15 minutos en una estufa “Memmert”. A continuacion, se aplicaron pretratamientos (Tabla
10) al plastico inicial para facilitar la despolimerizacion de este y mejorar la degradacion

microbiana (Yang et al., 2020).
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Tabla 10

Pretratamientos aplicados al polietileno de baja densidad oxobiodegradable

Pretratamiento Significado Cantidad inicial (g)
Al Pléstico + Luz UV 5,28
H 5,01
A2 Pléstico + Tween 80 5,45
m 4,98
A3 Plastico + Luz UV+Tween 80 5,84
[ 5,26

Las cantidades de plastico ingresaron a los biorreactores después de la aplicacion de los pretratamientos. ( punto
verde) corresponde al pléstico que ingreso a los biorreactores con bacteria y (cuadro azul) al plastico que ingresé a

los biorreactores (control).

Para el pretratamiento con Luz UV, se colocaron tiras plasticas bajo una ldmpara UV
“Analytikjena (Long. de onda 254,302,365 nm)” a una exposicion de 365 nm durante 4 semanas
en un periodo de 6 horas; este protocolo fue modificado de Siddigqui, (2019). En el
pretratamiento con Tween 80, se prepar6 40 ml Tween 80 en 100 ml de agua destilada; a
continuacion, se agregaron las tiras plasticas y se dio agitacion con ayuda de un Mini-Shaker 3D
“Boeco Germany”. Posteriormente, se transfirieron las tiras plasticas a un vaso con agua
destilada y se agitdé nuevamente por 1 h. Finalmente, se limpi el plastico con etanol y se sec6 en
la estufa (90 °C) durante toda la noche; para este proceso se siguié la metodologia modificada de

Singh et al., (2018), tal como se indica en el Anexo 4.

Una vez aplicado los pretratamientos, se emple6 el método de peso seco para determinar
la reduccién de peso del plastico (Ecuacién 1), para este proceso se midio6 el peso inicial y final
del plastico con ayuda de una Balanza electronica ADAM (Max 750 g d=0,001 g) (para mas
detalles ver Anexo 5) (Masura et al., 2015).

Ecuacién 1

, . Peso inicial—Peso final
% Pérdida de peso = final, 100

Peso inicial
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3.4 Disefno del biorreactor

En esta fase, se disefid un biorreactor Batch anaerobio para medir la tasa de crecimiento y
degradacion. El biorreactor constdé de dos compartimentos, el compartimento “A” (250 ml),
contenia 100 ml de medio Difco™ Bushnell Haas Broth (BHB), plastico pretratado y 1 ml de
caldo Luria con microorganismo inoculado. Se realizd el mismo proceso para los controles
negativos, con la excepcion de que no se inocularon las bacterias de acuerdo a lo establecido por
Sadeghi et al., (2018). El compartimento “A” tenia dos seccioneS (conducto y manguera), el
conducto a para tomar la muestra de medio, mientras que la manguera era una salida de CO:
conectada al compartimento B (250 ml). El compartimento “B” contenia 100 ml de hidréxido de
sodio (NaOH) 1 N que permitié capturar el CO2, adicionalmente tenia un conducto ¢ que
permitié extraer muestras para calcular la degradacion (esquema detallado Figura 9). El
biorreactor se mantuvo en una incubadora “Memmert” a 15 °C durante 52 dias. Este protocolo

(Anexo 6) se baso en lo establecido por Pitombo et al., (2018).

b
=L —
A % e - \\ (////\ = \ B
o ‘
: |
/ BHB

Figura 9. Disefio de Esquema para el proceso de degradacion de polietileno de baja densidad. A) Compartimento
del biorreactor para analizar el crecimiento bacteriano, B) Compartimento del biorreactor para analizar la liberacion
de CO,, a) Conducto para toma de muestra para la cinética de crecimiento, b) Manguera de emisiéon de CO; que

reacciona con NaOH, ¢) Conducto para toma de muestra para método respirométrico.
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3.4.1 Cinética de crecimiento

Se tom6 200 pl del conducto a (Figura 9) utilizando una jeringa, 3 veces al dia durante 52
dias y se realizé una dilucion de la muestra concentrada. La medicion de absorbancia (OD), fue a
una longitud de onda de 600 nm (Yin et al., 2020). Adicionalmente, se tomo del mismo conducto
a 500 pl, durante 3 dias a la semana para determinar la cantidad de UFC/ml mediante el recuento
en placa de microorganismos basado en la formacion de colonias. El conteo se realizd por
diluciones seriadas 10, se sembré un volumen conocido en cajas con medio Agar Nutriente y
después de 48 h de incubacion se realizo el conteo utilizando la Ecuacion 2, de acuerdo con el
método basado en Cerra et al., (2013) (Anexo 7).

Ecuacion 2
UFC _ N° de colonias por placa
ml  Volumen sembrado x dilucién

A partir de estos datos, se realiz6 una curva Do/t, donde D, es absorbancia por unidad de

tiempo (h). Adicionalmente, se empled un modelo matematico para calcular el crecimiento

bacteriano o unidades formadoras de colonia (Ecuacion 3).

Ecuacién 3

aN _ K.N,
dt

Al integrar la Ecuacion 3, se obtiene la Ecuacion 4.
N _ K.dt
N h— .

N,
IHE =K. (tz - tl)
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Ecuacién 4

InN, —InN
K=—u?2 1
r—t

Donde K (u) es la tasa reproductiva por unidad de tiempo (dias) y N es el nimero de

bacterias (Gualano et al., 2017). A partir de los datos obtenidos, se realiz6 una curva DO/UFC y

se determind el tiempo de duplicacion (Pantoja Guerra et al., 2018) utilizando la férmula:

Ecuacion 5
In2
td = —
u

Mediante los datos de UFC/ml obtenidos, se calculé la tasa de crecimiento de biomasa
(rx) (Ecuacion 6), para indicar el incremento de la masa celular por unidad de tiempo (Doran,
2013). Ademas, se obtuvo el rendimiento para determinar la cantidad de biomasa generada en

relacion con la cantidad de masa consumida, aplicando la Ecuacién 7 (Castafieda, 2019).

Ecuacion 6
dVCx
=~frde
dt

Al integrar la ecuacion 6, se obtiene la ecuacion 7.

Ecuaciéon 7
_(€f =)
*T 2=
Ecuacién 8
pe =X
S s
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3.4.2 Emisiéon de CO2

Para medir la cantidad de CO- liberado, se tomo del conducto ¢ (Figura 9) 1 ml de NaOH
y se colocd en un microtubo Eppendorf, para evitar la interferencia con el ambiente. A
continuacion, se realizd una técnica de titulacion, para este proceso se agregd 1 gota de
fenolftaleina y se dispenso lentamente una solucion de acido clorhidrico (HCI) 1 N en el
microtubo, hasta que la solucion de NaOH se volvio transparente; esta técnica se realizd el
ualtimo dia de cada semana durante el periodo de incubacion, de acuerdo con la metodologia
aplicada por Morales et al., (2019) y Rodriguez et al., (2011) (Anexo 8). Finalmente, para la

valoracion de CO2 se aplico la Ecuacion 9 basado en lo establecido por Keener et al., (2001).

Ecuacion 9
de CO. = (B—M)«F
Mg ¢t = T otal

Donde B es el volumen (ml) de HCI para titular el NaOH de los blancos (promedio), M
es el volumen (ml) de HCI necesario para titular el NaOH de la muestra, F es el factor de

conversion entre el CO2 y HCI.

A partir de los datos de CO>, con ayuda de un modelo matematico se obtuvo la velocidad
de produccién del componente mencionado (Ecuacion 4). Adicionalmente, se calculd la tasa de
produccion (rp), para obtener la cantidad de CO2 generado por unidad de tiempo (Ecuacién 10)
(Doran, 2013). Ademas, se calculd el rendimiento del producto (Y) (Ecuacién 12) para indicar

la relacion entre la produccion de COz y el consumo de sustrato (Castafieda, 2019).

Ecuacién 10
dVCp
at f rpdV

Al integrar la ecuacion 10, se obtiene la ecuacion 11.
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Ecuacion 11

%))
P2
Ecuacion 12

rp
Yy =—
S rs

A partir de los datos de absorbancia, se realiz6 una curva estandar de la absorbancia de
fenolftaleina con concentraciones conocidas de NaOH (1 N, 0,7 N, 0,5N, 0,3 N, 0,1 N, 0,05 N),

de la cual se obtuvo la ecuacion 13:

Ecuacion 13

y=mx+b»b

Donde “y” es absorbancia de NaOH y “x” es la concentracion de NaOH. Para calcular la
concentracion de NaOH, se midi6 la absorbancia a 550 nm de la muestra obtenida del conducto
¢, colocandola en una cubeta con una gota de fenolftaleina; este proceso se lo realizd basandose
en Alonso et al., (2010); Blanco et al., (2009). Los valores obtenidos de absorbancia de NaOH
fueron remplazados en "y" (Ecuacion 13). Una vez obtenida la concentracion de NaOH, se

realiz6 una ecuacion estequiométrica (Ecuacion 14) para obtener la cantidad de C 0O, liberado.

Ecuacion 14

1molCO, PMCO, 1000mg

* *
mTOZNaOH 1mol CO, 1g

1mol NaOH *

3.5 Analisis de los cambios del polietileno

El plastico resultante del biorreactor fue lavado con dodecil sulfato de sodio acuoso

(SDS) durante 4 h, para eliminar de la superficie los restos de la bacteria. En seguida, se
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esterilizé con etanol 70 % y se lavd con agua destilada para dejar secando en el horno a 50 °C,
basado en la metodologia de Park & Kim., (2019) (Anexo 9).

Posteriormente, se peso el plastico para realizar comparaciones entre las mediciones de
peso de ingreso y salida tal como se menciond en el literal 3.2 (Anexo 5) (Masura et al., 2015).
Para determinar la cantidad de sustrato consumido en relacién con el tiempo, con los valores

obtenidos de peso se calculd la tasa de consumo de sustrato (rsu) (Ecuacion 15) (Doran, 2013).

Ecuacion 15
dVCsu
= frsudV
dt

Al integrar la ecuacion 15, se obtiene la ecuacion 16.

Ecuacién 16
B (Cf —Ci)
rsu (t2 —t1)

Adicionalmente, para determinar la velocidad de degradacion del plastico se emple6 un

modelo cinético de primer orden (Ecuacion 17) (Alcéntara et al., 2015).

Ecuacioén 17
L Co Kxt
_——= *

"

Donde K es la tasa de degradacion y C es la concentracion del compuesto.
Posteriormente, se calculo el tiempo de vida medio para indicar la estabilidad del compuesto con

el tiempo (Ecuacién 18) (Garcés et al., 2005).

Ecuacion 18

In(0.5)
Tk
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A continuacion, se tomO una muestra de cada plastico tratado, se lo colocoé en un
portaobjetos y se visualizd la superficie del plastico mediante un Estereoscopio ® LEICA (2.0x).
Finalmente, para determinar los grupos funcionales del polimero resultante de los tratamientos,
se enviaron las muestras al laboratorio de Analisis Instrumental de la Escuela Politécnica
Nacional, para realizar un analisis de espectroscopia infrarroja (FTIR); siguiendo las
indicaciones de la proforma de la institucion, que constan de las condiciones de envio y la

cantidad adecuada para realizar el ensayo (Tabla 11).

Tabla 11

Condiciones generales para la recepcion de ensayos en el laboratorio

Tipo de Ensayo Cantidad minima Condicidn del

muestra requerida Envase

Polimero FTIR Grupos 10¢g Envase a eleccion
Funcionales del cliente

El tamafio de muestra indicado es el requerido para el analisis; no obstante, el cliente debe evaluar la cantidad que
requiere para que su muestra sea significativa en su proceso. Adaptado del laboratorio de Analisis Instrumental de la
Escuela Politécnica Nacional (2021).

