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Resumen

La presente tesis tiene por finalidad demostrar la presencia de microorganismos capaces de utilizar
los compuestos de caucho de las llantas. Se utilizé un consorcio de microorganismos nativo aislado
del rio Socabaya que fue cultivado por un periodo de 7 meses en medio de sales minerales (MSM)
cuya Unica fuente de carbono fueron trozos de caucho sin pretratamiento, se comprobd la
degradacion positiva mediante el uso del reactivo de Schiff. Seguidamente se procedio a realizar
la medicion de la produccion de CO> utilizando trampas de carbono compuestas de Ba(OH) y un
analisis de imagenes de microscopia electronica de barrido a las piezas de caucho antes y después
de pasar por el sistema de degradacion. Se obtuvo un 5% de degradacion luego de 20 dias de
funcionamiento en el sistema de trampas de CO, asi mismo se pudo obtener un consorcio

bacteriano compuesto en su mayoria por Delftia tsuruhatensis.

Palabras Clave: Biodegradacion de caucho, consorcio nativo, Test de Sturm, analisis de

metagendmica.
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Abstract

The purpose of this thesis is to demonstrate the presence of microorganisms capable of using the
rubber compounds of the tires. A consortium of native microorganisms isolated from Socabaya
River was used, which was cultivated for a period of 7 months in the middle of mineral salts
(MSM) whose only source of carbon was pieces of rubber without pretreatment, positive
degradation was verified through the use of Schiff’s reagent. Next, the CO. production was
measured using carbon traps composed of Ba(OH) and scanning electron microscopy images to
the rubber parts before and after passing through the degradation system. A 5% degradation was
obtained after 20 days of operation in the CO; trap system, and a bacterial consortium composed

mostly of Delftia tsuruhatensis could be obtained.

Key Words: Rubber biodegradation, native consortium, Sturm Test, metagenomic analysis.
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Introduccion

Desde su descubrimiento hasta nuestros dias, el caucho se ha vuelto un elemento indispensable
para el desarrollo de nuestras vidas. Muchos de los materiales que utilizamos poseen dentro de su
composicion este material, por ejemplo, zapatos, guantes, vestidos, etc. Durante “la fiebre del
caucho”, entre los afnos 1850 y 1900, en Estados Unidos la demanda incrementd desde 400 a 60000
toneladas aproximadamente (Salazar Paiva, 2014) para el afio 2010 la demanda mundial fue de
10700000 toneladas (Warren-Thomas, Dolman, & Edwards, 2015) y se prevé un aumento de 2.8%
en el consumo mundial anual desde el afio 2017 al 2015 (Aboelkheir, Visconte, Oliveira, Filho, &
Souza Jr, 2019). La mayor parte de esta demanda se utiliza en la fabricacion de neumaticos, en el

2008 un 60% del caucho producido fue utilizado para su fabricacién (Castro, 2008).

Con el desarrollo de la técnica de vulcanizacion, se le pudo conferir al caucho mayor dureza y
durabilidad lo que favorece su uso en la manufactura de llantas, sin embargo el tiempo de vida til
puede ser de 5 a 10 afios (Michelin, 2019), y su degradacion natural demora entre 300 y 500 afios
(Marin, 2012), por lo que actualmente se observa un proceso de acumulacion sostenida.

Los métodos de eliminacion y reciclaje existentes son aln muy costoso y poco amigables con el
medio ambiente (Abraham, Cherian, Elbi, Pothen, & Thomas, 2011). Asi mismo la mala gestion
en su disposicion final, ocasiona que el problema se agrave generando contaminacion de agua, aire
y suelo, y mediante el contacto con residuos organicos, resulta en la generacion de focos de
infeccion donde las plagas se concentran llegando a afectar la salud de las poblaciones aledafias
(Cardona Gémez & Sanchez Montoya, 2011; Resendiz Tejeda, 2007).

A pesar de que existen normas que regulan su disposicién final y que ofrecen una opcién para su
reutilizacion, estas medidas no son suficientes para hacer frente a los problemas generados por la
acumulacién de los Neumaticos Fuera de Uso. Es por lo que es importante desarrollar métodos
mas eficientes y amigables con el medio ambiente, para el tratamiento del caucho con el fin de
contribuir a la solucién de los problemas ambientales generados por su mala disposicién. Diversos
estudios han demostrado la gran capacidad que tiene algunos microorganismos para degradar tanto
caucho natural como sintético (Tsuchii, Suzuki, & Takeda, 1985; Nanthini & Sudesh, 2017; Linos,
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Steinbiichel, Sproer, & Kroppenstedt, 1999), estos estudios han comprobado que degradacion
bioldgica puede brindar una alternativa de bajo costo para la resolucion de la acumulacion de los

productos de caucho.

Por lo tanto, este estudio plantea una solucion mediante la degradacion del caucho triturado
mediado por un consorcio microbiologico nativo de Arequipa, siendo los residuos generados

inocuos al medio ambiente y teniendo un potencial de reutilizacion.
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Capl’tulo 1. Planteamiento del Problema
1.1. Diagnostico situacional

La provincia de Arequipa cuenta con mas de 210 mil vehiculos nuevos registrados en el
periodo del 2005 hasta el 2017 en total (SUNARP, 2018), esta cantidad es traducida en casi
844 mil neumaéticos (excluyendo neumaticos de repuesto y/o de cambio). Los que, al entrar
en desuso, seran almacenados dentro de las casas o desechados junto con los residuos que se
generara en la ciudad. Aumentando los lugares de criadero de muchas plagas de insectos y
animales considerados vectores de enfermedades (ratas, ratones, mosquitos, etc.). Asi mismo
aumentando el riesgo de incendios masivos dificiles de ser sofocados y con altos costos
ambientales (El Comercio, 2018).

En el Per( existen normas técnicas promulgadas los afios 2006 y 2008 que regulan la
disposicion y reutilizacion de los neumaticos fuera de uso (NFU) (NTP.900.059, 2006;
NTP.900.060, 2008; LEY N°27314, 2000). Las que mayormente estan basadas en su
reutilizacion como zapatos, juegos para nifios, partes de carreteras, etc., solucion que no
cubre con toda la cantidad de NFU presentes, ni ayudan a reducir los impactos generados por

su acumulacion debido a que al final de su vida util volveran a ser residuos.

Como alternativa, diversas entidades plantearon su uso como combustible en procesos de
manufactura, debido a la alta concentracion de carbonos que posee lo que lleva a tener un
fuego de larga duracion, utilizando para dicho fin hornos artesanales en muchos casos
carentes de proteccion, generando cantidades considerables de diversos compuestos
quimicos toxicos como CO., CO, NOx, SO, y la generacion de algunos tipos de aceites
(Mena, 2009) lo que significa un grave dafio a la salud ambiental local (Stevenson, Stallwood,
& Hart, 2008) y que llevd a prohibir el uso de este tipo de materias primas como fuentes
combustibles.
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Las caracteristicas de resistencia y durabilidad de las llantas son conferidas mediante un
proceso conocido como vulcanizacion que brindan una forma mucho mas estable a las
moléculas de caucho mediante la adicion de azufre y demas compuestos (Estados Unidos
Patente n°® 20110301302, 2010). Esto causa que el proceso de degradacién natural de una
Ilanta puede tomar entre 300 y 500 afios (Marin, 2012), considerdndose entonces como un
compuesto de alta persistencia en el tiempo y esto sumado a todos los demas problemas antes
detallados termina siendo un tema de gran importancia y se hace necesario buscar algin tipo
de procedimiento para poder eliminarlas o reducirlas a componentes mucho mas simples de

degradar.

1.2. Formulacion del Problema

Alto tiempo de degradacion natural del caucho debido al proceso de vulcanizacién que sufren
las llantas, la inexistencia de datos reportados respecto a la diversidad microbioldgica nativa
de la ciudad de Arequipa capaz de degradar caucho. Las muestras y experimentos se llevaron

a cabo durante el transcurso del afio 2018 y 2019.

1.3. Justificacion

El crecimiento de la demanda de materiales de caucho, en especial llantas, producen una
acumulacién cuando llegan al fin de su vida til. Situacidn que se agrava afio tras afio, siendo
actualmente un gran reto ambiental y un problema al cual no se le puede encontrar una
solucion definitiva (Li, Zhao, & Wang, 2011).

Asi mismo en el Peru no existe una normativa clara respecto al tratamiento y/o disposicion
de materiales compuestos por caucho, lo que permite que practicas como la quema sean
soluciones atractivas, sin embargo, la gran liberacién de compuesto nocivos para la salud y
gases de efecto invernadero pone en riesgo a las comunidades cercanas a los sectores donde

se llevan a cabo.
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Son muchas las barreras que se deben superar en esta materia, siendo la principal, la gran
estabilidad que presentan los polimeros que constituyen el caucho, lo que hace este material
resistente en el tiempo y le quita la posibilidad de reciclarlo, no es posible la reutilizacion del
caucho antiguo para la generacion de nuevas llantas, debido a que no se ha podido lograr una
mezcla homogénea entre estos dos tipos de caucho generando pequefios granulos en la
matriz, lo que luego lleva a la formacion de microfracturamientos internos que reducen la

eficiencia de las llantas.

Se han desarrollado diversos métodos para intentar desarrollar algunos procesos de reciclaje
con estos materiales. En su mayoria basados principalmente en procesos fisicos y quimicos,
como; pirolisis para la generacion de nuevos compuestos de hidrocarburos (Tamri, Yazdi,
Haghighi, Abbas-Abadi, & Heidarinasab, 2018), reduccion del tamafio de particula para el
uso en pavimentos (Villagaray Medina, 2017), degradaciéon quimica mediante el uso de
acidos (Sadaka, Campistron, Laguerre, & Pilard, 2012), interaccion del material con ozono
(Iwase, Shindo, Kondo, Ohtake, & Kawahara, 2017; Marchut-Mikotajczyk, Drozdzynski,
Januszewicz, Domanski, & Wrze$niewska-Tosik, 2019) entre otros. Sin embargo, en la
aplicacion practica muchos de estos métodos son poco viables debido al alto costo energético

y tecnoldgico que se ve luego traducido en una alta inversion monetaria.

Esto ha hecho que soluciones de bajo costo, como lo son los tratamientos microbianos, se
vean como medidas atractivas. Aungue de es dificil hacer una comparacion costos, de manera
general, podemos decir que la biorremediacion es por lo menos diez veces mas econdémica
que laiincineracion (Barrios, 2011). Comparada con otros procesos fisicos o quimicos el costo
de la realizacion de tratamientos biol6gicos sigue siendo menor debido al uso de tecnologias
de bajo costo.

Asi mismo, el uso de estas tecnologias, generalmente no producen compuestos nocivos o
toxicos por lo que no es necesario realizar tratamientos ulteriores a dichos residuos. Siendo

una actividad amigable con los ecosistemas y segura en su manipulacion
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La gran diversidad de microorganismos permite tener diferentes rutas de degradacion y
mucho conocimiento por ser explorado, que suma particular importancia al reconocer que no

se sabe mucho de la diversidad microbioldgica y la aplicacion de esta en nuestra region.

1.4. Hipdtesis
Dado que se puede evidenciar degradacion de caucho de neumaticos abandonados, es posible
identificar y evaluar la capacidad biodegradativa en laboratorio de consorcios microbianos

aislados de suelos y neumaéticos de la ciudad de Arequipa.

1.5. Variables

Tabla 1. Variables

Variable Tipo Indicador Unidades
Capacidad de degradacién  Dependiente  Curva de % de
degradacion degradacion
Consorcio microbiano Independiente Identificacion  CO> producido
y evaluacion por cepas de

del consorcio  microorganismos

identificadas

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad degradativa de caucho de un consorcio microbiano nativo bajo

condiciones de laboratorio.

1.6.2. Obijetivos Especificos
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1) Aclimatar microorganismos con potencial biodegradador de caucho.

2) Evaluar la capacidad degradativa del consorcio microbiano en la degradacion de
caucho.

3) Identificar molecularmente el consorcio microbiano capaz de degradar caucho.
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Capitulo 2. FUNDAMENTO TEORICO
2.1. Marco Legal
2.1.1. Marco Legal Nacional

Constitucién Politica del Pert

La Constitucion Politica del Pert (1993) en su articulo 2, el inciso 22° menciona el derecho

fundamental de todas las personas de gozar de un ambiente sano para el desarrollo de la vida.

Ley General del Ambiente N° 28611

Dentro de Ley General del Ambiente (Ley N° 28611, 2005) se puede obtener las medidas
adecuadas para la buena gestion del ambiente, del cual todos tenemos derecho, asi como los
planes de descontaminacion y tratamiento de los pasivos ambientales en el Per.

Normativa para la fabricacién de caucho

Las actividades de: Extraccion y concentracion de caucho o jebe natural, ojé, leche capsi, y
otras gomas y resinas naturales forestales de uso industrial. Fabricacion de cubiertas y
camaras de caucho; recauchutado y renovacion de cubiertas de caucho. Fabricacion de otros
productos de caucho. Se encuentran incluidas en la lista de actividades a fiscalizar dentro del
Sistema Nacional de Evaluacion de Impacto Ambiental, mismo que se encuentra detallado
en la Resolucion Ministerial N°157-2011-MINAM. Cabe destacar que las actividades antes
mencionadas abarcan todo el proceso de manufactura de productos de caucho y sus derivados
(MINAM, 2011).

Existe ademas la normativa promulgada por el Ministerio de la Produccién que tiene por
objeto reglamentar el uso de neumaticos de caucho en diferentes tipos de transporte. Norma

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥+ % UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE R e

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

que marca pautas sobre la fiscalizacion a empresas manufactureras de Ilantas para evitar que

los accidentes por errores en la produccion ocurran (PRODUCE, 2005).