3.6 Andlisis de datos, disefio de las variables de evaluacion

Se realiz6 un disefio experimental de bloques completo al azar en un arreglo factorial
AXB, el factor A const6 de tres métodos de degradaciéon (Al=Luz UV, A2=Tween 80, A3= Luz
UV-Tween 80) y el factor B de la bacteria (B1= bacteria 1). El disefio experimental tuvo tres
repeticiones en cada uno de los tratamientos (Figura 10).

La combinacién de estos factores dio un valor de 7 tratamientos y 21 unidades
experimentales (Tabla 12), los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa InfoStat. En
el ensayo se realizd un anélisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95 %,

mediante pruebas de significancia, esto permitio evaluar la tasa de crecimiento bacteriano y la
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tasa de degradacion. Para la evaluacion de la cinética de crecimiento (UFC), se tomG como
unidad experimental una alicuota de 200 ul de solucion bacteriana; para este analisis se realizé el
cumplimiento de los supuestos, la normalidad mediante Shapiro Wilks, la homogeneidad de
varianza mediante la prueba de Levene y la independencia. Para verificar la diferencia de alguno

de los tratamientos se aplico una prueba a posteriori, Tukey con un margen del 5 %.

Para la evaluacion de la tasa de degradacion, se tomé como unidad experimental una
alicuota de 1 ml de solucion NaOH. Para este anélisis, se realizd el cumplimiento de los
supuestos, la normalidad mediante Shapiro Wilks, la homogeneidad de varianza mediante la
prueba de Levene y la independencia. Para verificar la diferencia de alguno de los tratamientos,

se aplic6 una prueba a posteriori Tukey con un margen del 5 %.

Tabla 12

Tratamiento en el estudio de andlisis de crecimiento bacteriano y la degradacion del plastico

Tratamiento Codificacion Significado
t1 AlB1 Luz UV+ Bacteria
t2 A2B1 Tween80+Bacteria
t3 A3B1 LuzUV+Tween80+Bacteria
t4 Al Luz UV (Control)
t5 A2 Tween80 (Control)
t6 A3 Luz UV+Tween80 (Control)
t7 Bl Bacteria (Control)

La descripcion indica las combinaciones generadas por cada nivel de factor en estudio

Rl R2 R3
I 2 16 5
Métodos de degradacion i 13 td 1l
Al A2 A3 it} tl 5 13
l v 15 13 16
. . v 16 17 t
Bacteria antartica
VI 17 1l ¥
Bl Vil | @ %) 17

Figura 10. Esquema del disefio experimental de bloques completo al azar en un arreglo factorial AXB
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Identificacién de microorganismo antértico

4.1.1 ldentificacion morfoldgica

Mediante la replica de la muestra madre se observé crecimiento de un cultivo puro (B1).
A partir de este cultivo, se identificé al microorganismo antéartico de acuerdo a su morfologia

mediante procedimientos in vitro (Figura 11).

A B

Figura 11. Caracterizacion morfol6gica. A) Estructura macroscépica del microorganismo. B) Observacion

microscopica de Tincién Gram

La bacteria ilustrada (Figura 11) presentdé una morfologia semejante al género
Acinetobacter spp., en “A” se observo la vista inferior de la bacteria en la placa, mostrando una
coloracion grisasea con algo de mucosidad (Zuleima & Nieves, 2005). Se aprecio la formacion
de colonias lisas sin esporas con bordes enteros; sin embargo, estas caracteristicas pueden
cambiar dependiendo del medio que se emplee debido a su taxonomia compleja (Qin et al.,
2021). En “B”, se visualizd bacterias que se tifieron de color rosado, de acuerdo a su forma
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diferenciada, se identificaron como bacilos Gram negativos (-), caracteristica determinante del

género bacteriano (Almasaudi, 2018).

Por otra parte, la muestra de origen fue obtenida de un suelo de ecosistema frio, esta
caracteristica es tipica en el crecimiento de estos microorganismos como se menciona en el
estudio de Xue et al., (2019); el cual identificé a esta bacteria en un ecosistema frio marino, en
las profundidades del Mar de China. De acuerdo con Margesin et al., (2003), los géneros
Rhodococcus spp., Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. crecen en los ambientes alpinos,
articos y antarticos. No obstante, la identificacion de la especie se complementé mediante las

pruebas moleculares.

4.1.2 ldentificacién molecular

La muestra fue amplificada con los cebadores 27 F/ 518 R (16 S), donde se visualizd
bandas con un peso molecular aproximado de 1500 pb (Anexo 10), lo que indica la amplificacion
del gen 16S (Jung & Park., 2015). Una vez que los datos de la secuencia de la cepa fueron
obtenidos, se confirmo a traves de los programas de alineamiento que el microrganismo antartico

(B1) pertenecia a la especie A. johnsonii (Tabla 13).

El uso de cebadores 16 S en la investigacion, permitié identificar el aislamiento de
Acinetobacter spp. a nivel de especie (Jung & Park., 2015; Khosravi et al., 2015), debido a que el
gen 16 S presenta multiples subregiones para la identificacion distintiva de varios procariotas,
convirtiéndolo en un marcador Util para clasificacion taxondmica (Kamble et al., 2020). Esto se
confirma en el estudio de Wang et al., (2019), donde aplico cebadores 16 S para determinar la
secuenciacion genémica de A. johnsonii en un ecosistema de suelos agricolas contaminados en
China.

A. johnsonii tiene un pangenoma abierto y una gran adaptabilidad a diferentes ambientes,
por lo que puede distribuirse ampliamente en entornos naturales y clinicos (Jia et al., 2022). El
género Acinetobacter spp. forma parte del 0,001 % de las poblaciones de bacterias heterétrofas

en el ambiente (K&mpfer, 2014) y el 1,7 % se encuentra como A. johnsonii en el ambito clinico
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por lo que se sugiere apreciar mejor su diversidad gendémica (Castillo et al., 2020), por tal motivo
la identificacion de esta especie es de gran importancia debido a que es el primer registro de A.
johnsonii en la Antértica. La ventaja de estudiar esta bacteria es que tiene la capacidad de
adaptarse a cualquier tipo de estrés en diferentes condiciones de medio, por lo que se ven
obligadas a secretar enzimas claves para la degradacion de cualquier fuente potencial de carbono
(Centurion et al., 2021).

Tabla 13

Resumen de la caracterizacion molecular bacteriana

Cédigo Organismo Descripcién valor-E Grado Acceso NCBI
B1 Acinetobacter johnsonii Acinetobacter johnsonii strain 0.0 99.8% KP772093.1
NF70 16S

Tomado de Genious Prime (2021)

4.2 Evaluacion de pretratamientos al polietileno

La pérdida de peso del polietileno fue diferente después de la aplicacién de los
pretratamientos (Tabla 14), obteniéndose una disminucién de peso en comparacion con el peso
inicial (Anexo 11). Por las propiedades quimicas que presentan los procesos aplicados, se
observo que el porcentaje de pérdida mas alto fue de 8,40 + 0,016 ¢ % con el pretratamiento de
Luz UV y el que tuvo menor disminucion fue de 5,57 £ 0,012 © % con el pretratamiento con Luz
UV+ Tween 80.

Todos los pretratamientos presentaron diferencias significativas en su analisis
(F=14925.91, gl=12, p-valor=<0,0001). Con los resultados obtenidos, se puede interpretar que el
porcentaje de pérdida de peso del plastico pretratado con Luz UV (Tabla 14) fue mayor,
posiblemente a que la composicion del polietileno oxobiodegradable permitié al plastico
absorber la radiacion UV (Siddigqui, 2019). Los datos obtenidos con luz UV (A1Bl1 y A1B1
control) (Tabla 14) muestran los mas altos porcentajes de pérdida de peso 8,40 + 0,016 ¢ % y
10,03 + 0,069 ¢ %, a pesar de que ambos fueron tratados en las mismas condiciones, difieren en

sus valores debido a la forma en como fueron expuestas a la luz ultravioleta, siendo el plastico
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que se encontraba en la parte intermedia el que recibié mayor exposicion en comparacion al

plastico colocado en los extremos.

Esta absorcion se debe a la presencia de prooxidantes en el plastico oxobiodegradable
(Kalia & M.S, 2021), que son activados en contacto con la luz ultravioleta (UV) provocando la
aceleracion de los procesos de ruptura del polimero para obtener compuestos de bajo peso
molecular (Gomes et al., 2014) dando como resultado la disminucion del peso del plastico. Sin
embargo, esta disminucion de 8,40 + 0,016 ¢ % no fue tan alta probablemente a que se necesita
una mayor exposicion de luz ultravioleta para lograr una escision en la cadena del polimero
(Therias et al., 2021). No obstante, se destaca la disminucion de peso con luz UV en esta
investigacion debido a que Shah et al., (2008), mencion6 que una exposicion de radiacién de
alta energia puede ser nociva para el ambiente.

En el pretratamiento con Tween 80 se obtuvo una reduccion de peso de plastico menor de
5,57 £ 0,012 ¢ % (Tabla 14), esto posiblemente ocurrié debido a que el Tween 80 presenta una
viscosidad alta de 300 - 500 mm2/s, que pudo haberle otorgado peso al plastico impidiendo que
este disminuya. Esto se comprueba en el estudio realizado por Jiang et al., (2019) , donde se
evalud el efecto del surfactante Tween 80 en superficies plasticas, obteniendo un incremento de
peso de hasta un 18 %. Este comportamiento es atribuido al efecto plastificante del surfactante
que varia segin la concentracién, es decir, mientras mas baja la concentracion de Tween 80,

menor serd el volumen del plastico (Delgado et al., 2016).

Ademas, la composicion del Tween 80 al presentar moles de 6xido de etileno, estos
compuestos permiten que cuando entre en contacto con el plastico, los espacios libres del
polimero sean ocupados por la sustancia (Karjiban et al., 2012). Esta reaccion hace que el 6xido
de etileno actue de mejor manera cuando un plastico es termosensible, caso contrario se acumula

en el plastico (Omnexus, 2022).
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Tabla 14

Pérdida de peso de plastico después de la aplicacion de pretratamientos

F=14925.91; gl=12; p=>0,0001

Pretratamiento Significado % Pérdida de peso
A1PE Plastico +Luz UV 8,40 + 0,016¢
A2PE Plastico +Tween80 5,57 +0,012 ¢

Plastico +LuzUV+Tween80
A3PE 4,27 +0,019°2

Plastico +Luz UV (Control)
AlPEc 10,03 + 0,069 ¢

Plastico +Tween80 (Control)
A2PE ¢ 5,43+0,015°
Plastico +LuzUV+Tween80

(Control)
A3PE c 4,32+0,018 2

4.3 Cinética de crecimiento bacteriano

La cinética de cada tratamiento se obtuvo mediante la medicion de (OD eoonm) Y conteo en

placa (Figura 12) durante los 52 dias de funcionamiento del biorreactor.
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Figura 12. (A) Crecimiento bacteriano a partir de OD goonm Y (B) Recuento de células viables (UFC /ml) en medio
Bushnell Hass Broth modificado con polietileno de baja densidad oxobiodegradable (LDPE ox) pretratado. (Circulo
azul) Fuente de carbono, pléastico pretratado con Luz UV + Bacteria, (Circulo celeste) Fuente de carbono, plastico
pretratado con luz UV (Control); (Tridngulo verde oscuro) Fuente de carbono, plastico pretratado con Tween 80 +
Bacteria, Fuente de carbono, (Tridngulo verde claro) plastico pretratado con Tween 80 (Control); (Cuadrado
morado) Fuente de carbono, pléastico pretratado con Luz UV + Tween 80 + Bacteria, (Cuadrado rosado) Fuente de

carbono, plastico pretratado con Luz UV + Tween 80 (Control) y (Rombo naranja) Bacteria sin fuente de carbono.

En la Figura 12, se observo que el crecimiento de la cepa del tratamiento A2B1 y A3B1
presentaron los valores de OD soonm Y UFC/mI més altos de (4,69 + 0,010 9— 1,47 x 10° + 3,18 x
107 ¢ UFC/ml) y (4,31 + 0,007 ¢ — 1,64 x 10° + 1,41 x 10" ¢ UFC/ml) respectivamente, en
comparacion con los otros tratamientos (Anexo 12). Posiblemente a que la accién del Tween 80
sobre el pléastico, permitio a la bacteria asimilar de mejor manera los compuestos adheridos en la
superficie del polimero, por efecto de la aplicacion del pretratamiento. EI Tween 80 presenta
grupos lipofilicos (Karjiban et al., 2012), estos grupos pueden ser utilizados como fuente de
carbono para los microorganismos debido a que posee enlaces mas cortos, por lo que es probable
que las células bacterianas entraron en contacto con el grupo de &cidos grasos, utilizandolo como

fuente de crecimiento (Reitermayer et al., 2018).
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En el tratamiento A1B1 (Figura 12) se pudo observar un crecimiento bajo de la bacteria
de 3,07 + 0,003 ® OD s00nm— 1,08 x 10° + 2,83 x 10" ® UFC/ ml, posiblemente a que los plasticos
industriales contienen aditivos que al momento que se irradian con luz ultravioleta, producen
inhibicion en el crecimiento de la bacteria (Davidson & van der Heijden, 2000). De acuerdo con
Lear et al., (2021), este efecto provoca un impacto toxico en el crecimiento celular de las
comunidades bacterianas. No obstante, la bacteria probablemente presentd mecanismos propios
para resistir la radicacion UV del plastico ya que, segun Znoj et al., (2021) de manera natural en
la Antartida las bacterias se exponen a elevadas radiaciones UV. Esta resistencia se debe a que
cuentan con un sistema de defensa antioxidante conformado por enzimas catalasas, que juegan
un papel importante en la tolerancia de la radiacion (Di Capua et al., 2011). Sin embargo, esta
capacidad de defensa para la supervivencia de Acinetobacter spp. puede variar enormemente
dependiendo de su especie (Hare et al., 2012).

Por otra parte, el tratamiento menos eficiente fue B1 (Figura 12), ya que la bacteria fue
incapaz de crecer en el medio, mostrando valores de OD eoonm Y UFC/mI bajos de 0,32 + 0,006 2
y 2,00 x 108 + 7,07 x 10° @ UFC/ml, esto ocurrié debido a que el medio de cultivo no tenia
polietileno como fuente de carbono, a diferencia de los otros tratamientos. Tomando en cuenta
que Acinetobacter spp. tiene la capacidad de utilizar polietileno de baja densidad como Unica
fuente de carbono y energia para su crecimiento (Mohanan et al., 2020), sin la presencia del
plastico u otra fuente de carbono, no seria capaz de crecer en el medio de acuerdo a los estudios
mencionados por Yin et al., (2020). Por tal motivo se resalta la bacteria Acinetobacter spp., ya
que al ser heterdtrofa (Kampfer, 2014) necesita de una fuente de carbono externa aparte de
macro y micronutrientes (Caycedo et al., 2021) para su crecimiento y metabolismo (Wang et al.,
2019).

Se realizé una curva (Anexo 13) relacionando las medidas de OD soonm cON las medidas
de UFC/ml (Figura 12), debido a que el valor de OD goonm Obtenido se debe completamente a la
luz dispersada de la muestra. Por tal motivo es necesario correlacionar la absorbancia con la
concentracion de células en el cultivo (Ikonen et al., 2013), donde se obtuvo coeficientes de

correlacion (P) cercanos a 1(Anexo 13). Estos valores de correlacion presentaron un alto grado
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de asociacion entre ambas mediciones, lo que indica un buen modelo de ajuste como lo

menciona Guzman et al., (2012).

En la tabla 15 se muestra la tasa de crecimiento de biomasa (rx) y el rendimiento de la
biomasa con respecto al sustrato (¥s). Los datos indicaron que la mayor tasa de crecimiento de
biomasa correspondia al tratamiento A2B1 con 4,31 x 10" + 7,64 x 10° UFC/d, presentando el
mayor numero de células en el medio a diferencia de los deméas tratamientos. Esto
probablemente se deba a que el Tween 80 otorgo otra fuente de carbono a parte del plastico para
ser asimilado por la bacteria (Reitermayer et al., 2018), favoreciendo el incremento de la
biomasa bacteriana (Rincén et al., 2019). En relacion con el rendimiento, se observo la relacion
de consumo del plastico y la produccion de biomasa, siendo el tratamiento A2B1 el que presento
el rendimiento més alto de 2,16 x 10° + 8.64 x 10* UFC X/mgd S. Esta relacion ocurre porque
la bacteria necesita de un sustrato para adaptarse y poder crecer, por lo tanto a medida que la
cantidad de UFC/ml aumentaba, el plastico se consumia reduciendo su peso (Doran, 2013).

Tabla 15

Tasa de crecimiento y rendimiento de la biomasa

Tratamiento rx (UFC/d) YX(UFC X/mgd S)
Al1B1 1,95 x 107 + 956 x 10* 1,84 x 10° + 1,06 x 10°
A2B1 431%107 +7,64 x 10° 2,16 x 10° + 8,69 x 10*
A3B1 3,44 x 107 + 2.87 x 10° 1,78 x 105 + 1,16 x 105

Bl 3,04 x 108 + 2,87 x 10°

Con los datos obtenidos de absorbancia y UFC/ml se analizaron tres dias importantes de
la fase de crecimiento de la bacteria (Anexo 14). El dia uno corresponde a la fase de latencia,
fase donde las bacterias se adaptan al medio de cultivo, esto permitié observar en gque tratamiento
se adaptd mas rapido la bacteria. El dia 26 de crecimiento donde las bacterias estaban en su fase
exponencial, se pudo observar el crecimiento activo del microorganismo. Finalmente, el dia 52
donde algunas bacterias llegaron a la fase estacionaria, la poblacion bacteriana empezo a
disminuir por agotamiento de nutrientes, este dia permitié observar cual de la cepa bacteriana fue

la que presento el mayor crecimiento.
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En el Anexo 14 se pudo observar que la cepa bacteriana del tratamiento A2B1 fue la que
alcanzé el mayor crecimiento de acuerdo con sus valores de OD soonm Y UFC/mI mostrando las
medias mas altas de 0,19 + 0,007 ¢ - 1,55 x 10® + 2,12 x 107 UFC/ml y 2,85 + 0,003 ¢ - 9,65 x
108 + 2,12 x 107 ¢ UFC/ml durante la fase de latencia y exponencial respectivamente, siendo
estadisticamente diferente a los demas tratamientos. Sin embargo, en el dia 52 se observo que la
cantidad de UFC/ml presente de la cepa A2B1 fue de 1,47 x 10° + 3,18 x 10’ ¢ UFC/ml, cantidad
menor a la de A3B1 con 1,64 x 10° + 1,41 x 107 9 UFC/ml. Estos valores se ven influenciados
por la tasa de crecimiento especifica (W), el tiempo de duplicaciéon (td) y el coeficiente de

correlacion maltiple (R?) de la especie bacteriana (Tabla 16).

En la tabla 16 se observa que la cepa del tratamiento A1B1 fue la que tuvo el crecimiento
mas rapido de acuerdo a su 1y td. A pesar de que la cepa del tratamiento A2B1 y A3BL1 tenian
un crecimiento mas lento, presentaron concentraciones mas altas de biomasa (Tabla 15) durante
la fase exponencial, posiblemente esto ocurre debido a la baja concentracion de algun nutriente
(Allen & Waclaw, 2019), en este caso la disminucion de los &cidos grasos del Tween 80.
Ademas, al finalizar la fase exponencial, el valor de pu comienza a disminuir lo que indica que en
esos dias los cultivos ya se encontraban en fase estacionaria (Olivia et al., 2007). Por otra parte,
en el coeficiente de correlacion multiple (R?) (Tabla 16), se obtuvo una correspondencia alta en
las mediciones de OD goonm Y UFC/ml en los tratamientos A1B1 de 0,93 + 0,005 - 0,93 + 0,008 y
B1 de 0,98 £ 0,002 - 0,94 + 0,017, a diferencia de los tratamientos A2B1 que tuvo un valor de
0,84 + 0,012 - 0,85 £+ 0,031 y A3B1 de 0,84 + 0,009 - 0,89 + 0,014. Sin embargo, todos los
coeficientes mostraron valores cercanos a 1 demostrando que el modelo lineal es bueno, ya que
mientras mayor sea el R?, mejor sera el ajuste de los datos (Rincon et al., 2019) y las
estimaciones més fiables (Rohim et al., 2020).

Tabla 16

Tasa de crecimiento bacteriano, tiempo de duplicacion y coeficiente de correlacion multiple de A. johnsonii

OD 600 nm
Tratamiento u/d) td (d) R?
AlB1 0,0540 £ 0,0003 18,51+ 0,101 0,93 £ 0,005
A2B1 (fase exponencial) 0,0642 + 0,003 15,60 + 0,61 0,90 + 0,018
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A2B1 (fase estacionaria) 0,0502 £ 0,0006 19,92 + 0,220 0,84 +0,012
A3B1 0,0452 + 0,0005 22,15+ 0,248 0,84 + 0,009

Bl 0,0223 + 0,0005 44,82 + 1,019 0,98 £ 0,002

UFC/ml
Tratamiento u(1/d) td (d) R?

AlB1 0,0483 + 0,002 20,71 +0,715 0,93 £ 0,008

A2B1 (fase exponencial) 0,057 + 0,004 17,46 + 1,16 0,96 £ 0,007
A2B1 (fase estacionaria) 0,0424 + 0,001 23,61 +0,417 0,85+ 0,031
A3B1 0,0415 + 0,001 24,13 +0,772 0,89 £0,014

Bl 0,0343 £ 0,001 24,14 + 1,107 0,94 £0,017

De acuerdo con los valores obtenidos de cinética se determind que la bacteria A.
johnsonii tiene la capacidad de degradar el polietileno de baja densidad oxobiodegradable para
su adaptacion y crecimiento. Este desempefio bioldgico de la cepa en la degradacion esta
confirmado en otros estudios, donde la bacteria en procesos de biorremediacion puede
metabolizar compuestos inorganicos como hidrocarburos aromaticos, impurezas de aceites,
aminoacidos, entre otros para generar metabolitos secundarios o gas carbdnico (Jiang et al.,
2018; Percival & Williams, 2014).

4.4 Degradacion de Polietileno

4.4.1 Pérdida de peso después de la degradacion bioldgica

El peso del polietileno después del tratamiento (Anexo 15) fue diferente al peso de
ingreso al biorreactor, observandose una disminucion del plastico después de la degradacién
biolégica (Figura 13). El tratamiento que contenia plastico pretratado con Tween 80 + Bacteria
(A2B1), obtuvo el porcentaje de pérdida de peso mas alto de 20,31 + 0,12 f % en comparacion
con los demas tratamientos. Por lo contrario, el porcentaje mas bajo fue de 11,58 + 0,153 ¢ %,
que correspondio al tratamiento que tenia plastico pretratado con Luz UV + Bacteria (A1B1). Se
pudo observar que todos los tratamientos que tenian bacteria presentaron disminucién en el peso

del plastico en comparacion con sus controles.
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Después de obtener los porcentajes de perdida de peso, se observo diferencias
significativas en todos los datos (F=6055.14, gl=12, p-valor=<0,0001) (Figura 13) el porcentaje
de pérdida de peso final para el plastico pretratado con Tween 80 y expuesto a la accidn
microbiana (A2B1) obtuvo un valor del 20,31 + 0,12 T %. Esta disminucion de peso posiblemente
sucede porque las propiedades del surfactante (Tween 80) tuvieron un efecto positivo en la
“oxidacion del plastico”. Esto concuerda con otros estudios en donde el Tween 80 al entrar en
contacto con una solucién acuosa (Medicines Agency, 2018), ocasiona que el surfactante sea
més soluble y disminuya su viscosidad (Karjiban et al., 2012), permitiendo que los
microorganismos tengan mayor biodisponibilidad con el plastico para que se lleve a cabo la
biodegradacion (Periche & Robles, 2016).