Normativa enfocada al redso del caucho

En el Peru existen normas técnicas peruanas del afio 2006 y 2008 que regulan su disposicion

final y reutilizacion:

- NTP 900.059 (2006): Gestion ambiental. Gestidn de residuos. Manejo de neumaticos
desechados. Generalidades, generacion, recoleccion, almacenamiento y transporte.

- NTP 900.060 (2008): Gestion ambiental, Gestion de residuos. Manejo de heumaticos
desechados. Aprovechamiento energético.

- NTP 900.061 (2008): Gestion ambiental. Gestion de residuos. Manejo de neumaticos

desechados. Reaprovechamiento.

Las 3 normas se enfocan en utilizar los NFU como complemento para carpetas asfélticas,

para uso en artesanias 0 como combustible.

2.1.2. Marco Legal Internacional

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (Naciones Unidas, 2019) proponen en el objetivo 11
“Ciudades y Comunidades Sostenibles” lograr que las ciudades y asentamiento humanos
Ileguen a ser inclusivos, resilientes, seguros y sostenibles, el cual implica la generacion de
planes que ayuden a que las personas puedan contar con un ambiente sano en el cual
desenvolverse; el objetivo 12 “Produccion y Consumo Responsables” busca garantizar las
formas de consumo de una manera sostenible, logrando asi un mejor uso de los recursos,
disminuir la contaminacion, generando empleos y mejorando la calidad de vida de las

personas.
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Debido al interés creciente sobre el manejo de los residuos de caucho, en especial de los NFU
y los efectos producidos por la mala acumulacién, es que diversos paises vieron como
necesidad imponer normativas, guias y demas instrumentos legales para reducir el impacto

ambiental que viene de una mala gestion.

Las llantas en desuso han sido incluidas dentro del Convenio de Basilea (Convenio
Internacional que regula el transito de materiales peligrosos y su desecho entre naciones),
debido a los impactos que estos tienen sobre la salud y los ecosistemas, asi como por la

dificultad para reciclarlos y desecharlos.

El convenio de Basilea brinda directrices que son las bases de diversas politicas sobre el
tratamiento, disposicion y técnicas de reutilizacion en diversos paises (Convenio de Basilea,
2011) a continuacion se nombran algunos ejemplos de normativas y disposiciones

internacionales respecto a dicho tema.

La Guia de Manejo de Llantas Usadas (2006) documento publicado por la Camara de
Comercio de Bogota y apoyado por la Secretaria Distrital de Ambiental de la Alcaldia de
Bogotd, especifica acciones enfocadas a la gestion; la pulverizacion de las llantas fuera de
uso por método fisicos (fracturamiento mediante criogenizacion con nitrégeno liquido o el
uso de maquinaria) y el uso del material como complemento en la fabricacién de asfalto, la
guema de las llantas en hornos especiales para su aprovechamiento como fuentes de calor y
por ultimo la elaboracion de diversas artesanias o construcciones poco elaboradas como
bebederos o juegos. La opcion de reencaucho se toma como una posibilidad para ampliar la
vida atil de llantas, sin embargo, este proceso, asi como el producto final deben cumplir
especificaciones detalladas dentro de la misma guia.

“Plan de Manejo de Llantas de desecho de las industrias” (Twamisa, 2017) promulgado por
el gobierno de Sudéfrica. En dicho documento se hace una revision total del ciclo de vida de
las llantas proponiendo diversas acciones para la reduccion, la reutilizacién, el reciclaje y el
uso como material combustible. Brindando ademas disposiciones sobre como realizar estas
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actividades, quienes serdn los encargados y la posibilidad de generar negocios a partir del
reciclaje.

Paises como Chile, México, Colombia, Espafia, México, etc. (Magallanes Reyes & Guillén
Solari, 2014) también poseen normativas sobre este tema. Enfocadas en su mayoria a la
reduccion de estos materiales y a su reutilizacion como materia prima en la fabricacion de

otros productos, como lo son el césped sintético, zapatos, etc.

2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Cepas microbianas nativas

Existen una gran diversidad de microorganismos en todos los lugares del mundo, muchos de
estos estan Unicamente en ciertas zonas geograficas, las cuales desempefian una funcion
importante en cada lugar. Aquellos microorganismos que son aislados de ciertos lugares se
conocen como nativos, dentro de estos se puede encontrar: bacterias, hongos, microalgas,
etc. (Cruz-Guzman, 2007).

2.2.2. Biodegradacion

Hay gran variedad de metodologias para poder degradar un compuesto, estan las que son
fisicas, quimicas o bioldgicas, estas Gltimas son llevadas a cabo por seres vivos, los cuales
pueden ser microorganismos y macroorganismos. Cada uno de ellos con diversas rutas

metabdlicas.

La biodegradacion esta fundamentalmente realizada por los microorganismos encontrados
ya sean en suelo o0 en agua, los cuales tienen diversas rutas metabolicas para tratar los diversos
tipos de compuestos a los cuales estdn expuestos, una de esas es la degradacion, la cual se
basa principalmente en la transformacion de la composicién quimica o fisica del compuesto
(Cruz-Guzman, 2007).
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2.2.2.1. Capacidad Degradativa

A lo largo de los afios las bacterias han ido evolucionando, generando asi nuevas rutas
metabdlicas hacia otros sustratos que cominmente no se degradan. Se espera que el contacto
con nuevas sustancias xenobidticas pueda generar nuevas enzimas y/o rutas metabdlicas que

les permita a los diversos organismos vivos celulares tener acciones sobre estos.

Un ejemplo claro es el pentaclorofenol, un plaguicida utilizado desde 1936 que es degradado
por la bacteria Sphingomona mediante una modificacion de su ruta metabolica ya existente
que consiste en la adicion de nuevas enzimas Y la alteracion de la especificidad de las enzimas

que posee (Castillo, 2005).

La capacidad degradativa desde el punto de vista ambiental termina siendo la especificidad
de algunas bacterias tiene para degradar compuestos xenobidticos no naturales o naturales,
que se encuentren en concentraciones altas, sin sufrir ninguna alteracion bioldgica y que

ademas sean capaces de obtener energia a partir de ellos.

2.2.3. Parametros que influencian la biodegradacion

La biodegradacion de los polimeros esta influenciada por diferentes variables las cuales estan
principalmente ligadas a la presencia o ausencia de oxigeno (OMI, 2005). Sin embargo, la
degradacidn sin presencia de oxigeno para los polimeros de hidrocarburos tiende a ser mas
lenta. Para poder acelerar el proceso, se pasa a una etapa de experimentacion en laboratorio,
donde el investigador va probando diversidad de condiciones de laboratorio, modificando el

pH, la temperatura, la agitacion, etc.
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2.2.4. Polimeros

Los polimeros son moléculas muy largas o también llamadas macromoléculas, que se forman
a partir de la unién de particulas mas pequefias. Estas unidades mas pequefias, antes de que
se conviertan en un polimero, son conocidas como monomeros. La palabra polimero viene
del griego original y su significado es “muchos miembros”. Los polimeros han estado en la

tierra de forma natural desde su formacion (Saldivar-Guerra & Vivaldo-Lima, 2013)
2.2.5. Caucho

El caucho es un polimero elastico natural proveniente de distintas plantas, destacando la
Hevea brasiliensis. Se compone de una cadena larga del monémero isopreno y presenta dos
isomeros (Figura 1), el cis-poliisopreno y trans-poliisopreno (Rodgers, 2016). También
puede ser sintetizado en laboratorio, sin embargo, las caracteristicas finales del compuesto

son diferentes al natural.

c"z “ 0"3 cnz_cnz H
“e=¢_ Je=¢ “g=¢
= b= =
_c"a - \cnz_cﬂz “H c"a - ~CH,-

Trans-poliisopreno

CH CH,
3 _H . 0 CH _H
C=0 /ﬂ= H C=0
- - ~
CH, CH,—CH, “CH,—CH,~ ~CH,-

cis-poliisopreno

Figura 1. Isémeros cis- y trans- del caucho natural (Rodgers, 2016)
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2.2.6. Tipos de caucho

Existen dos tipos de caucho que son utilizados actualmente en la industria:

a) El caucho natural, proviene de una mezcla compuesta de hidrocarburos de caucho,
agua, elementos inorganicos, proteinas, aminoécidos, azlcares, acidos organicos,
lipidos, vitaminas, acidos nucleicos y alcaloides (Zhang, Huang, Wang, Ding, &
Liang, 2018), exudados de diversas plantas siendo la principal la Hevea brasiliensis,
conocida también como arbol de caucho, planta oriunda de la Amazonia de Peru,
Colombia, Brasil y en algunas partes de Bolivia (Aguirre Rios & Santoyo Cortés,
2013).

Hasta el siglo XIX, Brasil controlaba el mercado de la produccion de caucho natural
utilizando una politica de decomiso de la planta y sus semillas. No fue sino hasta el
afio 1876 que Henry Wickham pudo realizar con éxito un viaje con 70000 semillas
llevadas de Brasil a Inglaterra en calidad de contrabando. Desde 1900 a 1913, el
caucho producido en las fincas del Sudeste Asiatico y el este de Africa capturaron
la atencion global desplazando a Brasil.

Actualmente la planta se encuentra distribuida a través de la mayoria de las zonas
tropicales del mundo, siendo las plantaciones principales, el sudeste asiatico,
Malasia e Indonesia, lugares de donde proceden la gran mayoria del caucho
mundial.

Quimicamente el caucho natural purificado, es un polimero compuesto por unidades
de isopreno (2-metil-1,3-butadieno), que al momento de polimerizarse toman dos
conformaciones: la primera conocida como poli-cis-isopreno (poli(cis-1,4-
isopreno)) conocido también como caucho natural, propiamente dicho. Se forma a

partir de la polimerizacion carbono-carbono de la molécula de isopreno, el principal
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uso de este tipo de polimero es en la industria automovilistica en la fabricacion de

llantas.

La segunda configuracion que puede tomar se conoce como poli-trans-isopreno
(poli(trans-1,4-isopreno)) conocido también como gutta percha. Un isémero
producido por unas cuantas plantas como Palaquium gutta, Eucommia ulmoides,
Euonymus europaeus, Couma macocarpa. La configuracion quimica que posee le
confiere caracteristicas diferentes. Su uso principal es como aislamiento de cables,
para la fabricacién de cintas transportadoras, objetos decorativos, cobertura de bolas
de golf, y en la goma de mascar (Yikmis & Steinbichel, 2012).

b) EIl caucho sintético, fue sintetizado en 1909 por el quimico aleman Fritz Hofmann
(Thiele & Roessle, 2014) es un polimero similar al caucho natural (poli(cis-1,4-
isopreno)). Existieron diversos esfuerzos para poder sintetizar de manera quimica
compuestos similares al caucho, que se vieron impulsados principalmente por el
desabastecimiento de este material en la primera y en la segunda guerra mundial.
Entre 1948 y 1951 la produccidn de caucho sintético fue prohibida en Alemania. Se
pudo observar asi mismo el regreso al caucho natural luego del fin de cada guerra.
Actualmente existen diversas formas de produccién de caucho sintético, dentro de
las cuales se tiene la polimerizacion de 1,3-butadieno, cloropreno, isobutano, etc.
(Kumar & Nijasure, 1997).

Algunos tipos de caucho sintético (Espinoza Anaya, 2008):
- Caucho butilico: es un polimero plastico, con menor flexibilidad al ser comparado

con el caucho natural, pero con mayor facilidad para vulcanizar, que se encuentre
formado por isobutileno e isopreno (aproximadamente 3% del contenido total).
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- Neopreno: polimero formado por mondmeros de cloropreno que es sintetizado a
partir de etino y al &cido clorhidrico. Posee resistencia al calor y a productos

quimicos como aceites y petroleos.

- Coroseal: formado por monémeros de cloruro de vinilo polimerizados, no es posible
su vulcanizacion, posee mayor resistencia a la abrasion que el caucho natural en

condiciones normales.

- Thiokol: formado de la reaccion de cloruro de etileno con polsulfuro sédico (Smith
& Cristol, 1972) dando un compuesto similar al caucho que puede ser facilmente

vulcanizado. Muy utilizado como aislante eléctrico.

- Caucho SBR: Formado por la copolimerizacion de estireno y butadieno es el
elastomero mas utilizado como caucho sintético (Ferndndez Garrido, 2014).

2.2.7. El caucho utilizado en la produccion de llantas

Para el afio 1991 se destinaba un 60% del caucho sintético y un 75% del caucho natural (de
la produccion mundial en ese afio) a la manufactura de llantas (Greek, 1991).

Para poder crear un neumatico se debe realizar una mezcla de distintos componentes y ser
sometidos a temperaturas, lavados y secados, dependiendo de las caracteristicas que se
busquen dar a las llantas.

Las materias primas mas comunes son: caucho (natural y/o sintético), negro de humo, azufre,
cementos y pinturas, fibras de rayon y acero, antioxidantes, aceites y grasas, plastificantes,

acelerantes y retardantes (Castro, 2008; Carrién Nin, 1999).

En la Tabla 2 se puede observar la composicion en porcentaje de peso de los neumaticos de

manera general, los porcentajes varian de empresa a empresa, buscando distintas propiedades
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de flexibilidad, durabilidad, etc. En el Anexo 1 se puede ver una tabla de comparacion de
cantidad de componentes para la fabricacion de un neumaético de la empresa Hankook Tire

Manufacturing Co Ltd.

Tabla 2. Composicién de Neumaticos General (Castro, 2008)

Componentes Tipo de Vehiculo Funcion
Automdviles Camiones
(% en peso) (% en

peso)
Cauchos 48 45 Estructural-
deformacion
Negro humo 22 22 Mejora
oxidacion
Oxido de zinc 1,2 2,1 Catalizador
Materia 5 0 Esqueleto
textil estructural
Acero 15 25 Esqueleto
estructural
Azufre 1 1 Vulcanizacion
Otros 12 - Juventud

El primer paso es el mezclado de algunas de las materias primas en el Bundary (Carrion Nin,
1999) el caucho natural, que proporciona elasticidad, y el sintético, que proporciona
estabilidad térmica, con los aditivos ya mencionados anteriormente, seguido del tratamiento
de los cables de acero (enrollamiento, corte, etc.), estos son moldeados con la capa de caucho

en una Calandradora (Flores Medina, 2013).

Una vez mezcladas las materias primas, hay tres procesos importantes a seguir (Crespo
Garcia, 2014):
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- Confeccion: Aqui es donde se realiza la primera etapa del neumatico, primero va la
lamina de caucho sintético impermeable, sobre un cilindro rotatorio, luego la lona
de cables entre dos capas de goma, luego se colocan los aros metélicos y la lona

carcasa.

- Conformaciéon: En este proceso ya se puede apreciar el neumético como
normalmente lo conocemos, debido al inflado de la parte central del tambor, afiadido

de lonas constituidas por hilos metélicos y finalmente la banda de rodamiento.

- Coccidn: Este ultimo paso, genera las marcas caracteristicas que se aprecian en el
neumatico, se realiza en un molde de coccion donde se realiza la vulcanizaciéon y

luego este es separado y secado al aire libre.

2.2.8. Condiciones Climaticas de Socabaya

Socabaya cuenta con un clima templado, una temperatura maxima de 22 °C y minima de
10°C, una humedad promedio de 15%, en cuanto a la precipitacion esta es variada durante el
afio, sin embargo, se espera una media anual de 20 mm (Municipalidad Distrital de Socabaya,
2016). El rio Andamayo, nace de los rios Andamayo y Postreros, y toma el nombre de rio
Socabaya cuando pasa por el distrito del mismo nombre. El caudal es variado en diferentes
épocas del afio, el cual siempre tiende a aumentar en los meses de diciembre a marzo por las

precipitaciones (Machaca Villasante, 2018).

2.3. Marco Histérico

2.3.1. Descubrimiento del caucho

En 1736, el matematico y astronomo francés Charles De La Condamine, en Ecuador,

descubri6 una planta que exudaba latex, después de una excursion por la Amazonia. En 1775,

F. Aublet nombré a un arbol productor de latex como Hevea guianensis, ubicado en Guyana
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Francesa, fue asi como se uso el término “Hevea ™ por primera vez, basandose en el lenguaje
de los indios de las costas del Ecuador, sin embargo, el arbol al cual se referian después fue
clasificado como Castilla, generando confusién. En 1876, fue James Collins, quien le
atribuye a Charles De La Condamine el descubrimiento de Hevea, después de muchos afios
donde los boténicos y expertos en plantas no se ponian de acuerdo (Uribe, 1947). No se
conoce desde cuando se viene extrayendo caucho, ya que cuando Colon llegd, descubri6 que

los indigenas ya usaban el latex para el uso de zapatos o juguetes (Pastor Molina, 2003).
2.3.2. Proceso de vulcanizacion

Para el afio 1839, Charles Goodyear realizaba un experimento cuando accidentalmente
mezclé goma (caucho) con sulfuro y otros ingredientes en una olla caliente, lo que convirtio
al caucho en un material firme y resistente, la clave para estas caracteristicas esta en la
formacion de los puentes de azufre (Figura 2) descubriendo el proceso de vulcanizacion
(Kumar & Nijasure, 1997), dando asi un nuevo uso para el caucho extraido, revolucionando
la industria (Garcia Morcillo, 1982)
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Figura 2. Vulcanizacion del caucho (Kumar & Nijasure, 1997)

El proceso de vulcanizacién consiste en la mezcla en caliente de caucho natural con azufre
(Gonzéles, Rodriguez, Valentin, Marcos-Fernandez, & Posadas, 2006), las caracteristicas
finales del caucho vulcanizado depende de la materia prima (Velasquez & Giraldo, 2014), el
tiempo de contacto con los reactantes, la temperatura, etc. (Gong, Yang, Ke, Wang, & Yao,
2019; Rafei, Ghoreishy, & Naderi, 2009).
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2.3.3. Laexplotacion del caucho en la Industria

Desde su descubrimiento la extraccion del latex, proveniente del arbol de Hule se llevé de
dos maneras, una de ellas mediante la tala del arbol y la segunda bajo la metodologia del

sangrado o picado.

La primera forma, la tala del arbol, fue cayendo poco a poco debido a que no era rentable,
los productores que decidieron invertir en plantaciones y seguir con el método del sangrado
fueron los que se quedaron para abastecer la demanda de caucho natural que iba creciendo
(Salazar Paiva, 2014).

El primer paso para la explotacién por sangrado es delimitar cuéles seran los arboles para
usar, se debe hacer un pequefio corte en un angulo de 32° a una altura de 1.30 m, descendente
de izquierda a derecha, el Gltimo paso es hacer dos cortes, arriba que es el tope de cuchilla'y
abajo que es el canal de escurrimiento. Para la recoleccion del latex se pone una espita en la
parte inferior con cuidado de no dafiar el &rbol. Una vez delimitados los puntos anteriores se
procede a hacer la pica, esta consiste en un raspado de la corteza con una profundidad de 1 a
1.5 mm, para asegurar la regeneracion de la corteza, es necesario hacer el corte con
inclinacion para un buen recorrido del latex hace el vaso recolector (Aguirre Rios & Santoyo
Cortés, 2013).

2.3.1. Comercializacion del caucho

Desde su descubrimiento hasta el dia de hoy, el caucho es usado en distintos procesos para
la fabricacidn de zapatos, llantas, mangos para los vehiculos, correas, guantes, preservativos,
etc. (Beliczky & Fajen, 2001), como se puede ver en la Figura 3. Sus caracteristicas
especiales hicieron que el mundo se centrara en su extraccion, lo que llevd a un cultivo
extendido en diversas zonas del mundo donde podria ser transformado a menor costo o0 con

mayor facilidad.
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Figura 3. Cadena productiva del caucho (Departamento Nacional de Planeacion, 2004)

La transformacion del caucho para usarlo en la produccién de Ilantas fue lo que motivé la
explotacion de la selva amazonica en gran escala, entre los afios 1880-1918 (EI Comercio,
2014) cuando la explotacion del caucho era prometedora, se descubrio las plantaciones de
Hevea en Asia, que surgieron por las semillas llevadas por H. Wickham, llegando a producir
en 1915 el doble de la produccién amazoénica y antes de 1945, la produccion de Asia de
caucho llego a ser el 98% de la produccion mundial (Garcia Morcillo, 1982; Ullan de la Rosa,
2004).

Con el paso del tiempo, las mejoras tecnoldgicas y el avance en el desarrollo industrial, se
vio una creciente demanda de caucho, que a su vez se traduce en un consumo mucho mayor

tanto de caucho tanto natural como sintético, tal y como se muestra en la Figura 4.
Segun la Asociacion de Paises Productores de Caucho Natural la demanda de caucho natural

entre enero y octubre del 2018 fue de 11 696 millones de toneladas (ANRPC, 2018). El
caucho sintético en el periodo del 2016-17, aumento su produccién en 11.5% (GRM, 2018).
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Figura 4. Consumo mundial de caucho natural y sintético (Statista, 2018)

Sin embargo, la oferta se encuentra muy por debajo de la demanda. El vicepresidente senior
de desarrollo sostenible y movilidad de Michelin, Nicolas Beaymont, sefialé que el sector
transporte consume tres cuartas partes de la produccion mundial de caucho, para poder
solucionar esto, se creo el Proyecto de la Industria de los Neumaticos, un foro para tratar los

temas de sostenibilidad de produccidn de neumaticos (Danigelis, 2018).
En la Figura 5, se muestra como en la actualidad la exportacion de caucho se encuentra

dominada por el sudeste asiatico, en especial Indonesia, seguido por Guatemala, Colombia y

Vietnam en menor medida.
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Figura 5. Detalle de las exportaciones a nivel mundial en el afio 2018 (AGRODATAPERU, 2018)

El Peru se encuentra catalogado como un pais productor de caucho, cuenta con grandes
extensiones en la Amazonia destinadas a su cultivo, un ejemplo de explotacion y
comercializacion se encuentra en la Reserva Comunal El Sira, Junin, donde se lleva a cabo
el aprovechamiento de caucho por las comunidades nativas, con procesos controlados para
evitar la sobre explotacion (SERNANP, 2012).

En la Figura 6 se observan las principales empresas de comercializacién de caucho en el

Peru.
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Figura 6. Importaciones de caucho en el Perid (AGRODATAPERU, 2018)
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2.4. Antecedentes y Estado del Arte

Antiguamente la disposicion final de NFU consistia en dos procesos el soterramiento en
vertederos y el apilamiento o acumulacion en botaderos especializados. (Reto, Sara, Carleton,
& Tishmack, 2015). Estudios posteriores determinaron que ambas metodologias tenian
grandes riegos ambientales y estructurales, lo que paises como Costa Rica, Estados Unidos
y la union europea y otros decidieron prohibirlas (European Environment Agency, 2003).
Incendios ocurridos en el estado de Ohio en Estados Unidos (Lopes, 2015) y en Madrid,

Espafia (BBC, 2016), dieron evidencias de la poca efectividad de las prohibiciones.

Para el caso peruano, no existen normativas claras respecto al desecho de NFU, por lo que es
comun observar llantas junto con desechos comunes, descartadas en botaderos informales o
acumuladas en pilas. Procesos que a su vez derivaron en accidentes como el ocurrido en Lima
(El Comercio, 2018) Mismo que derivo en el desplazamiento momentaneo de una gran
cantidad de poblacion del distrito de Comas. Asi mismo liberaron grandes cantidades de
componentes quimicos dentro de los que se encuentran metales pesados (Shakya, Shrestha,
Tamrakar, & Bhattarai, 2006). Asi mismo la acumulacion de este tipo de residuos brinda
nichos de crecimiento para aves, roedores y mosquitos (Reto, Sara, Carleton, & Tishmack,

2015), los mismos que son vectores de enfermedades.

Existe una relacion entre propagacion de las enfermedades relacionadas a los mosquitos
como lo son del Zika y el Virus del Nilo (Saville & Workman, 2015). Las cavidades de las
Ilantas brindan un ecosistema ideal para mantener la humedad y en temporadas de lluvia
pueden empezar agua, permitiendo la proliferacién de mosquitos y asi mismo el nimero de

contagio de enfermedades.

Se han venido desarrollando nuevos métodos de utilizacion de llantas, los mismo que
incluyen, soporte para construcciones en obras civiles y pavimentos (Eldin & Ahmed, 1993),
soportes en arrecifes submarinos (Collins, Jensen, & Mallinson, 2002), usos en canchas
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sintéticas, etc. Procesos que permiten dar un segundo uso a las llantas de desecho, sin
embargo, debido a la cantidad estdn no resultan soluciones viables. Asi mismo se han
investigado en nuevos procesos que garanticen la reduccién quimica o fisica del compuesto
Ilegando a sus precursores 0 a nuevos productos con utilidad industrial o con mayor indice

de degradacion.

2.4.1. Sistemas de Degradacion y Recuperacion de NFU

Existen diversos métodos reportados para lograr degradar y/o recuperar compuestos de
caucho, que pueden ser agrupados segun las caracteristicas de los procesos de involucran en:

a) Métodos basados en procesos Fisicoquimicos

b) Métodos basados en procesos bioldgicos

Estos métodos se enfocan en la degradacion de los componentes del caucho, asi como en la

eliminacion del azufre presente en la cadena.

2.4.2. Métodos Fisicoquimicos de degradacion de caucho

- Combustion: Las llantas de caucho contiene aproximadamente un 90% de materiales
organicos, los mismo que poseen una alta capacidad cal6rica llegando a valores de 32.6
mJ/Kg (Adhikari, De, & Maiti, 2000), valores superiores a los del carbdn mineral. Es por
ello se han utilizado para la generacién de electricidad y vapor en centrales, sin embargo,
este proceso trae a su vez otro tipo de complicaciones, la principal es la liberacion de gases
contaminantes como NOX, SO4, CO2, CO y demaés gases Yy particulas asociados a procesos
de combustion (Tang Y., Ma, Lai, Zhou, & Chen, 2013). Nuevas investigaciones se estan
Ilevando a cabo utilizando la combustion en atmdsferas anoxicas, o utilizando mezclas de
gases en lugar de aire, ello con el objetivo de cuantificar y reducir las concentraciones de
gases contaminantes desprendido del proceso (Tang Y., Ma, Lai, & Fan, 2015). La pir0lisis

han despertado particular interés debido a su reduccion en las emisiones de carbono, asi
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como la generacion de diversos otros componentes que pueden ser reutilizados en otros
procesos (Wel, y otros, 2019; Liu, y otros, 2018). Sin embargo, el costo operacional y la

inversion para este tipo de plantas es alto. (Jahirul, Rasul, Ahmed, & Ashwath, 2012)

- Recuperacion mecénica: Consiste en la reduccion de las Ilantas desechadas a pequefias
particulas mediante el uso de rodillos especializados a temperaturas altas, cercanas al punto
de ebullicion del agua, lo que permite homogeneizar y generar nuevas laminas de caucho
las que pueden ser utilizadas para la manufactura de nuevos productos (Adhikari, De, &
Maiti, 2000).