El porcentaje de pérdida de peso para el plastico pretratado con Luz UV+ Bacteria
(A1B1) (Figura 13) fue de 11,58 + 0,153 ¢ %, este tratamiento tuvo una leve disminucion en el
peso del plastico debido a que la bacteria tuvo un crecimiento lento en este medio. Sin embargo,
la luz ultravioleta ayudo a la despolimerizacion del plastico, porque este proceso por si solo
puede actuar como un inductor foto-oxidativo en la degradacion abidtica del plastico, para que la
bacteria pueda metabolizar al polimero (Montazer et al., 2018). Esta accién de foto-oxidacion
concuerda con otros estudios enfocados en la degradacion de plasticos, donde la presencia de
prooxidantes en el polimero permite acelerar el envejecimiento (Mohanan et al., 2020), producto

de la absorcion de la radiacion ultravioleta (Kalia & M.S, 2021).
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Figura 13. Pérdida de peso del plastico pretratado en un biorreactor batch con A. jonhsonii.
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Mediante los datos obtenidos, se calculd la tasa de degradacion del plastico (k), la tasa de
consumo del sustrato (rsu) y el tiempo de vida media del plastico (tm) (Tabla 17). El tratamiento
A2B1 present0 la tasa de consumo de sustrato mas alta de 0,020 * 0,0004 g/d en comparacion
con los otros tratamientos, esto ocurre posiblemente a que las células necesitan consumir
nutrientes tomados del entorno. En este caso el plastico se convierte en el nutriente limitante
ademas del aditivo “Tween 807, debido a que sus cadenas de carbono son cortas (Medicines
Agency, 2018), por lo que el Tween 80 también tomé el papel de sustrato. Por lo tanto se puede
afirmar, que el pretratamiento aplicado contribuy6 en la disminucién de peso del plastico en un
20% en un periodo de 52 dias. De manera general en todos los tratamientos, se pudo observar
que la cantidad de biomasa aumentd con el consumo de sustrato (Wang et al., 2007),
produciendo un nuevo material celular, ademas de dedicarse al mantenimiento de las células
(Mazzeo & Piemonte, 2019).

En la investigacion, la temperatura influencié en el microorganismo creciendo en un
ambiente frio de 15° C, debido a que los indices de degradacion tienden a ser menores en
temperaturas bajas y disponibilidad de oxigeno (Mohanan et al., 2020). La disponibilidad de
nutrientes también es necesaria para el crecimiento, debido a que el biorreactor no era de
alimentacion constante, la reduccion de medio también pudo afectar en el proceso de
degradacion (Poznyak et al., 2019). Otro de los factores que influencié fue el tamafio y forma del
material a degradar, ya que las muestras que tienen la misma composicion y masa, pero diferente
superficie, puede presentar indices de degradacion diferentes (Chamas et al., 2020). En cuanto al
tiempo de vida media (Tabla 17) represento el tiempo que se requeria para que se degrade la
mitad del plastico inicial. Sin embargo, el tiempo de degradacion no se mantiene constante ya
que pueden variar los tiempos estimados aplicando otras condiciones (Chamas et al., 2020).

Tabla 17

Tasa de degradacion, Tasa de consumo y tiempo de vida media del polietileno de baja densidad oxobiodegradable

Tratamientos k(1/d) rsu(g/d) tm (afio)
Al1B1 0,0002 + 2,92E-06 0,010 +0,0005 10,68 +0,18
A2B1 0,0004 + 0,00011 0,020 +0,0004 4,48 +0,97
A3B1 0,0003 + 6,83E-06 0,019 +0,0010 5,93 +0,13
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4.4.2 Cuantificacion de CO2

En la Figura 14 se muestra la cantidad de CO», que fue calculada a partir de las

mediciones de titulacion (A) y absorbancia de fenolftaleina (B).
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Figura 14. CO; liberado calculado mediante el Método Respirométrico (A) y la Absorbancia de fenolftaleina (B).

El CO2 calculado (Figura 14) por los procesos de titulacion y absorbancia de
fenolftaleina, producto de la degradacion y del metabolismo de mantenimiento de la bacteria,
mostré valores de CO bajos en el tratamiento A1B1 en comparacion con los tratamientos A2B1

y A3B1 que presentaron mayor liberacion de gas carbonico. Los valores difieren bastante en
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ambos procesos por el error de medicion humano, sin embargo, a pesar de que la titulacién por el
método volumeétrico presento sesgos e incertidumbres (Morales et al., 2019) resulto ser el mejor
a comparacion con el proceso de absorbancia de fenolftaleina. Este método present6 datos muy
altos de CO>, posiblemente a que las mediciones de fenolftaleina variaban constantemente. Esto
ocurre debido a que las soluciones acuosas de fenolftaleina no son estables (Goel & Nene, 1995),

precipitdndose con el tiempo y generando errores en las estimaciones (Vargas et al., 2015).

A partir de los datos de HCI (Anexo 16) obtenidos de la titulacion se calcul6 la cantidad
de CO: liberado (Figura 14A), donde se observd mayor liberacion de gas carbonico de 190,23 +
4,53 *° mg/L y 181,52 + 6,29 ¢ mg/Len el tratamiento A2B1 y A3B1 respectivamente, en
comparacion con el tratamiento A1B1 que presento una liberacion de CO; de 170,63 + 6,29 P
mg/L. Sin embargo, estos 3 tratamientos tuvieron diferencias significativas en comparacion con
los blancos (Tabla 18) lo que indica que el plastico pretratado también influy6 en la liberacion de
COa.

Tabla 18
Liberacion de CO. durante el periodo de incubacion mediante el método de titulacion
Dia 4 Dia 25 Dia 52
F=83.00, gl=14, F=177.34,gl=14,  F=1975.74, gl=14,
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001
Tratamiento CO2mgiL CO2 mgiL CO2 mgiL
Al1B1 32,67 £ 10,89 ° 105,28 + 16,64 ° 170,63+ 6,29 "
A2B1 43,56 + 8,70E-15° 130,69 + 10,89 190,23 + 4,53 b
A3B1 43,56 + 8,70E-15° 130,69 + 10,89 181,52 +6,29°
Al 0,000,002 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002
A2 0,000,002 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002
A3 0,000,002 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002
B1 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002 0,00+ 0,002

El tratamiento A2B1 (Figura 14A) presento los valores mas altos de liberacion de CO2 de
190,23 + 4,53 ¢ mg/L, posiblemente a que la bacteria tomo como fuente de carbono una parte de
los residuos, producto del pretratamiento con Tween 80 y otra parte pudo tomarla de las cadenas

de carbono del plastico. Las propiedades del surfactante permitieron la adherencia del
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microorganismo en el plastico (Wilkes & Aristilde, 2017), la bacteria se fija en la superficie
donde se encuentran los grupos lipofilicos del Tween 80; y por presentar cadenas cortas pueden
pasar al interior de la célula bacteriana (Alshehrei, 2017). Finalmente, se integra al metabolismo
como fuente de carbono y energia en el ciclo de los acidos grasos por beta-oxidacion (Lucas et
al., 2008; Shah et al., 2008) o en el ciclo de acido tricarboxilico generando CO, (Houten et al.,
2016; Kniemeyer & Heider, 2001; Hamme et al., 2003).

La menor liberacion de CO; fue de 170,63 * 6,29 ® mg/L en el tratamiento A1B1 (Figura
14A), posiblemente a que la previa oxidacion del plastico con luz UV permitié la formacion de
pocos radicales libres. La bacteria pudo haber tomado estos radicales como energia para su
crecimiento y para generar CO,, debido a que el oxigeno y la radiacion ultravioleta son
determinantes importantes que inician con la escision del polimero (Montazer et al., 2018). De
esta manera, los productos generados de este proceso son mas susceptibles de ser degradados por
la bacteria (Moharir & Kumar, 2019). EI microorganismo emplea el metabolismo central del
carbono para luego entrar a la beta-oxidacion y al ciclo del TCA para la generacién de CO>
(Ghosh et al., 2019).

En base a los datos de CO2 obtenidos por titulacion, se calculé la velocidad de
produccion de CO; (m), la tasa de produccion de COz (rp) y el rendimiento del CO, (YF) (Tabla
19). Se observé que la velocidad de produccion (m) fue de 0,031 + 0,0054 d* que correspondi6
al tratamiento A1B1, mientras que la del tratamiento A2B1 fue menor 0,024 + 0,0006 d, sin
embargo, presentaba la mayor tasa de produccién de CO2 de 3,06 + 0,09 (m/L)/d. La tasa de
produccion (rp) indico la cantidad de CO2 liberada como producto final del proceso metabolico
de la bacteria (Poznyak et al., 2019), observandose valores bajos, posiblemente esto ocurrio por
la manipulacion del biorreactor generando pérdida de CO> durante el proceso de
funcionamiento. En cuanto al rendimiento (Y7), se pudo observar la relacion entre el sustrato y la
produccion de COg, esta relacion se da ya que el consumo de sustrato no solo se dedica al
mantenimiento de la bacteria, sino también en parte a la produccion de un nuevo material celular
(Mazzeo & Piemonte, 2019). Se pudo observar que el mayor rendimiento de 0,27 + 0,004 mg P/
mg S en el tratamiento A1B1 , esto posiblemente ocurre porque la bacteria ain se mantenia en la

fase exponencial a diferencia de los otros tratamientos.
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Tabla 19

Velocidad de produccion, tasa de produccion y rendimiento de CO-

Tratamiento m(1/d) rp ((m/L)/d)) Y2 (mg P/mg S)
A1B1 0,031 + 0,0054 2,87 0,26 0,27 + 0,004
A2B1 0,024 + 0,0006 3,06 + 0,09 0,15 +0,00
A3B1 0,023 +0,0011 2,87+0,13 0,15 + 0,001

Por otra parte, para la medicion de CO; (Figura 14B) se midi6 la absorbancia de NaOH
con fenolftaleina (Anexo 17). La curva estandar obtenida de la absorbancia (Anexo 18) mostro el
comportamiento de la fenolftaleina con diferentes concentraciones de NaOH. Esta concentracién
se midio debido a que el hidroxido es una sustancia utilizada para capturar el CO2 liberado
(Alonso et al., 2010; Blanco et al., 2009). A partir de la ecuacion de la curva estandar, se obtuvo
la concentracion de NaOH de cada tratamiento (Anexo 19), donde se observé una disminucién
de la concentracion de la base con el transcurso del tiempo. Esto ocurre por la reaccion entre el
CO2 con la base alcali que provoca que se consuman los iones hidroxilo de NaOH, a medida que
se absorbe el CO2, porque el CO> se difunde en la fase liquida y es absorbido quimicamente por
el NaOH (Ruiz Salmén et al., 2018). Finalmente la reaccion forma bicarbonato de sodio
NaHCOs; (Mahmoudkhani & Keith, 2009), la formacion de este producto depende del contacto

entre ambos compuestos (Prada & Cortés, 2011).