Recuperacidn Termo mecanica: Consiste en la aplicacion de calor durante la reduccién

del material, para lo que se utiliza equipamiento especializado (Figura 7), las que

consisten de un tornillo giratorio (Seghar, Asaro, Rolland-Monnet, & Ait Hocine,

2019).
Tolva Bomba vacio
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Figura 7. Extrusora para la recuperacion de caucho (Seghar, Asaro, Rolland-Monnet, & Ait Hocine, 2019)

Este proceso involucra el uso de calor para el rompimiento de enlaces Carbono-Azufre
(C-S), Azufre-Azufre (S-S), intentando dejar la matriz, enlaces Carbono-Carbono (C-

C), intacta. Sin embargo, es un proceso particularmente dificil debido a que la energia
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necesaria de disociacion de los enlaces anteriores es similar, como se puede observar
en la Tabla 3.

Tabla 3. Energia de disociacion de enlaces dentro de la matriz de caucho (Adhikari, De, & Maiti, 2000)

Tipo de Enlace Energia de disociacion de

enlace (kJ/mol)

C-C 370
C-S 310
S-S 270

Finalizando el proceso se obtiene una matriz de caucho que puede ser utilizada para la
fabricacion de nuevos instrumentos, sin embargo, las caracteristicas finales son

moderadamente diferentes, destacando la pérdida de flexibilidad.

Tratamientos criogénicos: Consiste en la utilizacion de nitrogeno liquido en particulas

de caucho vulcanizado, con la finalidad de poder reducir ain mas el tamafo de particula
por molienda, llegando a rangos menores a 0.1 milimetros (Adhikari, De, & Maiti,
2000; Burford, 1981). El proceso finaliza en particulas de pequefio tamafio las mismas
que luego pueden ser combinadas con caucho no vulcanizado y formar parte de nuevos
materiales, sin embargo, este proceso requiere de maquinarias adicionales, las que
permitan una separacion y seleccion de los componentes de acuerdo con su tamafio y

una disminucion de tamafio antes de iniciar el proceso.

- Recuperacién quimica: Consiste en la adicion de diversos componentes quimicos los que
brindandoles las condiciones necesarias terminan rompiendo los enlaces S-S del caucho
vulcanizado (Rajan, Dierkes, Joseph, & Noordermeer, 2006). Se utilizan una serie de
componentes quimicos, con particularidades similares y capaces de reaccionar con el
caucho sin romper la cadena principal de carbonos del polimero (Adhikari, De, & Maiti,
2000). La principal barrera a la que se enfrentan estos métodos se encuentra en la viabilidad
econdmica, debido a los costos de los componentes quimicos a utilizar. Muchas de estas
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reacciones necesitan de condiciones especiales para que puedan darse (temperaturas
elevadas y altas presiones), asi mismo esto significa un alto costo energético para resultados
moderadamente aceptables (Rajan, Dierkes, Joseph, & Noordermeer, 2006). Actualmente
se vienen desarrollando nuevos procesos, los mismos que incluyen la adicion de nuevos
productos quimicos ademas de la combinacion con métodos anteriormente descritos
(Saputra, Walvekar, Khalid, Shahbaz, & Ramarad, 2019; Dubkov, Semikolenov, Ivanov,
Babushkin, & Parmon, 2012). Estas modificaciones hacen del proceso quimico una opcién
viable, principalmente cuando es combinada con métodos termo mecéanicos, sin embargo,
se necesita de maquinaria especializada, asi como personal técnico capacitado capaz de
Ilevar un control pormenorizado de las condiciones de reaccion y de funcionamiento del

sistema a fin de evitar que el proceso sea vea interrumpido o falle.

2.4.3. Meétodos Bioldgicos de degradacion de caucho

Se han reportado diversos microorganismos bacterianos capaces de generar rutas metabolicas
utilizando como unica fuente de carbono polimeros encontrados dentro de la composicién
del caucho (Rose & Steinbtichel, 2005; Shah A. A., Hasan, Shah, Kanwal, & Zeb, 2013).
Con la llegada del cultivo en placas de agar-latex (Spence & Niel, 1936) se pueden distinguir
dos tipos de bacterias. Las primeras son bacterias capaces de formar halos de color
blanquecino transparente alrededor de las colonias (Chia, y otros, 2014), mismos que se
deben a la capacidad de la cepa de degradar caucho mediante la excrecion de enzimas las que
descomponen el polimero llegando a componentes menos complejos. Las segundas
corresponden a bacterias sin la capacidad de producir halos (Linos A. , y otros, 2000), estas
muestran dificultad de crecimiento en agar latex, pero resultan ser las bacterias con mejor
desempefio en degradacion y necesitan de un contacto directo con el polimero a degradar
para expresar crecimiento. En su mayoria son bacterias pertenecientes al filo de
actinomicetos (Shah A. A., Hasan, Shah, Kanwal, & Zeb, 2013).

Son diversos los trabajos que han logrado aislar con éxito organismos, en su mayoria de

suelo, de botaderos o de llantas expuestas en condiciones ambientales por un prolongado
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periodo de tiempo (Imai, Ichikawa, Kasai, Masai, & Fukuda, 2010; Chia, y otros, 2014;
Nawong, Umsakul, & Sermwittayawong, 2018), sin embargo, algunos otros han utilizado

consorcios (Linos A. , y otros, 2000).

Se desconoce la ruta metabolica utilizada por los organismos, sin embargo, se han hecho
diversos analisis de las posibles interacciones bioldgicas con el compuesto.

Las primeras aproximaciones las brindé Tsuchii, Suzuki y Takeda (1985), el cual propuso
una oxidacion de la cadena polimérica generando una ruptura y la consecuente conformacion
de un polimero con un mayor potencial de ser utilizado como fuente de carbono, véase Figura
8.

ﬂllla ﬂllla cllla
—~CH,— C = CH—CH,~CH,—C:-CH—CH,~ CH, — C =CH—CH, -

W o
~CH,~ C=CH-CH,~CH,~C=0 +0=CH-CH,— CH,-C= CH-CH,-

Figura 8. Ruta de degradacion propuesta por Tsuchii, Suzuki y Takeda (1985)

Sucesivos estudios permitieron la generacion de una ruta de degradacion hipotética, pero a
mayor detalle, disefiada para los principales organismos degradadores (Rose & Steinbiichel,
2005). En esta Gltima ruta se aplicaron los descubrimientos descritos por Rose y otros (2005)
y Brazz y otros (2004) mismos que explicaron la posible degradacion de caucho a partir de
la accién de enzimas extracelulares excretadas con el objetivo de generar particular con
menor complejidad y susceptibles al ataque bacteriano. En este estudio se confirmé lo
descrito por Tsuchii, (1985) llegando a una oxidacion de las moléculas, al rompimiento de
las cadenas poliméricas y a la formacion de grupos cetonicos producto del proceso.
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Se puede observar la degradacion de caucho con algunos de los siguientes métodos:

2.4.4. Ensayos para la identificacion de la degradacion

2.4.4.1.  Analisis con reactivo de Schiff

La degradacién de caucho da como componentes finales aldehidos y cetonas (Shah A. A.,
Hasan, Shah, Kanwal, & Zeb, 2013), los cuales pueden ser medidos mediante indicadores
quimicos. Para la deteccion y determinacion de los aldehidos se usa el reactivo de Schiff
(Bhattacharya, 1954).

Se puede evidenciar de dos maneras: una es coloreando la superficie de la matriz de caucho,
esta se realiza sacando un pequefio pedazo de muestra de caucho y se pone en una botella
que debera estar herméticamente cerrada, se agrega 10 ml del reactivo de fucsina y se espera
de 10 a 30 minutos, el color parpura se deberd retirar de la muestra blanco descartando el
reactivo en exceso y agregando 10 ml de una solucion de sulfito (Linos A. , y otros, 2000;
Linh, y otros, 2017).

La segunda manera es coloreando un sobrenadante, si es que se realiza la degradacion en
medios de cultivo liquido, se colecta un pequefia cantidad de medio, la muestra debera ser
centrifugada a 1000 RPM durante 15 min, luego unas pocas gotas del sobrenadante se
mezclan con cloroformo en volimenes iguales, y se deja secar a temperatura ambiente en un
portaobjetos limpio, luego unas pocas gotas del reactivo de Schiff se agregan y se puede
observar la formacién del color parpura (Roy, Das, Banerjee, & Bhowmick, Comparative
studies on rubber biodegradation through solid-state and submerged fermentation, 2006;
Kanwal, Shah, Qayyum, & Hasan, 2015).
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2.4.4.2.  Evolucidn de la respiracion microbiana

Toda actividad microbiana relacionada a la degradacion de componentes libera CO>
(Puechner, Mueller, & Bardtke, 1995), el cual puede ser medido de distintas maneras, la mas
conocida es la Evolucion de CO que se mide usando el Test de Sturm modificado (Muller,
Augusta, & Pantke, 1992). El cual nos da informacién directa sobre la transformacion de la

cadena de carbono del polimero en CO> (Berekaa, Linos, Reichelt, Keller, & Steinbiichel,

2000). En la Figura 9 se puede ver el esquema para el Test de Sturm.

<&

Bomba
de Aire

Trampa Trampa Frasco de Trampa Trampa
de COZ de COZ evaluaCif)n de COZ de C()2

Figura 9. Esquema del Test de Sturm (Shah A. A., Hasan, Shah, Mutiullah, & Hameed, 2012)

El Test de Sturm es una prueba en presencia de oxigeno (Larson, Hansmann, & Bookland,
1996), por lo que se necesita una bomba de aire y 6 frascos por bateria de pruebas. Se empieza
con una trampa de CO> de hidréxido de sodio (NaOH) al 10 M 0 5 M, esta funciona como
un depurador de aire evitando que el CO> que pueda entrar por accion de la bomba de aire
interfiera con el proceso de degradacion. Le sigue otra trampa de CO> con hidréxido de bario
(Ba(OH)2) a 0.0125 M, su funcion es ser un control para evidenciar si hay o no paso de COa,
después esté el frasco de degradacion, en el caso de degradacion se tiene el medio de cultivo,
los microorganismos degradadores y el compuesto que sera fuente de carbono. Finalmente

le siguen los frascos donde se recolecta el CO, producido la degradacion bacteriana. El
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contenido de los mismos se procede a titular con &cido clorhidrico (HCI) al 0.1 M (Calmon,
Dusserre-Bresson, Bellon-Maurel, Feuilloley, & Silvestre, 2000; Nawong, Umsakul, &
Sermwittayawong, 2018; I1ISO 9439, 1999).

2.4.4.3. Andlisis de imagenes de microscopia electronica de barrido

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido sirven para poder observar como los
microorganismos interaccionan con la superficie 0 como esta varia de acuerdo a diversos
tratamientos (Mason, Randhawa, Watson, Friedman, & Cheeptham, 2016; Rose, Tenberge,
& Steinbiichel, 2005).

La preparacion de las muestras es sencilla puesto que solo se necesita que estén deshidratados
para una mejor captura de la morfologia del material a observar, esta puede ser con
compuestos externos (Seviour, Pethica, & McClure, 1984) o dejandolo secar a temperatura

controlada o ambiente.
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Capitulo 3. METODOLOGIA
3.1 Tipo de Investigacion

Tipo: Observacional No Experimental

Nivel: Descriptivo
3.2. Campo de verificacion

La presente investigacion se realizo en el laboratorio F-405 de la Universidad Catolica de

Santa Maria ubicada en la ciudad de Arequipa.
3.3. Determinacion de la poblacion, muestra y muestreo

Poblacién: Consorcio bacteriano del neumatico en descomposicion seleccionado de los
alrededores del rio Socabaya.
Muestra: Fragmentos de llanta (Figura 15)

Muestreo: Por Conveniencia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
INT CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

3.4. Técnicas e instrumentos para la recopilacion de datos

Ubicacion y delimitacion de
la zona de muestreo

Recoleccion de muestras

Aclimatar microorganismos

con potencial
biodegradador de caucho

Cultivo de los
microrganismos de las
muestras de caucho

Comprobacién de la
degradacion mediante cultivo
en placa y reactivo de Schaff

Construccion de las baterias
de prueba

Evaluacion de la capacidad

degradativa del consorcio Evaluacién del CO:2

microbiano en la degradacion producido por la degradacién
de caucho de caucho

Evaluacion de las imagenes
del microscopio electronico
de barrido

Identificaciéon del consorcio
bacteriano capaz de degradar
caucho

Realizacion de pruebas de
metagendomica

Figura 10. Diagrama de Flujo de métodos y actividades
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3.5. Materiales

3.5.1. Material de toma de muestra

= Cooler25L
= Navaja
= Frascos de plastico 200 ml

=  Gel pack

3.5.2. Material de Vidrio

= Placas Petri de 13”

= Matraces de 100 ml, 250 ml, 500 mly 1 L
= Pipetasde 1 ml, 2ml, 5mly 10 ml

= Beaker de 100 ml

= Frascos autoclavables de vidrio de 100 ml
= Varillas de vidrio

= Probetas de 50 ml'y 100 ml

= Bureta de 50 ml

= Pipetas Pasteur

= Porta objetos

= Cubre objetos

= Embudo

»= Bagueta
3.5.3. Material de laboratorio
= Asa de siembra

= Micropipetas de 10 a 100 pl y de 100 a 1000 pl
= Parafilm
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=  Gradillas

= Tubos Eppendorf de 15 ml

= Cintas de pH

= Tapones de jebe

= Mangueras hidraulicas de pléastico
= Papel absorbente

= Espétula

= Tips para micropipeta de 10 a 100 pl y de 100 a 1000 pl
» Piseta de 500 ml

= Guantes de nitrilo

» Mascarillas

= Aceite de inmersion

= Papel filtro rapido

= Filtros de jeringa (0.2 um)

=  Cdamara de Neubauer

3.5.4. Reactivos de Laboratorio

= Agar Bacterioldgico

= Fosfato dihidrogenado de potasio
» Fosfato monohidrogenado de potasio
= Cloruro de sodio

= Cloruro de calcio

= Sulfato de hierro

= Sulfato de amonio

= Sulfato de magnesio

= Extracto de levadura

= Peptona

= Hidroxido de sodio

» Hidroxido de bario
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= Acido Clorhidrico

» Reactivo de Schiff

= Cloroformo

= Cristal violeta

= Safranina

* Lugol

= Alcohol isopropilico

= Agua destilada

3.5.5. Equipos

» Incubadora con agitacion orbital TUO-120 MRC

= Incubadora microbioldgica J.P. Selecta

= Autoclave Witeg

= Microscopio trinocular con cdmara ACCU-SCOPE 3013-LED
» Refrigeradora OSTER

» Balanza analitica Adventure ohaus

= Balanza digital Scale 200 gr (0.01 gr)

= Bomba de aire Marca Marina

3.5.6. Otros
= Taladro

= Extensiones de electricidad
= Google Earth para Windows 10
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3.6. Métodos

3.6.1. Aclimatacion de microorganismos con potencial biodegrador de caucho

Se reconocio el lugar de muestreo en el rio Socabaya basado en la observacion de las
siguientes caracteristicas: la presencia de llantas de caucho que se encuentren enterradas o
sumergidas de manera parcial o total, presencia de fracturamientos o deformaciones en las
superficies de las llantas, la presencia de residuos solidos en las cercanias, presencia de
cuerpos de agua en las zonas aledafas al punto a monitorear, colonizacion y/o presencia de
organismos vegetales o animales adheridos a la llanta. Debido a que existe mayor posibilidad
de encontrar microorganismos degradadores en ambientes con presencia o saturacion de agua
que en ambientes terrestres (Leahy & Colwell, 1990; Krishnaswamy & Ahongsangbam,
2017).