Otro de los factores de analisis fue el pH que disminuy6 en el transcurso del tiempo, se
observo que el tratamiento A2B1 obtuvo el valor més bajo de (pH 4), seguido del tratamiento
A3B1l y A1B1 con (pH 4,5 y 5) respectivamente, posiblemente este proceso ocurrié debido al
metabolismo de la bacteria y medio utilizado. El factor que corresponde a la composicién del
medio influye en la evolucion del pH dependiendo de las fuentes utilizadas (Sanchez et al.,
2020), ya que el propio metabolismo de la bacteria puede modificar el pH durante la fase de
crecimiento y adaptacion, hasta que la bacteria alcance un pH optimo (Sanchez et al., 2018). De
acuerdo a Ram & Sangeeta, (2016), el pH adecuado para el desarrollo de una bacteria se
encuentra en un rango acido, por los valores obtenidos en el estudio, el microorganismo se

encuentra en el grupo de los acidofilos ya que pudieron crecer a un pH bajo (Jin & Kirk, 2018).
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4.4.3 Anélisis microscopico del polimero

Mediante un analisis de microscopia con ayuda de un estereoscopio se pudo visualizar
cambios fisicos del plastico después de aplicar el proceso de degradacion (Figura 15).
Fisicamente, se observd sefiales de envejecimiento en el plastico en comparacién con los
blancos. El plastico tratado con A2B1 y A3B1 presentaron superficies con lineas mas
pronunciadas y un cambio de color; por lo contrario, el tratamiento A1B1 mostré cambios leves
en su superficie plastica.

Los cambios en el plastico (Figura 15) pueden generarse debido a la aplicacion de
tecnologias fisicoquimicas como la luz UV, haciendo que la cadena del polimero se reduzca,
generando modificaciones en la morfologia del polimero (Ghatge et al., 2020). Ademas, durante
la degradacion en diferentes condiciones, los aditivos oxodegradables del plastico se liberan en el
medio y como resultado la superficie del plastico cambio de color, esto indica que tuvo alguna

modificacion por los tratamientos (Dang et al., 2018).
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Figura 15. Imagenes de las peliculas de plastico después de 52 dias de degradacion biolégica en un biorreactor

batch. 1, 2 y 3 corresponde a las repeticiones realizadas

4.4.4 Analisis F-TIR de la estructura quimica del polietileno

Los cambios en la estructura del polimero luego de la aplicacion de cada uno de los
tratamientos fueron evaluados mediante la técnica F-TIR (Figura 16). Se pudo observar los picos
de absorbancia y transmitancia del plastico, en base a el nimero de onda (cm™) después de la
aplicacion de tratamientos en comparacion con el control, mediante los cuales se pudo identificar

el grupo funcional.
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Figura 16. Espectro infrarrojo de las muestras plasticas después de la degradacion biol6gica. Gréficas obtenidas del

laboratorio de Analisis Instrumental de la Escuela Politécnica Nacional (2021).

En la Figura 16 se muestra una descripcion general de los espectros F-TIR, en el cual las
sefiales de LDPE ox después de la degradacion bioldgica presentaba rangos de (2913.91-
2846.42) cm 1, que corresponden a movimientos de estiramiento, movimiento de deformacion
de 1461.78 cm ' y un movimiento de vibracion esquelética de 717.39 cm™. Estas frecuencias
vibracionales, determinan el grupo quimico del elemento (Berthomieu & Hienerwadel, 2009), de
acuerdo con su absorcion corresponden a bandas caracteristicos del polietileno de baja densidad
(LDPE) (Velandia, 2017).

Los picos del plastico méas fuertes fueron de 2913.91 cm, esto permiti6 asignar que el
polimero presentaba grupos alcanos (R(CH2)4-C), debido a que existié mayor absorcién de luz
por la molécula (Velandia, 2017), lo que explicaria el estiramiento asimétrico (Anexo 20). En
cuanto a los picos que presentaron porcentajes cercanos a 100% (Anexo 21), corresponden a
ruidos de medicidn que representan otros residuos, producto de los pretratamientos en el plastico
que generalmente aparecen cuando se realizan procesos de degradacion (Prushan, 2017). Estas
vibraciones fueron determinados por el laboratorio de Anélisis Instrumental como impurezas,
debido a que son picos que tienen una baja intensidad y no corresponden a los grupos

funcionales del polimero.

Las tiras plasticas (Figura 16), presentaron leves cambios en sus espectros en
comparacion con los controles, lo que indica que hubo alguna alteracion de ellos por la

aplicacion de pretratamientos y la accion de la bacteria. No obstante, aparte de visualizarse
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bandas de vibraciones de enlaces simples, también pueden surgir picos de grupos carbonilo,
deformacion de grupos alcanos (CHz), bandas de conjugacion (C=C) (Mahalakshmi et al., 2012),
cetonas (C=0), enlace (C-O) (Veerasingam et al., 2021), asi también deben aparecer otros
grupos como 4acidos carboxilicos (R-COOH) y alcoholes (R-OH) (Jayaprakash & Palempalli,
2018; Skariyachan et al., 2016). Por lo tanto, para evaluar el grado de degradacion, debe haber
una disminucién e intensidad en las bandas para confirmar la oxidacion completa del plastico
(Markowicz & Szymanska, 2021).

En el analisis de grupos funcionales (Anexo 20) se encontraron impurezas, posiblemente
generadas por la aplicacion de pretratamientos, debido a que estos generan productos de
oxidacion del polietileno (Koutny et al., 2006; Ojeda et al., 2009). Estas impurezas provienen de
sustancias que se afiaden al plastico para mejorar su disponibilidad como el EDTA, aceite
mineral y diferentes Tweens (Hua et al., 2007), ademéas de los procesos de exposicion UV
(Montazer et al., 2018). Los productos de oxidacion posiblemente pudieron interferir en la
degradacion microbiana del polietileno, porque pueden ser consumidos por los microorganismos
como fuente de carbono. Sin embargo, la bacteria si pudo consumir las cadenas del plastico, lo

que explicaria la baja reduccién del peso y cantidad de CO: liberada (Montazer et al., 2020).
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los pretratamientos aplicados permitieron evaluar el efecto que tenian en el peso del
plastico. La luz UV fue el mejor entre todos los pretratamientos, obteniendo el porcentaje de
pérdida de peso mas alto de 8,40 + 0,016 ¢ %, esto resulté debido a que la composicion del

polietileno requiere de la radiacion para dar inicio al proceso de degradacion.

La cinética de crecimiento de la especie A. johnsonii utilizando como fuente de carbono
plastico pretratado fue diferente en cada uno de los tratamientos. El pretratamiento con Tween 80
obtuvo el crecimiento mas alto de la bacteria, presentando la mayor cantidad de células 1,47 x
10° + 3,18 x 107 ¢ UFC/ml, alcanzando rapidamente la fase estacionaria. Esto se debi6 a que la
accion oxidativa del compuesto mejor6 las condiciones en el medio, otorgandole a la bacteria

otra fuente de carbono para su crecimiento.

El CO2 calculado a partir del método respirométrico, se generd a partir del metabolismo
propio de la bacteria, tomando como carbono los productos de oxidacion formados después de la
aplicacién de pretratamientos., el tratamiento con plastico pretratado con Tween 80 y expuesto a

la accién bacteriana, mostré mayor liberacion de CO, de 190,23 + 4,53 mg/L.

En los espectros obtenidos del anélisis F-TIR, se observé bandas de vibraciones, siendo
los grupos alcanos (R(CH2)s-C) el grupo quimico del polimero, indicativo de la alteracién del
plastico después de la aplicacion de los tratamientos. No obstante, también fue necesaria la
formacion de otros grupos funcionales como &cidos carboxilicos (R-COOH), alcoholes (R-OH) y
cetonas (C=0) para confirmar una oxidacion completa del plastico.

El polietileno de baja densidad oxobiodegradable presentd “impurezas” de acuerdo con el

analisis F-TIR, estas impurezas corresponden a cadenas cortas de carbono no pertenecientes al
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grupo funcional del plastico. Generalmente suelen aparecer en los polimeros debido a la falta de
procesos de eliminacion de materia en el polimero pretratado, por lo que probablemente el

microorganismo consumi estos residuos de carbono ademas del pléstico.

La accion oxidativa del tratamiento de Tween 80+ Bacteria permitio que la especie A.
johnsonii sea capaz de degradar el polietileno de baja densidad, haciendo que el peso del plastico
disminuya. La bacteria presentd una capacidad de degradacién baja debido a su metabolismo
lento. No obstante, esta capacidad es significativa porque redujo en un 20,31 + 0,12 T % el peso

del polietileno de baja densidad.

5.2 Recomendaciones

Realizar el mismo estudio variando otras condiciones del medio de cultivo como
aireacion, temperatura y pH para aumentar la capacidad de degradacion de A. johnsonii.
Ademas, se deberia realizar una constante alimentacion de medio de cultivo Bushnell Hass
Broth, para poder aumentar el tiempo de analisis, por el motivo que se extrae constantemente

muestras del medio para llevar a cabo las mediciones.

Utilizar otros surfactantes diferentes al Tween 80 que no presenten propiedades de
adhesién como el EDTA o aceite mineral, para evitar interferencias de otras fuentes de carbono

en la degradacion.

Desarrollar el mismo estudio utilizando un medidor de demanda biolégica de oxigeno
(DBO) para calcular la cantidad de CO, . También se puede emplear un aparato de medicion de
concentracion de CO2 “PBA-W M” para obtener de manera precisa la cantidad del componente y

evitar cualquier error de medicion durante el proceso de anélisis.

Emplear procesos de limpieza que incluya el uso de etanol, agua destilada y cloruro de
sodio cristalino (NaCl), para disminuir cualquier residuo y materia organica adherida que no
corresponda a los grupos funcionales; y asi evitar interferencias en el proceso de degradacion

bacteriana.
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Emplear en este estudio consorcios bacterianos que incluyan a los géneros Pseudomona
spp. y Bacillus spp., para aumentar la capacidad de degradacion del plastico, ademéas que esto

permitird que el crecimiento y flujo ciclico de nutrientes sea mas eficiente en el biorreactor.
Aplicar ensayos de traccion para analizar la resistencia y rigidez del polimero después de

la aplicacion de Tween 80, esto permitira comprender como el plastico se oxida al momento de

emplear este surfactante.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Aislamiento bacteriano

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

Ingenieriaen o
BIOTECNOLOGIA LAB(nNéM

AISLAMIENTO BACTERIAND

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja

Titulo de Tesis densidad por accién de una bacteria antartica

Autor de la Tesis Clara Pazos

Objetivo

e Evaluar los métodos de pretratamiento de Luz UV y Tween 80.

Introduccion

De manera general, las muestras presentan una naturaleza mixta, por lo que para poder aislar
microorganismos se debe obtener un cultivo puro se debe realizar resiembras en un medio so6lido
(Bonilla et al., 2016). La siembra o inoculacion permite introducir a los microorganismos en medios
de cultivo estériles para su crecimiento y aislamiento. La preparacién de los medios de cultivo debe
mantenerse en condiciones de asepsia para obtener un cultivo microbioldgico puro y evitar los
contaminantes ambientales (Serrano & Gutiérrez, 2018).

Palabras Claves:

Inoculacion, aislamiento, asepsia, microorganismos

Metodologia:

Materiales
e Medios: -Himedia ® Agar Nutriente
e NaCl (Novachem Ecuador)
e Difco™ LB Broth, Miller (Luria - Bertani)
e Agua destilada
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Cajas petri 80x15 MM vidrio (Novachem del Ecuador)
Frascos de vidrio 100 ml Boeco

Tubos de ensayo vidrio (Novachem del Ecuador)

B1 inoculada en Difco™ LB Broth, Miller (Luria - Bertani)
Parafilm “M” Laboratory Film

Espatula

Asa metalica

Gradillas

Corning™ Pipeta monocanal Lambda Plus
Fisherbrand™ Agitador con placa calefactora Isotemp™
Autoclave vertical

Cémara de flujo laminar

Incubadora Memmert

XB 220A Precisa Balanza Analitica

Procedimiento

1.
2
3.
4. Calentar los medios preparados en el agitador, dispensar NaCl en los tubos de ensayo y

o

Preparar 0.9 g de NaCl en 360 ml de agua destilada.
Preparar 2 g de Agar Nutriente en 72 ml de agua destilada.
Preparar 2.5 g de Caldo Luria Bertani (LB) en 100 ml de agua destilada.

autoclavar.

Dispensar en cajas petri el medio.

Realizar diluciones seriadas (hasta 10~?) tomando una suspension bacteriana de B1.

Tomar 100 ul y sembrar con ayuda de un asa de Digralsky en las cajas petri las diluciones
107°y107°.

Incubar las cajas por 24 h.

Tomar con el asa una colona y extenderla a manera de estrias en las cajas con medio Agar

Nutriente.

10. Incubar las cajas en posicion invertida durante 24 a 48 horas.

11. Comprobar el crecimiento bacteriano.
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12. Al obtener un cultivo puro sembrar en caldo LB e incubar a 15°C.

Observaciones:

*Realizar resiembras hasta obtener una muestra pura de la bacteria.

ANEXos:

Bibliografia:

Bonilla Salinas, M., Pajares Moreno, S., Vigueras Ramirez, J. G., Sigala Alanis, J. C., & Le Borgne,
S. (2016). Manual De Practicas De Microbiologia Basica.

Serrano Berrios, C., & Gutierrez llabaca, R. (2018). Manual de microbiologia. Santiago: Ediciones

Universidad Catélica de Chile.
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Anexo 2. Protocolo de Tincion de Gram

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

g Ingenieriaen @
BIOTECNOLOGIA LABINAM TINCIGN DE GRAM
i . Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja
Titulo de Tesis . . . -
densidad por accion de una bacteria antartica
Autor de la Tesis Clara Pazos

Introduccion

La tincion de Gram se conoce como el proceso que permite visualizar los nacleos de algunas células
(Smith & Hussey, 2005), ademés de que es una prueba subjetiva que permite la distincion de
muestras clinicas y ambientales (Li et al., 2020); entre las muestras ambientales se ha detectado las
especies del género Acinetobacter spp. por lo que se considera una prueba ideal para caracterizar de
manera fenotipica (Nageeb et al., 2014).

Palabras Claves:

Células, tincion, Acinetobacter, fenotipica

Metodologia:

Materiales
e Mechero bunsen para gas Garmin
e Microscopio optico Leica
e Portaobjetos 25.4 x76.2 mm Microscope Slides
e Cubreobjetos 18x18 mm 100 PCS Thickness 0.13-0.17 mm
e Cajas inoculadas
e Asametélica
e Parafilm “M” Laboratory Film
e Agua destilada
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Cristal violeta
Lugol

Alcohol/ Acetona
Safranina

Aceite de inmersién

Procedimiento

1.

o oA W N

En un portaobjetos colocar una gota de agua con un asa de cultivo y sobre ella hacer una
extension de una pequefia muestra tomada del cultivo sélido. Dejar secar 5 min.

Afadir cristal violeta y dejar actuar durante 1 min. Lavar suavemente con agua destilada.
Afadir lugol y dejar actuar durante 1 min . Lavar con agua destilada.

Afadir Alcohol al 96 % o alcohol acetona y lavar con abundante agua.

Afadir safranina y dejar actuar el colorante por 1 min. Lavar con agua y secar.

Colocar el portaobjetos en el microscopio y afiadir una gota de aceite de inmersion sobre el
cubre.

Observar la tincién con ayuda del microscopio optico ( 100 x)

Observaciones:

*Las bacterias Gram (-) se tornaran de color rojo por la safranina, mientras que las bacterias Gram

(+) presentaran un color similar al cristal violeta.

Anexos:
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Anexo 3. Protocolo de Identificacién Molecular

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

g Ingenieriaen @
BIOTECNOLOGIA ~ LABINAM IDENTIFICACIGN MOLECULAR

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja

Titulo de Tesis densidad por accion de una bacteria antartica

Autor de la Tesis Clara Pazos

Introduccion

Los microorganismos representan gran importancia por sus caracteristicas unicas que permiten la
produccion de antibidticos, hormonas, proteinas entre otras aplicaciones. Sin embargo, también
pueden actuar como agentes patdgenos; por lo que los factores que determinan el uso de los
microorganismos son sus caracteristicas genéticas y capacidad bioguimicas siendo necesario una
identificacion taxondémica y sistematica. De manera tradicional, la identificacion de
microorganismos es mediante la caracterizacion morfolégica, fisiologica, quimica y bioguimica. La
manera de obtener una identificacion mas precisa y reducir el tiempo es el uso de técnicas de
biologia molecular. La identificacion de las especies bacterianas mediante métodos moleculares se
basa en el analisis de ADN, desde la amplificacion del ADN hasta métodos donde se analiza los
fragmentos de restriccién, secuencia de genoma completo, etc. La eleccion de estas técnicas
dependera de factores como el tipo de muestra, la precision de los resultados, los recursos y factores
de costo y el tiempo de analisis (Franco-Duarte et al., 2019).

Palabras Claves:

Identificacion, técnicas moleculares, ADN, analisis

Metodologia:

1. Extraccion de ADN

Materiales
e Kit MasterPureTM®

e Corning™ Pipeta monocanal Lambda Plus
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e Puntas con filtro 100 ul Pk/1000. AXYGEN
e Microtubos Eppendorf™ 2 ml Boeco

e Cajas inoculadas

e Asametalica

e Isopropanol (Novachem del Ecuador)

e Etanol 96 % (Novachem del Ecuador)
e Agua ultrapura

e Bafio Maria memmert

e Cémara de flujo laminar

e Corning® LSE Vortex Mixer

e Thermoblock Boeco

e Congelador (-10 °C) Serie X-COLD BT
e MPW-352R Centrifuge

Procedimiento

1. Calentar agua a 65 °C en Bafio Maria.

2. Afadir en microtubos Eppendorf de 2 ml, 200 ul de agua purificada.

3. En cada microtubo (que contiene una colonia bacteriana) colocar 300 ul de Buffer de
extraccion y 2 ul de proteinasa K. Vortex para ayudar a la homogenizacion.

Afadir con cuidado una bola de cristal en cada muestra y poner a agitar en el VVortex.

Incubar a 65 °C durante 30 minutos, dando Vortex (5 segundos) cada 10 minutos.

Dejar a temperatura ambiente por 3 minutos y vortex por 5 segundos.

Incubar en el thermoblock a 37 °C por 10 min.

Poner la muestra en el congelador por 5 minutos.

© o N o 0 &

Afadir 175 ul de MPC (Reactivo de precipitacion de proteinas para el lisado celular tratado
con RNasa A) y vortex por 10 segundos.

10. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

11. Sacar con cuidado el sobrenadante y transferirlo a un microtubo estéril.

12. Anadir en los microtubos 300 ul de isopropanol y agitar manualmente de 30 a 40 veces.

13. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos a 4 °C.
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14. Remover el isopropanol residual con una pipeta teniendo cuidado con el DNA pellet.

15. Anadir 300 ul de etanol y agitar manualmente varias veces. Centrifugar a 13000 rpm por 60
segundos a 4 °C.

16. Repetir el paso 15. Remover el etanol residual con una pipeta y colocar en el thermoblock
por 15 minutos a 50 °C para evaporar el etanol completamente.

17. Resuspender el ADN en 60 ul de agua ultrapura estéril y almacenar en el congelador.

2. Pureza de ADN

Materiales

e NanoDrop One Thermo Scientific

e Pipeta sartorius proline

e Cubetas para espectrofotometria deltalab

e Muestra de ADN

e Blanco (Buffer Tissue and Cell Lysis Solution)
e Toallas de papel ELITE

Procedimiento

1. Configurar el sistema para medir &cidos nucleicos.

2. Colocar 1-2 ul de solucién blanco en el pedestal y bajar la tapa.

Nota: *Si utiliza una cubeta alinear correctamente la cubeta con el instrumento.

Presionar la opcién Blanco para la medicion.

Levantar la tapa y limpiar con una toalla.

Colocar 1-2 ul de solucion de la muestra en el pedestal, caso contrario utilice la cubeta.
Bajar la tapa y presionar la opcion Medicion.

Analizar los valores proporcionados.

Terminado de medir las muestras, presione Finalizar experimento.

© o N o g~ w

Limpiar adecuadamente el pedestal.

3. PCRy electroforesis
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Materiales

e GoTaq ® Green Master Mix Thermo Scientific

e Primers universales ARNr- 16 S Invitrogen

e Generuler 1 Kb DNA Ladder, Readytouse Thermo Scientific
e DNA Gel Loading Dye ( 6X) Thermo Scientific
e ADN bacteriano

e Pipeta Boeco

e Pipeta sartorius proline

e Microtubos Eppendorf™ (0.2 - 2) ml Boeco

e UltraPure™ LMP Agarose Thermo Scientific

e SYBR ® Safe DNA Gel Stain Invitrogen

e UltraPure™ TBE Buffer, 10X Thermo Scientific
e Agua ultrapura

e Matraz Erlenmeyer 250 ml

e Espatula

e Biological Safety Cabinet BIOBASE

e Eppendorf Mastercycler Nexus Thermal Cyclers
e Cole-Parmer Personal Microcentrifuge 220 VAC
e Balanza electronica ADAM ®

e Microondas Whirlpool

e Mupid® One Electrophoresis System

e Transiluminador Safe Imager™ 2.0.

Procedimiento

1. Antes de empezar colocar en Luz UV todos los materiales a utilizar.

2. Preparar el volumen de reaccion total en un microtubo Eppendorf de 2 ml.

3. Distribuir en partes iguales el volumen de la reaccion en microtubos Eppendorf de 0.2 ml.
4. Colocar 0.5 ul de ADN y centrifugar por 5 segundos.
5

Realizar las reacciones de PCR en el termociclador de acuerdo con las condiciones
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establecidas.

6. Preparar 1.5% de gel de electroforesis mezclando 0.75 g de agarosa y 500 ml de TBE
teflido con 5 ul de SYBER safe.

7. Cargar las muestras y correr a 100 V durante 30 minutos.

8. Visualizar el gel con el transiluminador UV.

4. Purificacion de ADN

Materiales

e QIAquick PCR Purification Kit (250) QIAGEN
e QIAquick Spin Columns (100) QIAGEN

e Generuler 1 Kb DNA Ladder, Readytouse Thermo Scientific
e DNA Gel Loading Dye ( 6X) Thermo Scientific
e Muestra de PCR

e Acetato de sodio Alpha Chemika

e MPW-352R Centrifuge

e Microtubos de coleccion de 2 ml

e Congelador (-10 °C) Serie X-COLD BT

e UltraPure™ LMP Agarose Thermo Scientific

e SYBR ® Safe DNA Gel Stain Invitrogen

e UltraPure™ TBE Buffer, 10X Thermo Scientific
e Matraz Erlenmeyer 250 ml

e Espatula

e Parafilm “M” Laboratory Film

e Balanza electronica ADAM ®

e Microondas Whirlpool

e Mupid® One Electrophoresis System

e Transiluminador Safe Imager™ 2.0.

Procedimiento
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1. Agregar 5 volumenes de Buffer PB (Binding Buffer) a 1 volumen de muestra de PCR. El
color de la muestra se volvera amarillo.

2. Agregar 10 ul de acetato de sodio 3M en caso de que la mezcla sea naranja o violeta.

3. Colocar la columna en el microtubo de coleccion de 2 ml.

4. Para unir el ADN, transferir la muestra a la columna y centrifugar a 13000 rpm por 1
minuto.

5. Descartar el filtrado y colocar la columna nuevamente en el mismo microtubo.

6. Para lavar, afadir 750 ul de Buffer PE (Wash Buffer) en el centro de la columna.

7. Centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto y descartar el filtrado y regresar la columna al
microtubo.

8. Centrifugar nuevamente a 13000 pm por 1 minuto. Remover el buffer de lavado residual.

9. Transferir la columna a un nuevo microtubo de 2 ml.

10. Para la elucion, agregar 50 ul de Buffer EB (Elution Buffer) o agua en el centro de la
columna.

11. Incubar por 1 minuto. Centrifugar a 13000 rpm por 1 minuto.

12. Conservar a4 °C o a -20 °C.

13. Analizar la muestra en gel de agarosa.

14. Preparar 0.4 g de agarosa en 500 ml de TBE.

15. Para preparar la muestra, colocar en un parafilm 1 ul de buffer de carga y 4 ul de muestra.

16. Mezclar la muestra y cargar en cada pocillo del gel. Programar la corrida a 100 V por 30
minutos.

17. Visualizar el gel con el transiluminador UV.

Observaciones:

*Esterilizar el material adecuadamente para evitar la contaminacion de los reactivos a utilizar.