Una vez ubicado el punto de monitoreo se procedio a la recoleccion de la muestra. Se realizo
un corte a la superficie de la matriz de la Ilanta de caucho, de forma que una pequefa parte
fue desprendida, que fue almacenada en frascos de plastico estériles para toma de muestras
previamente codificados y depositados en un Cooler con gel pack para mantener la cadena

de frio. Finalmente, las muestras fueron conducidas al laboratorio para su procesamiento.

Se prepar6 un litro de medio de sales minerales (MSM) descrito por Kanwal y otros (2015),
el cual se encuentra compuesto por fosfato di hidrogenado de potasio (KH2PO4) 0.04 g/L,
fosfato mono hidrogenado de potasio (K2HPOg4) 0.5 g/L, cloruro de sodio (NaCl) 0.1 g/L,
cloruro de calcio (CaCl;*2H,0) 0.002 g/L, sulfato de amonio ((NH4)2S04) 0.02 g/L, sulfato
de magnesio (MgSO4*7H,0) 0.2 g/L, sulfato de fierro (FeSO4) 0.001 g/L, con un pH de 7.

Se procedi6 al cultivo de las muestras recolectadas en el medio antes descrito por un periodo
de 7 meses, dentro de los cuales se realizo la comprobacion de la degradacion mediante el
uso del reactivo de Schiff (Shah A. A., Hasan, Shah, Mutiullah, & Hameed, 2012; Rose &

Steinbtichel, 2005), para lo que se retir6 100 pl del matraz de degradacién y se mezcld con
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100 pl de cloroformo, se dejo secar a temperatura ambiente, y se afiadié una gota del reactivo.
Ademas, se realiz6 su cultivo en medio nutritivo (Vorquimica, 1981) con el objetivo de
comprobar la presencia microbiana. Se realizd un frotis en las Placas Petri previamente
preparadas con medio nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Se separaron las
diferentes colonias, por su forma de crecimiento, en tubos Eppendorf autoclavados y se
procedio a cultivar el contenido de cada vial en agar nutritivo para luego realizar la tincion

de gram a cada colonia resultante.

3.6.2. Evaluacion de la capacidad degradativa de caucho del consorcio

microbiano

De acuerdo con la metodologia propuesta en la ISO 9439 (1999) se procedio a la construccion
del sistema de evolucion de CO, mismo que se baso en el disefio propuesto por Shah, Hasan,
Shah, Mutiullah & Hameed (2012) y tuvo como objetivo poder evaluar la capacidad

degradativa del consorcio microbiano.

Se prepararon 3 baterias de pruebas (3 pruebas y 3 blancos), cada una compuesta por 8 frascos
autoclavables de 100 ml y dos matraces de 100 ml divididos en dos grupos (cada grupo
compuesto por 4 frascos y un matraz) los mismos que fueron codificados con la
conformacién especificada en la Tabla 4. Cada sistema fue sellado con tapones de jebe de
alta densidad conectados entre si con varillas de vidrio y mangueras hidraulicas. Se esterilizd
el sistema antes de ser puesto en funcionamiento. El caucho triturado fue donado por la
empresa Reencauchadora RELINO S.A. y fue tamizado en Tamiz N° 20.

Tabla 4. Conformacion de la bateria de pruebas

Bateria Trampa Trampa Frasco de Evaluacion Trampa Trampa
deCO2 deCO2 deCO2 deCO2
Prueba NaOH  Ba(OH) Medio MSM, Ba(OH), Ba(OH)

microorganismos, matriz de

caucho
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Blanco NaOH Ba(OH). Medio MSM, microorganismos Ba(OH). Ba(OH):

Las concentraciones de cada solucion estan especificadas en la Tabla 11 del Anexo 4, se
usaron dos botellas de vidrio de 4 litros para la preparacién de las soluciones a usar en toda
la prueba, cada una de ellas fue titulada con HCI 1M al inicio del experimento para conocer

Su concentracién exacta.

En la Figura 11 se puede observar la configuracion de un sistema de degradacion, el que se
rellend de la siguiente manera: cada frasco de la primera columna con NaOH al 5 M, la
segunda columna con Ba(OH). al 0.0125 M, la tercera columna corresponde al matraz de
evaluacion que contuvo los microorganismos junto con el caucho en medio MSM para la
prueba o en caso de ser blanco, el caucho y el medio MSM. Finalmente, los frascos de la

cuarta y quinta columna fueron rellenados con Ba(OH). 0.0125 M.

Se preparé 600 ml de NaOH 5M, y 8 Litros de Ba(OH), 0.0125 M, siendo estos guardados

para todo el proceso de evaluacion.

Filtro de
jeringa

Bomba
de Aire H
(| O (3) (1] (5 |
NaOH Ba(OH), Matraz de Ba(OH), Ba(OH),
5M 0.0125 M degradacion ~ 0.0125 M 0.0125 M

Figura 11. Prueba de Sturm modificada

Se calculo la cantidad tedrica de didxido de carbono (CO2 Th) presente en el matraz de
degradacion luego de afadido el caucho, el cual simula la conversion total de carbono
orgénico en CO». Véase Ecuacion 1.
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CO,Th = XV ><44
2 = Pc LXT

Ecuacion 1. Cantidad Tedrica de CO2

Donde:

CO,Th es la cantidad de CO, tetrica en mg.

p. €s la concentracion de carbono organico del caucho en el matraz de evaluacién en mg/Lt.
V., es el volumen de la solucidn de ensayo en litros (Lt).

44 y 12 son la masa molecular del diéxido de carbono y del carbono respectivamente, estos

datos sirven para obtener la cantidad de dioxido de carbono a partir del carbono orgéanico.

Una vez armadas todas las baterias de pruebas, se ubicé cada prueba dentro de una incubadora
con agitacién orbital, la cual funcioné a 150 RPM y 35 °C, con una aireacién de 50-100
ml/min (1ISO 9439, 1999), durante toda la prueba, y una concentracion inicial de 1.34x10’
Bacterias/ml, en la Figura 12 se puede observar la disposicion de la prueba final.

NaOH

Ba(OH), Prueba 2

Z:EZZ: Blanco 2
// / Prueba |
NS

/ ‘ Blanco |
Bomba  Filtro Dricha 3
de aire

Blanco 3

Figura 12. Esquema de disposicion de la prueba
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Cada 2 dias inicialmente y luego cada 5 dias el frasco de la cuarta columna fue retirado y
reemplazado por los frascos de la quinta columna, y esta Gltima fue renovada con Ba(OH)a.
El frasco retirado fue filtrado y titulado con HCI 0.1M vy fenolftaleina, para lo que se tomo
una alicuota de 10 ml y el gasto final fue anotado. El procedimiento se hizo tanto para la
prueba como para el blanco. Se analiz6 la produccion de CO> de acuerdo con la Ecuacién 2.

N {2cBa XVpa . Vot
§ GX Vs,

Ecuacion 2. Produccion de CO2

}CHa X 22

Donde:

m, es la masa de COz en mg retenida en las trampas de COx.

Cg, €s la concentracion de Ba(OH)2 en mol/Lt.

Vg €s el volumen en ml de Ba(OH)2al inicio.

Cyc; €s la concentracion de HCI en mol/Lt.

V, es el volumen en ml de HCI usados para la titulacion de Ba(OH)..
Vg es el volumen en ml de Ba(OH)2 antes de la filtracion.

Vg, €s el volumen en ml de la alicuota de Ba(OH)..

22 es la mitad de la molaridad del COx.

Con el dato de CO: retenido, en mg, se procedio a calcular el porcentaje de biodegradacion

o también conocido como la evolucion del CO, de acuerdo con la Ecuacion 3.

Lmp—Xmp oo
CO,Th

Ecuacion 3. Porcentaje de Biodegradacion

D, =

Donde:

D,, es el porcentaje de biodegradacion.
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Y. mp es la masa en mg de CO> liberado en el matraz de evaluacion usado como prueba,
desde el comienzo hasta el final.
Y. mg es la masa en mg de CO; liberado en el blanco, desde el comienzo hasta el final.

CO,Th es la cantidad de CO, tedrica en mg.

Terminada la prueba se procedid a hacer tincion de gram de los matraces de degradacion
evaluados y a retirar los pedazos de caucho de los matraces de evaluacion, los que secaron a
temperatura ambiente para su posterior analisis con imagenes de microscopia electronica de

barrido.

Asi mismo, durante el periodo de funcionamiento del sistema se cuantifico el crecimiento
microbiano mediante conteo de microrganismos en camara de Neubauer con profundidad de
0.02 mm, dividida en 25 grupos de 16 cuadrados (Bruno, Bartelli, Rodrigues, & Briones,
2018; Baena-Ruano, y otros, 2006), usando el microscopio trinocular ACU-SCOPE 3013-
LED en aumento objetivo de 40x y oculares de 15x, en contraste de luz blanca. Para lo que
cual se tomo una alicuota de 1 ml cada 2 a 5 dias dependiendo de la fase en la que se
encontraba el sistema (1ISO 9439, 1999).

3.6.3. Identificacion molecular del consorcio bacteriano capaz de degradar

caucho

De las muestras obtenidas del consorcio bacteriano se realizd la secuenciacion de alto
rendimiento (secuenciamiento metagendmico) del gen 16S ARNr y un analisis
bioinformatico en el laboratorio de genética de la Escuela Profesional de Biologia de la
Universidad Nacional de San Agustin.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, Aclimatacion de microorganismos con potencial biodegradador de

caucho

Se recolectdé muestras en las areas cercanas al rio Socabaya, debido a que la zona cumplia
con los pardmetros descritos por Linos y otros, (2000) donde mencionan que se puede aislar
organismos degradadores de caucho de agua que se encuentre en contacto con llantas por
largos periodos de tiempo. Estudios adicionales demostraron la presencia de organismos en
tierra contaminada con caucho (botaderos con llantas, botaderos mixtos con residuos sélidos
y llantas) (Nawong, y otros, 2018; Srivastva, y otros, 2015). Todos los estudios observados
poseen caracteristicas similares, la presencia de llantas antiguas abandonadas y que poseen
algun tipo de contacto con suelo 0 agua en sus alrededores, y adicionalmente la interaccién
con residuos o sustratos adicionales por periodos de tiempo prolongado. En la Figura 13 se
puede observar la localizacion del punto de muestreo, al que le corresponden las siguientes
coordenadas: latitud 16°28°46” S y longitud 71°32°24” O, a 2250 m.s.n.m. El neumatico
muestreado corresponde a una llanta de bicicleta (Figura 14), donde se evidencio la presencia
de fracturas superficiales, las mismas que fueron colonizadas por larvas de insectos, signos

de haber estado a la intemperie por un periodo de tiempo prolongado (Figura 38 y Figura 39).
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Figura 14. Llanta sumergida en el rio Socabaya
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Se recolectaron satisfactoriamente dos muestras de caucho, usando una navaja y frascos de
plastico estériles. Posteriormente se colocaron en un Cooler con gel packs para conservar en
cadena de frio y fueron trasladadas al laboratorio. Las muestras recolectadas fueron
sembradas en medio de sales minerales (MSM), durante un periodo de 7 meses, en un

agitador magnético (Figura 15).