Anexos:
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Anexo 4. Protocolo de Pretratamiento Tween 80

Ingenieria en

| BloTecNOLOGiA  LABINAM

(

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS

AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES

LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

TWEEN 80

Titulo de Tesis

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja
densidad por accion de una bacteria antartica

Autor de la Tesis

Clara Pazos

Objetivo

Evaluar los métodos de pretratamiento de Luz UV y Tween 80.

Introduccion

El polisorbato 80 o Tween 80 es un tensioactivo formado de ésteres de &cidos grasos de
polioxietilensorbitan (Schwartzberg & Navari, 2018). Generalmente, se lo utiliza para el desarrollo
de farmacos proteicos parenterales por su estabilizacion (Rabe et al., 2020). Las soluciones acuosas
del tensioactivo pueden sufrir una autooxidacion con el tiempo. El Tween 80 cuenta con dos
fracciones hidrofdbicas e hidrofilicas, los parametros como la tension superficial se utilizan para
establecer la degradacién en las cadenas hidrofilas. El efecto de los tensioactivos puede influenciar
en las propiedades fisicas y estructura molecular de peliculas compuestas (Li et al., 2020).

Palabras Claves:

Tween 80, tensioactivo, autooxidacion, degradacion

Metodologia:

Materiales

Tween ® -80 Lobachemie

Agua destilada

Fundas oxobiodegradable AKI

Etanol 70 % (Novachem del Ecuador)
Frascos de vidrio 250 ml Boeco

Vaso de precipitacion 250 ml Boeco
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e Cajas petri 80x15 MM vidrio (Novachem del Ecuador)
e Mini-Shaker 3D Boeco Germany
e Incubadora Memmert
Procedimiento
1. Preparar en un frasco boeco 40 ml de Tween 80 con agua destilada
2. Afadir las tiras plasticas.
3. Agitar por 30 a 60 minutos en el Mini-Shaker 3D
4. Transferir las tiras a un vaso de precipitacion con agua destilada.
5. Agitar en el Mini-Shaker 3D por 1 h.
6. Lavar las tiras con etanol al 70 % por 30 minutos.

7. Colocar el plastico en una caja petri y secar durante toda la noche.

Anexos:
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Anexo 5. Protocolo de Peso seco

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

g Ingenieria en @

. (N
BIOTECNOLOGIA LABINAM RESD SECD

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja

Titulo de Tesis densidad por accion de una bacteria antartica

Autor de la Tesis Clara Pazos

Objetivo

e Evaluar los métodos de pretratamiento de Luz UV y Tween 80.

Introduccion

En el estudio de biodegradacion de los plasticos se debe reportar el peso promediada en peso.
Durante la degradacion las cadenas adyacentes del PE son el primer punto de inicio para que las
bacterias secreten enzimas dando paso a una degradacion parcial del polimero. Por lo que, la manera
mas sencilla de controlar la biodegradacion es mediante las mediciones de la pérdida de peso con
ayuda de balanzas suficientemente sensibles. Sin embargo, este factor no puede ser resultado del
consumo de material del polimero y no indicativo de la biodegradacion completa por lo que se deben
aplicar otros métodos de comprobacion (Montazer et al., 2020).

Palabras Claves:

Biodegradacion, plastico, balanza, masa molar

Metodologia:

Materiales
e Fundas oxobiodegradable AKI
e Recipiente hermético
e Etanol 70 % (Novachem del Ecuador)

e Crisol de porcelana (Novachem del Ecuador)

110




e Estufa Memmert

e XB 220A Precisa Balanza Analitica

Procedimiento

1. Encerar la balanza.

2. Limpiar con etanol las tiras plasticas.
3. Pesar un crisol limpio y seco.
4. Colocar dentro del crisol las tiras plasticas.
5. Colocar el crisol a 90 °C horno de secado durante 24 horas 0 mas.
6. Dejar enfriar en un recipiente sellado para reducir la interferencia.
7. Determinar el peso del crisol con el pléstico con ayuda de una balanza analitica.
8. Con los datos obtenidos calcular el porcentaje de pérdida de peso.
Anexos:

Bibliografia:

Masura, J., Baker, J., Foster, G., & Arthur, C. (2015). Laboratory Methods for the Analysis of
Microplastics in the Marine Environment: Recommendations for quantifying synthetic particles

in waters and sediments (C. Herring (ed.); NOAA Marin, Issue July).
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degradation of polyethylene. Polymers, 12(1). https://doi.org/10.3390/polym12010123
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Anexo 6. Protocolo de Disefio del biorreactor

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

g Ingenieria en @

, 6.
BIOTECNOLOGIA ~ LABINAM DISEND DEL BIDRREACTOR

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja

Titulo de Tesis densidad por accion de una bacteria antartica

Autor de la Tesis Clara Pazos

Objetivo

e Definir la cinética de crecimiento de la especie bacteriana.
e Comprobar la degradacion del polietileno mediante el Método Respirométrico.

Introduccion

El disefio de biorreactores es un proceso complejo debido a que se basa en principios cientificos y de
ingenieria. La manera como se disefia tiene un impacto en el rendimiento global del proceso, por lo
que, es importante conocer la cinética de las reacciones para entender el funcionamiento de los
biorreactores (Doran, 2013). Los métodos utilizados para evaluar la degradacion son mediante el
disefio de un biorreactor respirométrico. Este método se basa en la medicion de CO; atrapado en un
alcali fuerte después de la mineralizacion del carbono por los microorganismos (Pitombo et al.,
2018).

Palabras Claves:

Biorreactor, rendimiento, proceso, degradacion, respirométrico

Metodologia:

Materiales
e Difco™ Bushnell Haas Broth
e Difco™ LB Broth, Miller (Luria - Bertani)
e Bl inoculada en Difco™ LB Broth, Miller (Luria - Bertani)
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e NaOH (Novachem del Ecuador)

e Agua destilada

e Fundas oxobiodegradable AKI tratadas
e Frascos de vidrio 250 ml

e Pipeta de Vidrio de 10 ml

e Matraz Erlenmeyer 250 ml Boeco

e Parafilm “M” Laboratory Film

e Espatula

e Manguera de silicona transparente

e Racor

e Equipo de Venoclipsis para sueros Herenco medical products

e Autoclave vertical

Procedimiento
1. Enun frasco de vidrio conectar un tubo de escape y unirlo con una manguera a otro frasco de
vidrio.
2. Colocar un conducto de venoclisis a cada costado de los frascos.
3. Sellar herméticamente las tapas de los recipientes para evitar la salida de €O,.
En el compartimento A:
4. Preparar 100 ml de medio Bushnell Haas Broth.
5. Modificar el medio con polietileno previamente tratado.
6. Agregar 1 ml de caldo Luria Bertani con microorganismo inoculado.
En el compartimento B:
7. Preparar 100 ml de NaOH 1N.
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ANEXos:
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Anexo 7. Protocolo de Conteo en Placa

Ingenieriaen N
§ BioTECNOLOGIA LAB(I

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

Titulo de Tesis

Autor de la Tesis

Objetivo

Definir la cinética de crecimiento de la especie bacteriana.

Introduccion

El proceso de recuento en placa se basa en calcular el nimero de colonias formadas en un medio
agarizado; ademas de ser el método maés utilizado para determinar el nGmero de microorganismos,
permite saber la posible cantidad que existe en un ml de muestra y saber si una muestra liquida es

viable o no (Cerra, Aversa, et al., 2013; Ramirez S et al., 2017).

Palabras Claves:

Recuento, colonias, microorganismos, muestra

Metodologia:

Materiales

Medios: -Himedia ® Agar Nutriente

Agua destilada

Cajas petri 80x15 MM vidrio (Novachem del Ecuador)
Frascos de vidrio 100 ml Boeco

Tubos de ensayo vidrio (Novachem del Ecuador)

NaCl (Novachem del Ecuador)
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Corning™ Pipeta monocanal Lambda Plus

Gradillas

Parafilm “M” Laboratory Film

Espatula

Asa metélica

Fisherbrand™ Agitador con placa calefactora Isotemp™
Autoclave vertical

Cémara de flujo laminar

XB 220A Precisa Balanza Analitica

Incubadora Memmert

Procedimiento

o 0ok~ w P

Preparar 10,08 g de Agar Nutriente en 360 ml de agua destilada.

Calentar el medio en el agitador y autoclavar.

Dispensar en cajas petri el medio.

Preparar 22,5 g de NaCl en 2,5 L de agua destilada.

Calentar el medio en el agitador, dispensar en los tubos de ensayo y autoclavar.

Realizar diluciones seriadas (hasta 107%) tomando una suspension bacteriana de los
biorreactores.

Tomar 50 ul y sembrar con ayuda de un asa de Digralsky en las cajas petri las diluciones
1076

Incubar las cajas por 48 h.

Calcular la concentracion de UFC /ml aplicando la siguiente formula:

UFC N°decolonias por placa
ml  Volumen sembrado x diluciéon

116



ANEXos:
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Anexo 8. Protocolo de Titulacién acido-base

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES

LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

Ingenieriaen ™
BIOTECNOLOGIA LAB(fNAM

TITULACION

Titulo de Tesis

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja
densidad por accion de una bacteria antartica

Autor de la Tesis

Clara Pazos

Objetivo

e Comprobar la degradacion del polietileno mediante el Método Respirométrico.

Introduccion

Se conoce como la técnica que evalUa la adsorcion, constantes de equilibrio, evaluacion de acidez y
en la industria en el analisis de CO,. Por otra parte, debido al proceso gravimétrico que se emplea
en este método, se genera cadenas de trazabilidad mas corta, generando incertidumbre en la toma de
datos (Morales et al., 2018; Rodriguez et al., 2011).

Palabras Claves:

Equilibrio, acidez, CO, gavimétrico

Metodologia:

Materiales
e Jeringa 5 ml (Novachem del Ecuador)
e Jeringalml
e Vaso de precipitacion 250 ml Boeco
e Solucion de 100 ml HCI1 N
e Muestra de NaOH

e Microtubos Eppendorf™ 2 ml Boeco
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e Fenolftaleina
e Indicador de pH

e Gotero (Novachem del Ecuador)

Procedimiento
1. Extraer 1 ml de NaOH del Compartimento B
. Colocarlo en un microtubo Eppendorf de 2 ml

. Agregar 1 gota de fenolftaleina

Dispensar lentamente la solucion de la jeringa al microtubo Eppendorf

2

3

4. Cargar la jeringa con la disolucion de HCl

5

6. Agitar continuamente la mezcla de reaccion hasta volverse transparente
7

Registrar los volimenes dispensados de HCl

ANEXos:

Bibliografia:
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Quimica, 48(1), 26-34. https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v48n1.72401
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Anexo 9. Protocolo de Preparacion de SDS

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
LABORATORIO DE INVESTIGACIONES AMBIENTALES

Ei Ingenieria en (

, (N
BIOTECNOLOGIA ~ LABINAM DODECIL SULFATO DE SODID ACUDSE (SDS)

Evaluacion de la degradacion de polietileno de baja

Titulo de Tesis densidad por accién de una bacteria antartica

Autor de la Tesis Clara Pazos

Objetivo

e Evaluar los métodos de pretratamiento de Luz UV 'y Tween 80.