El uso de MSM se encuentra reportado dentro de normativas internacionales como un medio
ideal para el crecimiento de bacterias en procesos de degradacion de distintas fuentes de
carbono (ISO 9439, 1999). Se ha reportado su uso en la degradacion de compuestos como
hidrocarburos alifaticos y ciclicos como n-Hexadecano (Mishra & Singh, 2012), fenoles
(Kilig, 2009), organoclorados (Hexa-cloro-ciclohexano) (Kumar D. , 2018), dicloro difenil
tricloroetano (Fang, Dong, Yan, Tang, & Yu, 2010), organofosforados (Yafiez-Ocampo, y
otros, 2009), colorantes (El-Bouraie & EI-Din, 2016), caucho (Shah A. A., Hasan, Shah,
Kanwal, & Zeb, 2013), etc. Asi mismo se han logrado cultivar de manera satisfactoria
bacterias degradadoras de caucho mediante el uso de medios de sales minerales
suplementados con este compuesto como Unica fuente de carbono (Linos A. , y otros, 2000;
Srivastva, y otros, 2015; Bosco, y otros, 2018). Estudios realizados para la optimizacién de
la degradacion de caucho de las cepas bacterianas Bacillus sp. y Bacillus sp. cepa S10
(Kanwal, y otros, 2015; Lao, de Toledo, & Shim, 2018) demuestran la gran efectividad del
medio para el desarrollo de bacterias. Asi mismo se ha podido realizar aislamientos exitosos
de bacterias degradadoras de caucho con el uso de este medio (Chia, y otros, 2014; Nawong,

Umsakul, & Sermwittayawong, 2018).
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Figura 16. Placa de cultivo inicial
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Pasado el tiempo de incubacién, se comprobd la presencia microbiana, mediante el frotis de
una alicuota de MSM en medio nutritivo, observando un crecimiento positivo tal y como se
evidencia en la Figura 16, reconociendo 5 tipos de colonias microbianas con patrones de
crecimiento diferentes, las colonias 1 y 2 tenian una forma de crecimiento circular, las
colonias 3, 4 y 5 tenian una forma de crecimiento plano, de consistencia viscosa. Cada colonia
fue luego cultivada por separado (Figura 17 a Figura 21), del analisis del crecimiento y de
las diversas tinciones de Gram, se pudo encontrar similitud entre las formas de desarrollo de
las colonias, siendo en mayoria bacterias con formas de bacilos gram positivos con la
capacidad de formar cadenas y bacilos gran negativos con una ligera forma de coma (Figura
22 y Figura 23). Segun Birke, y otros (2017) la mayoria de las bacterias capaces de degradar
caucho y producir las enzimas oxigenasas de caucho son gram negativas, sin embargo, se ha
evidenciado degradacion tanto de bacterias gram positivas (Shah A. A., Hasan, Shah,
Kanwal, & Zeb, 2013). Se distinguen dos tipos de bacterias degradadoras dependiendo de la
estrategia de colonizacion aplicada; el primer grupo comprendido por bacterias que pueden
degradar caucho mediante la excrecion de enzimas extracelulares y que no necesitan de un
contacto directo obligatorio para poder desarrollarse, y el segundo grupo comprendido por
bacterias que necesitan un contacto estricto con el polimero a degradarse para tener un
crecimiento efectivo y que ademas no son capaces de expresar crecimiento en placa, siendo
estas Ultimas las que poseen mayor capacidad de degradar caucho (Jendrossek & Birke,
Rubber oxygenases, 2019). Sin importar la estrategia de colonizacion de las diferentes
bacterias los metabolitos finales de degradacion son siempre muy similares (Roy, Das,
Banerjee, & Bhowmick, Comparative studies on rubber biodegradation through solid-state
and submerged fermentation, 2006) constituyendo en su mayoria aldehidos y cetonas con
diferentes tamarios de cadena (Chengalroyen & Dabbs, 2013).
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Figura 19. Cultivo de la Colonia N°3 Figura 20. Cultivo de la Colonia N°4
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Figura 22. Tincion de gram 100x
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Figura 23. Tincion de gram 40x

Finalmente se llevd a cabo la comprobacion cualitativa de metabolitos de degradacion con el
reactivo de Schiff, en la Figura 24 se puede apreciar la coloracion a rosa purpura indicando
la presencia de los grupos funcionales aldehidos y cetonas en el matraz de degradacion. El
cambio de color del reactivo de Schiff a una coloracion rosa magenta se da Unicamente en
presencia de grupos aldehidos (CHO) y cetona (CO) (Andler, y otros, 2018; Marchut-
Mikotajczyk, y otros, 2019). Andler, y otros (2018) asi como Vidya y Growther (2019)
reportaron resultados de esta prueba como un indicio de reduccion positiva de caucho,
independientemente de los microorganismos utilizados, siendo este tipo de prueba
comunmente utilizada en sistemas biol6gicos de degradacion de caucho debido al tipo de
metabolitos que se produce luego de la degradacion (Shah A. A., Hasan, Shah, Kanwal, &
Zeb, 2013). Aunque todavia se desconoce la ruta de degradacion exacta, Lihn, y otros (2017)
propusieron la ruta de formacién de aldehidos y cetonas por actividad enzimatica a partir de
la degradacion del caucho o (poly(cis-1,4-isopreno), misma que se teorizé posible mediante
una oxidacién de la cadena polimérica permitiendo el ingreso de oxigenos dentro de la cadena
y fraccionandola en componentes cada vez mas pequefios y con grupos quimicos
correspondientes a aldehidos y cetonas por actividad enzimatica (Figura 25).
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Figura 24. Coloracion con reactivo de Schiff
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Figura 25. Formacion de aldehidos y cetonas por degradacion del caucho (Linh, y otros, 2017)
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4.2. Evaluacion de la capacidad degradativa del consorcio microbiano

La curva de crecimiento fue trazada a partir de las observaciones en camara de Neubauer
(Figura 26) para los periodos establecidos de acuerdo con la metodologia (1SO 9439, 1999).
La Figura 27 muestra la curva de crecimiento del consorcio cultivado en medio MSM A 35°C
a 150 RPM, condiciones similares fueron reportadas por los siguientes autores: Ismail, y
otros (2013), Nawong, Yy otros (2018), Kanwal y otros (2015), Chia y otros (2014), Shah, y
otros (2012).

Se observé el desarrollo de la fase exponencial hasta el dia 4 de la experimentacion, seguido
por una fase estacionaria que se desarrolld hasta el dia 25, para el dia 27 se evidenci6é un
decrecimiento en el conteo de microrganismos y nuevamente un aumento para el dia 33. La
produccion sostenida de aldehidos y cetonas desprendidos de la degradacion de caucho
(Linh, y otros, 2017) puede haber generado este tipo de comportamiento debido a la ligera
toxicidad presentada de algunos tipos de estos compuestos sobre la vida microbiana
(Kunjapur & Prather, 2015) y al ligero cambio en las condiciones quimicas del ambiente.
Esto a su vez podria haber ocasionado un proceso de sucesion microbiana favoreciendo la
reproduccion de cepas capaces de degradar estos nuevos sustratos que se encontraban
formando parte del consorcio y de la misma forma activando nuevas interacciones entre los

microorganismos (Mikeskovéa, Novotny, & Svobodova, 2012)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Rk UNVERSIDAD

* CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

Figura 26. Microorganismos en la camara de Neubauer
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Figura 27. Curva de crecimiento microbiano
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El método de respiracion microbiana o formacion de CO2 es muy usado para medir la
degradacidn en laboratorio, la cual nos da una medida mas exacta de la transformacion del
polimero en un producto menos dafiino (Pagga, Schéfer, Muller, & Pantke, 2001), estando
este método estandarizado en la 1ISO 9439 (1999). Para ello se adapt6 un sistema que fue
esterilizado previo a su funcionamiento para evitar alteracion por contaminacion y sellado
con Parafilm, sistema que fue utilizado previamente por Shah, y otros (2012) para la
degradacion de piezas de guantes de latex. En la Figura 28, se puede apreciar el resultado
final del sistema de aireacion que contaba de una bomba de aire, mangueras hidraulicas,
divisores regulables de aire y un filtro de jeringa para evitar el ingreso de microorganismos

al sistema.

Figura 28. Sistema de aireacion

En la Figura 29 podemos observar las conexiones realizadas con mangueras hidraulicas y el
sistema dentro del shaker orbital. La cantidad de caucho introducido fue de 0.5% p/v, por lo
que el CO; tedrico (Ecuacion 1) en el sistema fue de 183,33 mg de CO.. En el Anexo 3 se
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pueden observar mas fotografias del sistema de degradacion de caucho completo y

funcionando.

Figura 29. Sistema de degradacion

En la Tabla 12 a la Tabla 18 del Anexo 4, se puede apreciar los datos recolectados en el
desarrollo de toda la prueba siendo el resultado final expresado en miligramos de CO:
producida por ensayo. Al finalizar el ensayo se midi6 el pH de todos los matraces para
comprar que no hubo alteracion en el medio de cultivo, el resultado final fue de 7,

demostrando que no hubo alteracion en este parametro.

En la Tabla 5 podemos observar los datos en porcentajes de degradaciéon de las tres
repeticiones, visualizando un incremento significativo del dia 1 al dia 5, sin embargo, este
disminuye conforme avanzan los dias, concordando con la curva de crecimiento descrita
anteriormente. Se realizé una comparacion de medias (Tabla 6) encontrandose un Coeficiente
de Variacion (C.V.) es de 15%, lo cual evidencia similitud en los tres ensayos realizados.
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Tabla 5. Porcentaje de Biodegradacion

Dia Porcentaje de Biodegradacion
Pruebal Prueba2 Prueba3
0 0 0 0
1 0.3 0.24 0.3
3 12 1.8 15
5 1.8 e 15
7 0.6 0.6 0.84
11 0.84 0.6 0.6
15 0.3 0 0
19 0.6 0 0
Total 5.64 4.44 4,74

Tabla 6. Descripcion de la acumulacion de degradacion de caucho

Promedio Desviacion D/P C. V.
4.94 0.6244998 0.126417 12.641696

Donde:
D/P es la division entre la Desviacion Estandar y el Promedio
C.V. es el Coeficiente de Variacion
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Figura 30. Curva de biodegradacion de caucho

En la presente investigacion se registr6 una degradacion de aproximadamente 5% en un
periodo de 20 dias (Figura 30), calculada a partir de lo descrito en la 1SO 9439 (1999). De la
misma manera, en la Tabla 7 se muestran los estudios realizado por Berekaa, y otros (2000)
en donde se usaron guantes de latex de caucho natural sin pretratamiento durante 40 dias se
logré un 4% de degradacion con la utilizacion de la cepa bacteriana Gordonia sp. notandose
la efectividad del consorcio de este estudio, ya que pudo conseguir un porcentaje
moderadamente mayor en a mitad del tiempo de analisis, sin el uso de pretratamientos y con
una matriz de caucho mas compleja, a su vez Nawong, y otros (2018) probaron distintos
sistemas para la degradacion de guantes de latex, obteniendo con un mayor porcentaje el
sistema de cultivo mixto seleccionando con cepas mas eficientes, seguido del consorcio de
cepas aisladas el cual obtuvo un 9.78% en 1 mes, y un menor porcentaje cuando probd el
sistema con una sola cepa, y de la misma forma Linos, y otros (2000) evaluaron la capacidad
degradativa de la Pseudomona aeuroginosa en matrices de caucho natural y sintéticos puros
obtenidos de laboratorio, obteniendo un 35% y 18% respectivamente, para la matriz de
guante de latex vulcanizado y tratado con acetona lograron un 25%. El porcentaje de

degradacidon podria aumentar si la matriz usada es menos compleja y se optimizan las
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condiciones y de acuerdo a cada tipo de bacteria (Kanwal, Shah, Qayyum, & Hasan, 2015),
0 si se probardn cultivos mixtos ya reconocidos por su capacidad degradativa (Nawong,
Umsakul, & Sermwittayawong, 2018), por otro lado, la degradacion puede verse afectada
por los aditivos adicionales de las Ilantas, como los estabilizantes, antimicrobianos y la
misma vulcanizacion de los neumaéticos (Altenhoff, de Witt, Andler, & Steinbdichel, 2019)
siendo estos muy téxicos para los microorganismos (Aboelkheir, Visconte, Oliveira, Filho,
& Souza Jr, 2019).

Tabla 7. Comparacion de porcentaje de degradacion

Tipo de caucho Porcentaje de Referencia
Tipo de Cultivo degradado biodegradacion
: Caucho vulcanizado 0 . Nuestro
Consorcio (Ilanta) 4.96% (20 dias) resultado
Guante de_latex sin 4% (40 dias)
tratamiento
: : Guante de latex
Gordonia sp. strain B todo o 10% (40 dias) (Berekaa, y
Kb2 otros, 2000)
cloroformo

Guante de latex 15 % (40 dias)
tratado con acetona
Cultivo r,nlxto con las 14.67% (1 mes)
cepas mas efectivas

(Nawong, y

Consorcio Guante de latex 9.78% (1 mes) otros, 2018)

Rhodococcus .
pyridinivorans F5 4.89% (1 mes)

Caucho natural 3506 (40 dias)

; concentrado (Li

Pseudomonas y ] inos, y otros,

aeruginosa Caucho sintético 18% (40 dias) 2000)
Guante de latex 25% (40 dias)

Otros estudios probaron degradar diferentes matrices de caucho con microorganismos (Tabla
8) con porcentajes de degradacion mayores que se deben a la menor complejidad de las
matrices de caucho a degradar. Diversos otros estudios de degradacion de caucho usan
pretratamientos con acetona o distintos solventes organicos como Linos, y otros (1999),
Linos y otros (2000), Chia y otros (2014), Berekaa, y otros (2000), Nanthini & Sudesh (2017)
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y Tsuchii & Tokiwa (2001), el uso de estos tiene por finalidad eliminar antioxidantes y demas
otros componentes quimicos afiadidos a las matrices de caucho (guantes o llantas) durante su
fabricacion (Berekaa, Linos, Reichelt, Keller, & Steinbtichel, 2000), asi mismo, estos
pretratamientos influyen en el porcentaje de degradacion en su mayoria haciendolo mas
eficiente. En el presente estudio no se realiz6 ningln pretratamiento quimico ni fisico a la
matriz de degradacion debido a que la poca viabilidad econémica que presenta el uso de los
pretratamientos, lo que para fines del proyecto de investigacion del cual es parte esta tesis es

poco favorable puesto que se plantea un escalamiento del proceso.