Introduccion

El sulfato dodecil de sodio (SDS) es un tensioactivo anidnico basado en el dodecanol lineal, que se
caracteriza por eliminar hasta el 7% de lipidos a una solucion del 2% durante un periodo corto
(Holmberg, 2019). Se lo obtiene a partir de alcohol dodecilico y dodecanol en reaccion el acido
sulfurico. EI SDS tiene muchas aplicaciones en los sectores industriales e investigativos por sus
propiedades quimicas y fisicoquimicas (Wotowicz & Staszak, 2020). En concentraciones bajas se
utiliza como agente limpiador para eliminar particulas de suciedad facilmente. Sin embargo, a
concentraciones altas puede ser considerarse de caréacter cancerigeno (Tulasi Prasad et al., 2014).

Palabras Claves:

SDS, lipidos, limpieza, concentracién

Metodologia:

Materiales

e Fundas oxobiodegradable AKI
e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (Novachem del Ecuador)
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e Etanol 70 % (Novachem del Ecuador)

e Agua destilada estéril

e Frascos de vidrio 1000 ml Boeco

e Espatula

e Fisherbrand™ Agitador con placa calefactora Isotemp™
e Autoclave vertical

e Céamara de flujo laminar

e XB 220A Precisa Balanza Analitica

Procedimiento
1. Preparar 2 % de Dodecil Sulfato de sodio acuoso en 480 ml de agua destilada estéril.
2. Calentar el medio en el agitador.
3. Lavar las tiras plasticas con la solucion de SDS durante 4 h.
4. Esterilizar con etanol al 70 %.

5. Lavar con agua destilada.

Anexos:

Bibliografia:

Holmberg, K. (2019). Surfactants. Analytical Chemistry, 55(5), 93-102.
https://doi.org/10.5650/j0s1956.34.1041

Park, S. Y., & Kim, C. G. (2019). Biodegradation of micro-polyethylene particles by bacterial

121


https://doi.org/10.5650/jos1956.34.1041

colonization of a mixed microbial consortium isolated from a landfill site. Chemosphere, 527—
533. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.01.159

Tulasi Prasad, N., Ajaya, B., & Sujeet Kumar, C. (2014). Sodium dodecyl sulphate: A very useful
surfactant for Scientific Investigations. The Journal of Knowledge and Innovation, July, 111
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Anexo 10. Observacién del gel electroforesis de las amplificaciones de PCR
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Anexo 11. Peso del pléastico antes y después de la aplicacion de pretratamientos

PESO DE PLASTICO INICIAL: Plastico

sin pretratamiento

s (9)

PESO DE PLASTICO FINAL: Plastico después del

pretratamiento (g)

Plastico sin Luz UV
Plastico sin Tween 80
Plastico sin Luz UV+Tween 80
Plastico sin Luz UV (Blanco)
Plastico sin Tween 80 (Blanco)
Plastico sin Luz UV+Tween 80
(Blanco)

5,28+ 0,275
5,45 + 0,085
5,84 +0,379
5,00 + 0,701
4,98 + 0,253
5,26 + 0,134

Plastico + Luz UV
Plastico + Tween 80
Pléstico + Luz UV + Tween 80
Plastico + Luz UV (Blanco)
Plastico + Tween 80 (Blanco)
Pléstico + Luz UV + Tween 80
(Blanco)

4,83 £ 0,252
5,15+ 0,080
5,59 + 0,364
4,51 +0,629
4,71 + 0,240
5,03+0,129

Anexo 12. (A) Crecimiento bacteriano a partir de OD s0onm Y (B) Recuento de células viables de
UFC/ml de los tratamientos, en medio Bushnell Hass Broth modificado con polietileno de baja
densidad oxobiodegradable (LDPE ox) pretratado
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Anexo 13. Relacion de OD soonm Y UFC/mI de la cepa bacteriana A. johnsonii
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Anexo 14. Crecimiento de A. johnsonii en los distintos tratamientos evaluados
Dial Dia 26 Dia 52
F=657.93, gl= F=44.30, F=1096781.87, F=453.50, F=239637.15, F=1440.72, gl=
8, p=<0,0001 gl=4, gl=8, p=<0,0001 gl=4, gl=8, 4, p=<0,0001
p=<0,0016 p=<0,0001 p=<0,0001
Tratamiento OD 600nm UFC/ml OD 600nm UFC/ml OD 600nm UFC/ml
AlB1
0,13+0,003® 6,75x 10" + 1,32 +0,001° 4,53 x 108 + 3,07+0,003> 1,08 x 10°+2,83
1,06 x 1072 2,47 x 107b x 1070
A2B1
0,19+0,007¢ 1,55x108+ 2,85+ 0,003 ¢ 9,65 x 108 + 469+0,009¢ 1,47x10%°+3,18
2,12 x107b 2,12 x 1074 x 107¢
A3B1
0,23 + 0,002 ¢ 1,45x 108+ 2,37 +0,0005 ¢ 8,18 x 108 + 431+0,007¢ 1,64x10°+1,41
7,07 x 1080 3,89 x107¢ x 1074
Bl
0,08+0,0042 3,00x 107 + 0,16 £0,001 2 1,05 x 108 + 0,32+0,0062 2,00 x 108 + 7,07
7,07 x 1052 7,07 x 1082 x 1062
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Anexo 15. Peso del pléastico antes y después del ingreso al biorreactor

PESO DE INGRESO

PESO DE SALIDA DEL

AL REACTOR REACTOR (g)
Caodigo Tratamiento (9) (9)
AlB1 Plastico + Luz UV + Bacteria 483 +0,25 427 £0,23
A2B1 Plastico + Tween 80+ Bacteria 5,15 £ 0,08 4,10 £ 0,06
Plastico + Luz UV + Tween 80 +
A3B1 Bacteria 5,59 +0,36 4,58 +0,31
Al Plastico + Luz UV (Blanco) 4,51 +0,63 4,39 +0,62
A2 Plastico + Tween 80 (Blanco) 4,71 £0,24 4,69 +£0,23
Plastico + Luz UV + Tween 80
A3 (Blanco) 5,03 £0,13 4,97 +£0,13
Anexo 16. Valores de HCI de la titulacion
Tratamiento HCI (ml)
Dia 4 Dia 10 Dia 18 Dia25 Dia32 Dia39 Dia45 Diab2
A1B1 0,85 = 0.72 = 0.58 + 052+ 045+ 043+ 027 £ 0,22 =
0,05 0,03 0,08 0,08 0,05 0,04 0,03 0,03
A2B1 0,80 * 0.57 * 0.45 + 040 + 033+ 033+ 020+ 013 *
0,00 0,03 0,05 0,05 0,03 0,04 0,00 0,02
A3B1 0,80 = 0.57 0.45 + 040+ 03+ 033+ 022+ 017 =
0,00 0,03 0,05 0,05 0,05 0,04 0,03 0,03
Al 1+000 1+000 1+000 1+000 1 +000 1 0,00 1 0,00 1 £0,00
A2 1+000 1+000 1+000 1+000 1+000 1+0,00 1+000 1 +0,00
A3 1+000 1+000 1+000 1+000 1 +000 1 0,00 1 0,00 1 £0,00
Bl 1+000 1+000 1+000 1 +000 1 +000 1 +£0,00 1 £0,00 1 £0,00
Anexo 17. Datos de medicion de absorbancia de fenolftaleina
Tratamiento OD ssonm
Dia 4 Dia 10 Dia 18 Dia 25 Dia 32 Dia 39 Dia 45 Dia 52
ALB1 0.56 + 0.51+ 0.48 + 0.37 0.33+ 0.29 + 0.26 =
0.62 + 0,00 0,001 0,001 0,002 0,001 0,005 0,006 0,009
A2B1 0.62 + 0.54 + 0.49 + 0.44 + 0.33 % 0.28 + 0.24 + 0.19 +
0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,003 0,026 0,002
A3B1 0.61 + 0.53 + 0.47 + 0.41 + 0.35 % 0.31+ 0.26 + 0.21 +
0,002 0,001 0,002 0,002 0,001 0,011 0,018 0,016
Al 0.83 + 0.82 + 0.82 + 0.82 + 0.82 + 0.80 + 082+ 0.83+
0,002 0,001 0,003 0,001 0,002 0,017 0,006 0,011
A2 0.74 £ 0.71 ¢ 0.72 £ 0.72 0.71 0.72 £ 0.74 £ 0.73 £
0,001 0,002 0,007 0,002 0,001 0,010 0,007 0,006
A3 0.88 + 0.88 + 0.86 + 0.86 + 0.87 0.86 + 0.87 0.86 +
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0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,021 0,007 0,003
B1 0.75+ 0.75+ 0.75+ 0.75+ 0.75+ 0.74 + 077+ 0.75%
0,001 0,001 0,001 0,001 0,002 0,006 0,026 0,003
Anexo 18. Curva estandar de la absorbancia de fenolftaleina
9.00E-01
8.00E-01 y = 0.7385x + 0.0514 ®
2 =
+ 00E-01. R2 = 0.9646
£ 6.00E-01 ®
8 5.00E-01
8 4.00E-01
' [6)
3.00E-01
- (6)
2.00E-01 0O
1.00E-01
0.00E+00
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
NaOH (N)
Anexo 19. Datos de la Concentracion de NaOH
Tratamiento Concentracion de NaOH (N)
Dia 4 Dia 10 Dia 18 Dia 25 Dia 32 Dia39 Dia45 Dia 52
ALBL 0,77 + 0,69 + 0,63 + 0,58 + 0,43 + 0,38+ 0,33+ 0,28 +
0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,007 0,009 0,012
AB1 0,77 + 0,66 + 0,59 + 0,53 + 0,37 + 0,32+ 0,25+ 0,19 +
0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,004 0,036 0,003
A3B1 0,76 + 0,64 + 0,56 + 0,49 + 0,39 + 0,34+ 0,29+ 0,22 +
0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0,014 0,025 0,022
Al 1,06 + 1,04 + 1,05+ 1,04 + 1,03+ 101+ 1,04+ 1,05+
0,002 0,002 0,004 0,001 0,002 0,023 0,008 0,015
A2 0,93 + 0,89 + 0,91 + 0,91+ 0,89 + 091+ 0,93+ 0,92 +
0,001 0,003 0,010 0,002 0,001 0,013 0,010 0,008
A3 1,12 + 1,12 + 1,09 + 1,09 + 1,10 + 1,00+ 1,11+ 1,09 +
0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,028 0,009 0,004
B1 0,95 + 0,94 + 0,95 + 0,94 + 0,95 + 094+ 0,97+ 0,95 +
0,002 0,001 0,002 0,001 0,002 0,009 0,036 0,004
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Anexo 20. Grupos funcionales de las muestras plasticas después de la degradacion bioldgica

Muestra Enlace Grupo Funcional Nombre GF Rango (cm™) Modo de vibracién
(GF)
N.A N.A Impureza N.A N.A
CH R(CH)s-C Alcano 2936-2916 Estiramiento asimétrico
CH R(CH2)4-C Alcano 2863-2843 Estiramiento asimétrico
CH R(CH2)4-C Alcano 1485-1445 Deformacion
AlB1- N.A N.A Impureza N.A N.A
A2B1-A3B1

N.A N.A Impureza N.A N.A
N.A N.A Impureza N.A N.A
N.A N.A Impureza N.A N.A
cC R(CH)s-C Alcano 750-720 Vibracion esquelética
N.A N. A Impureza N. A N.A
CH R(CH)s-C Alcano 2936-2916 Estiramiento asimétrico
CH R(CH2)4-C Alcano 2863-2843 Estiramiento asimétrico
N.A N. A Impureza N. A N.A
N.A N. A Impureza N. A N.A

LDPE puro N.A N. A Impureza N. A N.A
CH R(CH)s-C Alcano 1485-1445 Deformacion
N.A N. A Impureza N. A N.A
N.A N. A Impureza N. A N.A
cC R(CH)s-C Alcano 750-720 Vibracion esquelética

Adaptado del laboratorio de Andlisis Instrumental de la Escuela Politécnica Nacional (2021)
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Anexo 21. Espectro infrarrojo de transmitancia de las muestras plasticas después de la

degradacion bioldgica
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