Tabla 8. Resumen de bacterias degradadoras de caucho (Chengalroyen & Dabbs, 2013)

Cepas Bacterianas Tipo de caucho degradado Referencia

Gordonia Caucho natural y sintético | (Linos, Steinblichel, Sproer, &

polyisoprenivorans (después de remover | Kroppenstedt, 1999)

antioxidantes), latex natural 2

Gordonia westfalica | Caucho natural y sintético, latex | (Linos A. , y otros, 2002)

Gordonia

polyisoprenivorans

natural 2
Caucho natural y sintético
(después de remover

(Arenskotter,
Berekaa, & Potter, 2002)

Baumeister,

18a,
DSMZ43191,

Actinobacter

Nocardia

calcoaceticus,

Xanthomonas sp.

VH2y Y2K antioxidantes), latex natural #
Streptomyces Caucho vulcanizado (guante) (Bode, Kerkhoff, &
coelicolor y S. griseus Jendrossek, Bacterial

degradation of natural and
synthetic rubber., 2001)

Streptomyces sp. La7

Latex, caucho natural no

vulcanizado

(Gallert, 2000)
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Nocardia sp. 835A Caucho natural y sintético no | (Tsuchii, Suzuki, & Takeda,
vulcanizado, caucho natural | Microbial Degradation of

vulcanizado (guantes de latex, | Natural Rubber Vulcanizates,

bandas, tubos) 1985)
Xanthomonas sp. Latex natural  purificado, | (Jendrossek & Reinhardt,
caucho sintético 2003)

Gordonia sp. Kb2, | Caucho natural y sintético | (Berekaa, Linos, Reichelt,
Kd2 y VH2; | (seguido de remocion de | Keller, & Steinbiichel, 2000)
Micromonospora antioxidantes) 2
aurantiaca W2b;
Mycobacterium
fortuitum NF4

Streptomyces sp. SIG, | Caucho vulcanizado (guantes) | (Heisey & Papadatos, 1995)
S3D, S4C, S4E, S4F y
S4G;  Amycolatopsis
sp. SIA 'y SID;
Nocardia sp. SF3

Nocardia 835A cepa | Caucho vulcanizado (llanta) (Tsuchii & Tokiwa, 1999)
mutante Wh, Rw y Rc

Streptomyces sp.; | Latex de caucho natural (Jendrossek,  Tomasi, &
Micromonospora sp.; Schlegel, 1997b)
Microtetraspora  sp.;

Actinoplanes sp.;

Nocardia sp.;

Actinomadura sp.;

Dactylssporangium

sp.
Streptomyces Caucho sintético (Bode, Zeeck, Plickhahn, &
coelicolor 1A; Jendrossek, 2000)
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Pseudonomas
citronellolis
Gordonia sp. VH2 y | Caucho vulcanizado (Guante) | (Linos A. , y otros, 2000)
Kb2, Mycobacterium
fortuitum NF4
Micromonospora Latex disperso en agar (Linos, Rudolf, Keller, &
aurantica W2b Steinbiichel, 2000)
Actinomadura sp. E6, | Latex disperso en agar, caucho | (Ibrahim, Arenskotter,
Nocardia  farcinica | sintético Luftmann, & Steinbichel
El, 2006)
Thermomonospora
curvata E4 y ES
Pseudonomas sp. Caucho natural y sintético | (Roy, Das, Banerjee, &
(guante) Bhowmick, 2006)
Bacillus sp. SBS® Léatex de caucho natural (Cherian & Jayachandran,
2009)
Streptomyces sp. | Latex disperso en agar (Imai, y otros, 2011)
LCICA4,
Actinoplanes sp.
OR16, Methylibium
sp. NS21
Streptomyces sp., | Latex disperso en agar (Chengalroyen &  Dabbs,
Amycolatopsis Characterization of rubber
orientalis SY6, degrading isolates, 2012)
Methylibium  fulvum
HZ, Pseudonocardia
sp.

a. Crecio sobre el latex extendido directamente en placas, no cuando se disperso en agar. Las

bacterias Gram negativas se resaltan en negrita.
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Terminando el periodo de degradacion, se procedi0 a retirar fragmentos de caucho del matraz
de degradacion para ser secados y proceder con el analisis de microscopia electronica de

barrido, siguiendo la técnica establecida por Rose, y otros (2005).

De la Figura 31 a la Figura 33 se puede apreciar los resultados de las imagenes de microscopia
electrénica de barrido (SEM), de la comparacién de la matriz de caucho sin degradar
(Imégenes de la izquierda) frente a la matriz sometida al proceso de biodegradacion
bacteriana (Imagenes de la derecha). Se puede evidenciar un aumento en la rugosidad y un

aumento en la profundidad y nimero de grietas luego del tratamiento, datos que coinciden

con los reportados por Marchut-Mikolajczyk, y otros (2019), Lao, y otros (2018) y Roy, y
otros (2006)

EHT= 7.00kV Signal A= SE1 Date :24 May 2019 EHT= 7.00kV Signal A= SE1 Date ;24 May 2019
wo= 6.0mm Mag= 102X Time :10:34:53 Wo= 60mm Mag= 102X Time :10:20:11

Figura 31. Matriz de caucho sin degradar (izq.) matriz degradada en 1 mes (der.) 102X
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EHT= 7.00kV Signal A =SE1 Date :24 May 2018 EHT= 7.00kV Signal A= SET Date :24 May 2019
WD = 6.5mm Mag= 140K X Time :10:37:12 — WD= 6.0 mm Mag= T40KX Time :10:22:10

Figura 32. Matriz de caucho sin degradar (izq.) matriz degradada en 1 mes (der.) 1.40 KX

EMT= 7.00 &V Signal A = SE1 Date :24 My 2019 EHT= 7.00kV Signal A= SE1 Date .24 May 2019
WD= 6.5mm Mag= 507KX Time :10:39:32 WD = 6.0mm Mag= 507 KX Time :10:24:28

Figura 33. Matriz de caucho sin degradar (izq.) matriz degradada en 1 mes (der.) 5.07 KX

Donde:

EHT es la alta tension de electrones, se refiere al voltaje a través del cual los electrones aceleran hacia la muestra de
analisis.

WD es la distancia de trabajo, se refiere a la distancia en la cual la muestra a analizar es enfocada

Signal A es la sefial a la cual han sido emitidos los electrones

SE1 son los electrones secundarios tipo 1

Mag es la magnitud de la fotografia

Date es la fecha en la que se tomd la fotografia

Time es la hora en la que se tomo la fotografia
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4.3. Identificacidn del consorcio bacteriano capaz de degradar caucho

Los resultados del secuenciamiento metagendmico con respecto al Orden de los organismos
se muestra en la Tabla 9. El orden bacteriano Burkholderiales se presenta en mayor cantidad
con un 82.65% de las lecturas totales, consoliddndose como la especie dominante dentro del
consorcio, seguido por el orden Rhizobiales con un 9.42%. El resto de los 6rdenes no
superaron el 2% de las lecturas dentro del consorcio, por lo que son consideradas como
especies raras. EI orden Burkholderiales comprende las siguientes familias
Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae, Alcaligenaceae, y Comamonadaceae, las mismas que
pueden ser quimiolitotroficas, fijadoras de nitrégeno, quimioorganitroficas y tienen una
variada distribucion (Garrity, Bell, & Lilburn, 2015). Se ha reportado el uso del orden
Burkholderiales como alternativas de remediacion de una gran cantidad de contaminantes
como petroleo crudo (Tao, y otros, 2017), compuestos organoclorados (Tong, Hu, Li, Chen,
& Lv, 2015), compuestos aromaticos (Pérez-Pantoja, y otros, 2012). Asi mismo se han hecho
analisis a partir de su configuracion genética, permitiendo conocer la presencia de genes
responsables de la remocién de arsénico (Li, Zhang, & Wang, 2014), se encontré ademas que
la mayoria de las bacterias del género Burkholderiales tienen la capacidad de generar enzimas
oxidasas, mismas que varian de acuerdo a las condiciones del hébitat en donde se encuentran
(Pérez-Pantoja, y otros, 2012). Finalmente, este orden ha sido categorizado como organismos
clave dentro de la colonizacion de la capa rocosa, debido a sus caracteristicas
qguimioorganotréficas, encontrandose presentes en la cama rocosa profunda del precambrico

a una profundidad de 2300 metros bajo tierra (Purkamo, y otros, 2015).

El orden Rhizobiales fue descrito por Birke, Rother y Jendrossek (2018) en la degradacion
de caucho mediante la produccion de dos enzimas oxigenasas de caucho (RoxA y RoxB) asi
mismo se ha reportado la misma capacidad en el orden Xhantomonadales con la produccién
de la enzima Rox A, por parte de la cepas bacterianas Xhanthomonas sp. (Schmitt, Birke, &
Jendrossek, 2019). El estudio realizado por Andler, y otros (2019) menciona la gran
capacidad de los actinomicetos en la degradacion del poli(cis-1,4-isopreno) como Unica
fuente de carbono. Finalmente, dentro del orden Sphingomonadales se ha reportado la
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capacidad de las Sphingobacterias para la degradacion del isopreno (Singh, Srivastava, &
Dubey, 2019) ademas de ello las cepas Sphingomonadaceae sp. poseen la capacidad de
desulfuracion de las llantas de caucho (Cui, Zhao, & Wang, 2016). Todos estos géneros

fueron identificados en el consorcio de la presente investigacion.

Los resultados muestran la presencia de una cepa viral microviridae siendo puntualmente el
fago bacteriano microvirus enterobacteria phage phiX174. Este resultado se debe a la técnica
empleada para la deteccion de ADN del secuenciador Illumina, la misma que consiste en la
adicién controlada de entre un 2 a 5% de la secuencia perteneciente a este fago para poder
establecer una distribucion méas homogénea de ADN bacteriano de la muestra (lllumina,
2017), por lo que para este estudio estos resultados no se tomaran en consideracion para su

discusion pero si seran presentados para no alterar los porcentajes finales.

Tabla 9. Identificacion por Ordenes del consorcio de degradacion de caucho

Clasificacion %Total de lecturas*®
Burkholderiales 82.65%
Rhizobiales 9.42%
(Microviridae) 2.44%
Sphingomonadales 1.90%
No Clasificados a nivel Orden 0.79%
Actinomycetales 0.64%
Xanthomonadales 0.57%
Enterobacteriales 0.24%

* Se identificaron 69 categorias, sin embargo, la taba solo muestra el top 8 de 69
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1%

B Delftia tsuruhatensis

B No clasificados a nivel Especie

H Delftia lacustris
Microvirus Enterobacteria phage
PhiX174

B Acidovorax wohlfahrtii

W Bradyrhizobium liaoningense

W Bradyrhizobium pachyrhizi

B Mesorhizobium septentrionale

H Otros

Figura 34. Especies reportadas en el consorcio de degradacion de caucho

En la Figura 34 se puede observar el porcentaje de las especies representativas en el consorcio
bacteriano. La especie Delftia tsuruhatensis se encuentra en el 69% del total de lecturas de
organismos por lo que es considerada como la especie dominante dentro de la presente
conformacién del consorcio de esta investigacion. Esta especie fue descubierta por primera
vez el afio 2003, aislada de un lodo residual de una planta de tratamiento en Jap6n y fue
caracterizada para la mineralizacion de tereftalato, componente principal de los plasticos
(Shigematsu, 2003). Otros estudios describen su efectividad en la degradacion de diversos
compuestos, destacando la remocion de nanoparticulas de metales como el Zinc, el Plomo
(Bautista-Hernandez, y otros, 2012) y oro (Li, y otros, 2018), asi como en la degradacion de
componentes organoclorados complejos dentro de los que se encuentran las Cloroanilinas
(Zhang, He, Chen, & Yu, 2010), componente de estabilizantes frecuentemente utilizados en
la fabricacion de caucho sintético (Backley, 1983). Tanto el Zinc como el caucho sintético
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se utilizan como insumos dentro de la fabricacion de neumaticos, el Zinc es un componente
acelerador para la vulcanizacion (Castro, 2008) y el caucho sintético es parte de la matriz
quimica de las llantas (Carrion Nin, 1999). El segundo grupo de bacterias presentes dentro
del consorcio de este estudio corresponde a la especie Delftia lacustris con una presencia en
el consorcio correspondiente al 4% del total de las lecturas de identificacion genética
arrojadas, esta especie fue reportada por primera vez el afio 2009, como degradadora de
peptidoglicanos presentes en agua fresca, ademas detallando su hibridacion de ADN en
66.2% con la Delftia tsuruhatensis (Jargensen, Brandi, Nybroe, & Hansen, 2009). Estudios
adicionales demostraron su capacidad en la degradacion de naftaleno, fenantreno,
fluoranteno y pireno (Xu, y otros, 2019), también componentes estabilizantes para la
vulcanizacion del caucho (Jiménez Islas, Medina Moreno, & Gracida Rodriguez, 2010).
Anteriormente las cepas del género Delftia han sido reportadas para la degradacién de caucho
(Bohus, y otros, 2010). La tercera especie en el consorcio es la especie Acidovorax
wohlfarhtii, esta especie bacteriana comparte con las dos anteriores la pertenencia a la misma
familia, compuesta por las Comamonadaceae y fue por primera vez descrita en el afio 2000
presente en la pupa de la mosca Wohlfahrtia magnifica (Toth, y otros, 2000). Solo existe un
Unico registro de su utilidad en el medio ambiente en la degradacion de suelos contaminados
con pirenos (Jorfi, y otros, 2017), sin embargo, su pertenencia a la familia Comamonadaceae,
podria suponer que esta bacteria comparte algunas potencialidades en degradacion con las

otras bacterias presentes en este estudio.

La alta presencia de la familia Comamonadaceae nos indica que el medio bajo las
condiciones colocadas y teniendo como Unica fuente de carbono llantas sin pretratamiento es
muy beneficioso para su desarrollo, asi mismo basado en los andlisis de imagenes de
microscopia electrénica, como el de respiracion microbiana y la reaccidon positiva en el
reactivo de Schiff, se puede deducir por lo tanto que estas especies presentan una mayor
interaccion con el polimero, degradandolo parcialmente, esta idea se ve soportada debido a
la capacidad de la familia Comamonadaceae de degradar cloroanilinas (Bathe, 2004) y como

se habia descrito anteriormente estas son componentes de la manufactura de neumaticos.
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Las bacterias pertenecientes al género Bradyrhizobium, fueron reportadas como las mejores
productoras de bioemulsificantes y biotensoactivos, aunque muchas de las propiedades y
aplicaciones de estos compuestos todavia no estan investigados (Franzetti, y otros, 2011), en
el consorcio identificado se encuentran dos especies pertenecientes a este género,
Bradyrhizobium liaoningense y Bradyrhizobium pachyrhizi, con una presencia total de
3.14%, por lo que podriamos inferir que los biotensoactivos producidos por estas bacterias
apoyan en la degradacion de caucho, puesto que la presencia de estos en medios acuaticos
aumentan la disponibilidad de compuestos organicos, razon por la cual son utilizados para
limpiar ambientes contaminados con hidrocarburos (Jiménez-Islas, Medina, & Rodriguez,
2010) y la cadena de carbonos que componen el polimero presente en el caucho presenta
caracteristicas similares a compuestos organicos alifaticos (Camacho Tamara, Reyes Pineda,
& Lozano Bohorquez, 2014). Bacterias que ya fueron reportadas para la degradacion de
caucho comparten esta caracteristica, como las pertenecientes a los géneros: Rhodococcus,
Nocardia y Pseudomonas (Becerra Gutiérrez & Horna Acevedo, 2016), la aplicacion de
biotensoactivos es una solucion atractiva para la resolucion de diversos problemas, puesto
gue estos son seguros ambientalmente y biodegradables (Jahan, Bodratti, Tsianou, &
Alexandridis, 2019).

Debido a la actividad del consorcio, el proceso de degradacion pudo Ilevar a una eliminacion
de diversos componentes presentes dentro de la composicion del caucho (Krishnan &
Saramma, 2005) esto puede deberse a las diversas caracteristicas y capacidades de las cepas
encontradas. Adicionalmente, en el presente estudio se obtuvo un porcentaje de 16% de las
lecturas que corresponden a microorganismos no clasificados a nivel taxa especies, los
mismos podrian cumplir un rol importante dentro del funcionamiento del consorcio
brindando apoyo en la degradacion de componentes que evitaban una degradacion
microbiana o actuando a nivel de la cadena de carbonos del polimero. Experiencias en la
degradacidn de hidrocarburos, muestran una mayor efectividad en su remocién, debido a que
se producen en cooperacion interacciones sinérgicas donde se utilizan nutrientes en la
sintrofia emergente o facilita la obtencion de nutrientes derivados de una primera

degradacién provocando un proceso cooperativo (Cerqueda-Garcia, y otros, 2019). Diversas
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otras experiencias con la utilizacion de consorcios de han desarrollado para otros
componentes recalcitrantes como crisenos (Vaidya, Devpura, Jain, & Madamwar, 2018),
nitrobencenos (Jin, y otros, 2012), bisfenoles (Wang, y otros, 2019) llegando a conclusiones
similares, la interaccion entre diversas cepas bacterianas lleva a resultados mucho mas

completos y en su mayoria con mejores rendimientos comparados con cepas Unicas.

Finalmente, muchas de las familias de microorganismos presentes en este estudio han sido
de la misma forma reportados para la degradacion de maultiples compuestos con
caracteristicas quimicas muy diversas, esto revela una amplia capacidad bacteriana de
adaptacion y generacion de nuevas rutas de degradacion (van der Meer, 1997) con

potencialidades ambientales muy grandes.
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Capl’tulo d. Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

e Se pudo obtener satisfactoriamente un consorcio bacteriano nativo de la ciudad de
Arequipa con capacidad de degradar caucho, misma gue fue evidenciada mediante la

reaccion de Schiff, resultando en datos positivos a la degradacion.

e Se pudo cuantificar de manera exitosa el porcentaje de degradacion de caucho del
consorcio, el cual fue de 5% para un periodo de 20 dias, encontrandose valores dentro
de los pardmetros promedio descritos por estudios anteriores para este tipo de
polimeros, asi mismo, se evidencio la presencia de accion microbiana sobre la matriz
de caucho mediante el uso de microfotografias SEM, demostrando una gran
diferencia frente a las muestras control.

e De la cuantificacion del consorcio se pudieron encontrar dos grandes érdenes de
bacterias presentes con mayor importancia dentro del mismo. El primero corresponde
al orden Burkholderiales con un 82.65% de abundancia, dentro del cual se encuentra
la especie dominante, Delftia tsuruhatensis; el segundo grupo corresponde al orden
Rhizobiales con una abundancia de 9.42%.
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5.2. Recomendaciones

Realizar un analisis de crecimiento en el tiempo, utilizando un sistema de
cuantificacion de enzimas para poder confirmar la presencia de enzimas responsables
de la degradacion de caucho, asi mismo como caracterizar las posibles nuevas rutas

de degradacion producida por estas bacterias.

o Analizar los diversos cambios en las condiciones ambientales (concentraciones
quimicas, pH, formacion de metabolitos secundarios) para poder reconocer los

cambios en las proporciones de los organismos respecto al tiempo de degradacion.

o Aislary realizar pruebas de degradacion con las cepas microbianas presentes dentro
del consorcio que se hayan encontrado en mayor cantidad, prestando especial énfasis
en las cepas no categorizadas a nivel de especie y en cepas sin reportes de uso previo.

o Repetir el anélisis realizado utilizando microorganismos de diversas partes de la
ciudad, preferiblemente de ambientes diferentes a los utilizados en este estudio para
aumentar el conocimiento en cepas microbianas de la ciudad de Arequipa con

potencial de degradar caucho.

o Realizar un estudio experimental para la optimizacion de los pardmetros de
crecimiento y condiciones de cultivo para hacer mas eficiente el proceso de

degradacion y llevarlo a una escala piloto.
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ANEXOS

Anexo 1. Comparacion de Cantidad de Componentes para la fabricacion de un neumatico

Tabla 10. Comparacion de Cantidad de Componentes para la fabricacion de un neumatico (Estados Unidos Patente n°
US20170152373A1, 2015)

Comparativo Comparat Comparat
ivo (\o)
Item Ejemplo Ejemplo Ejempl Ejemplo Ejemplo Ejemplo2 Ejemplo3
1 1 02 3 4

Caucho 125.5 1155 85.5 65.5 455 255 -

materia

prima v

Negro de 73.7 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7

humo 2

Lote - 10.0 40.0 60.0 80.0 100.0 125.5

principal

de caucho

con alto

contenido

de cis-1-4-

polibutadi

eno 3

Oxido de 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

Zinc

Acido 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

esteérico

Azufre 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

libre
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Acelerado 2.5 25 25 25 25 25 2.5
ri14

Acelerado 2 2 2 2 2 2 2
r2%

(unidad: partes por peso).

1) Materia prima de caucho: caucho estireno-butadieno (contenido de estireno: 37.5%,
contenido de aceite: 50%0).

2 Negro de humo: N220 (N2SA: 111 m?/g).

%) Lote principal: Se obtiene de la siguiente manera, se produce un caucho sintético que
incluye una matriz de caucho con alto contenido de cis-1,4-polibutadieno y 1,2-
polibutadieno sindiotactico dispersado en la matriz de caucho de cis-1,4-polibutadieno en
una lamina con un espesor de 1 cm a través de una operacién de laminacion durante 30
minutos a 90°C, luego se corta en una longitud constante. Se introduce 1 200 gr de las hojas
cortadas, 800 gr de latex SBR1721 (producto de Kumho Petrochemical Co., Ltd.), 750 gr
de negro de humo y 600 gr de agente suavizante A#2 en una mezcladora y se mezclaron
completamente.

El 1,2-polibutadieno sindiotactico mencionado antes tenia una viscosidad Mooney de 62 y
una fraccion insoluble en n-hexano del 17% en peso.

) Acelerador 1: TT (acelerador de vulcanizacion basado en tiuram).

5 Acelerador 2: DPG.
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Anexo 2. Fotografias de la zona de muestreo

Figura 36. Llanta en desuso de automovil
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Figura 38. Presencia de larvas en la superficie y grietas de la llanta
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Figura 39. Pequefias fracturas en la superficie de la llanta
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Anexo 3. Fotografias del sistema de degradacion

Figura 40. Perfil del sistema de aireacion

Figura 41. Sistema completo para evolucién de CO2
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Figura 42. Sistema de evolucion de COz2 funcionando
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Anexo 4. Toma de datos para el test de Sturm

Tabla 11. Concentracion de las soluciones

Soluciones Concentracion (M)
[Ba(OH)2] Tapa negra 0.012
[Ba(OH)2] Tapa roja 0.01125
[HCI] 0.1

Tabla 12. Prueba de Respiracion Test de Sturm Prueba 1 (A1)

Dia mlde mlde Matrazde ml ml ml ml  Masa de
NaO Ba(O degradacié inicial Ba(OH) alicuota de C02
H H)2 n (ml) Ba(OH :antes Ba(OH) HCI producid
(5M) )2 de la 2 a (mg)
filtracié titulacio

n n
0 100 100 100 100 100 10 24  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.12 6.05
5
3 100 100 100 100 100 10 1.95 6.6
5 100 100 100 100 100 10 2 5.5
7 100 100 100 100 100 10 2.1 3.3
11 100 100 100 100 100 10 2.18 1.54
15 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1
19 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1
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Tabla 13. Prueba de Respiracion Test de Sturm Blanco 1 (B1)

Di mlde mlde Matrazde mi ml ml ml  Masade
a NaO Ba(OH degradaciéo inicial Ba(OH) alicuota de C02
H )2 n (ml) Ba(OH 2antes Ba(OH) HCI producid
(5M) )2 de la 2 a (mg)
filtracio titulacio
n n
0 100 100 100 100 100 10 2.4  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.15 55
3 100 100 100 100 100 10 2.05 4.4
5 100 100 100 100 100 10 2.15 2.2
7 100 100 100 100 100 10 2.15 2.2
11 100 100 100 100 100 10 2.25 0
15 100 100 100 100 100 10 2.22 0.55
5
19 100 100 100 100 100 10 2.25 0
Tabla 14. Prueba de Respiracion Test de Sturm Prueba 2 (A2)
Di mlde mlde Matrazde ml ml ml ml  Masade
a NaO Ba(OH degradaci6 inicial Ba(OH) alicuota de C02
H )2 n (ml) Ba(OH :antes Ba(OH) HCI producid
(5M) )2 de la 2 a (mg)

filtracié titulacié

n n
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0 100 100 100 100 100 10 24  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.23 3.74
3 100 100 100 100 100 10 2.1 3.3
5 100 100 100 100 100 10 2.07 3.85
5
7 100 100 100 100 100 10 2.1 3.3
11 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1
15 100 100 100 100 100 10 2.3 -1.1
19 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1

Tabla 15. Prueba de Respiracion Test de Sturm Blanco 2 (B2)

Di mlde mlde Matrazde mi mi mi ml  Masa de
a NaO Ba(OH degradacié inicial Ba(OH) alicuota de C02
H )2 n (ml) Ba(OH :antes Ba(OH) HCI producid
(5M) )2 de la 2 a (mg)
filtracio titulacio
n n
0 100 100 100 100 100 10 2.4  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.25 3.3
3 100 100 100 100 100 10 2.25 0
5 100 100 100 100 100 10 2.17 1.65
5
7 100 100 100 100 100 10 2.15 2.2
11 100 100 100 100 100 10 2.25 0
15 100 100 100 100 100 10 2.3 -1.1
19 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1

Tabla 16. Prueba de Respiracion Test de Sturm Prueba 3 (A3)
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Di mlde mlde Matrazde ml ml ml ml  Masa de
a NaO Ba(OH degradacié inicial Ba(OH) alicuota de C02

H )2 n (ml) Ba(OH :antes Ba(OH) HCI producid

(5M) )2 de la 2 a (mg)
filtracié titulacio
n n
0 100 100 100 100 100 10 24  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.2 4.4
3 100 100 100 100 100 10 2.05 4.4
5 100 100 100 100 100 10 2.07 3.85
5
7 100 100 100 100 100 10 2.15 2.2
11 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1
15 100 100 100 100 100 10 2.3 -1.1
19 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1
Tabla 17. Prueba de Respiracion Test de Sturm Blanco 3 (B3)

Di mlde mlde Matrazde ml ml ml ml  Masa de
a NaO Ba(OH degradacié inicial Ba(OH) alicuota de CO02

H )2 n (ml) Ba(OH 2antes Ba(OH) HCI producid

(5M) )2 de la 2 a (mg)
filtracio titulacio
n n
0 100 100 100 100 100 10 24  -7.816E-
15
1 100 100 100 100 100 10 2.22 3.85
5
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3 100 100 100 100 100 10 2.17 1.65
5

5 100 100 100 100 100 10 2.2 1.1

7 100 100 100 100 100 10 2.22 0.66

11 100 100 100 100 100 10 2.25 0

15 100 100 100 100 100 10 2.3 -1.1

19 100 100 100 100 100 10 2.2 11

Tabla 18. Porcentaje de Biodegradacion Acumulativo

Dia Porcentaje de Biodegradacion
Acumulativo

Pruebal Prueba2 Prueba3

0 0 0 0

1 0.3 0.24 0.3
3 15 2.04 1.8
5 3.3 3.24 S
7 3.9 3.84 4.14
11 4.74 4.44 4.74
ik 5.04 4.44 4.74
19 5.64 4.44 4.74
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